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Разработан проект Концепции биологического образования, направленной на реализа-
цию национальных целей Российской Федерации на период до 2030 г. и на перспективу 
до 2036 г. Концепция представляет собой систему взглядов на базовые принципы, цели, 
задачи и основные направления развития биологического образования в Российской 
Федерации. В проекте ставятся задачи: определить актуальность, приоритетность и про-
блемное поле биологического образования для экономического развития Российской 
Федерации; охарактеризовать основные цель и задачи, направления и инструментарий 
развития современного биологического образования; сформировать новшества концеп-
ции биологического образования.

Ключевые слова: биологическое образование, концепция, приоритеты, проблемы, направле-
ния и инструменты, новшества
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Введение
Современная биология – динамично развива-

ющаяся наука. Специалисты-биологи обеспечива-
ют развитие медицины, сельского хозяйства, эко-
номики, решают задачи в таких областях, как 
археология, юриспруденция, охрана окружающей 
среды [1–3]. Деятельность биологов направлена на 
улучшение качества жизни населения, продоволь-
ственную и биобезопасность, укрепление техноло-
гического суверенитета страны. Ввиду тесных свя-
зей с другими науками – физикой, химией, 
математикой, информатикой – в биологию неиз-
бежно входят новые, в том числе высокопроизво-
дительные, методы исследований [1, 3]. Мировая 
практика показывает, что за последние 25 лет су-
щественно поменялись тренды развития биологии, 
области ее приложений и, соответственно, структу-
ра рынка труда [4, 5]. Все это приводит к неизбеж-
ной трансформации содержания биологического 
образования на разных уровнях (от школы до уни-
верситета), необходимости усиления биологиче-
ской грамотности населения и популяризации до-
стижений наук о жизни [6, 7]. Возрастает роль 
биологического образования и ответственности за 
подготовку высококлассных, современных и вос-
требованных специалистов-биологов, что требует 
переосмысления существующих практик такой 

подготовки на всех уровнях образования, их анали-
за и систематизации в виде вектора дальнейшего 
развития биологического образования в стране. 
Для объединения и закрепления идей, направлен-
ных на решение выявленных проблем, предложена 
настоящая Концепция развития биологического 
образования. Ключевым моментом концепции яв-
ляется идея «бесшовности» – поступательного раз-
вития биологического образования (подготовки) на 
всех уровнях образования – от школы до подготов-
ки научно-педагогических кадров в аспирантуре. 
Концепция включает предпосылки и разработки 
улучшения школьного биологического образова-
ния [8–11], положения, закрепленные действую-
щими образовательными стандартами для всех 
уровней образования, а также выводы, сделанные 
на основе анализа существующего положения дел 
в образовательной среде России, основанные на 
многолетнем опыте преподавания биологии в шко-
лах и биологических дисциплин в организациях 
высшего образования, программах подготовки та-
лантливых школьников и переподготовки школь-
ных учителей биологии. Она изложена в виде тези-
сов, представленных ниже.

Концепция представляет собой систему 
взглядов на базовые принципы, цели, задачи 
и основные направления развития биологического 
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образования в Российской Федерации. Она вклю-
чает описание актуальности и приоритетности 
биологического образования для экономики, про-
блемы, задачи, направления реализации, инстру-
ментарий и новшества развития современного 
биологического образования.

Актуальность и приоритетность  
биологического образования для экономического 

развития Российской Федерации
Значение биологии и биологического образо-

вания в России и в современном мире определяет-
ся следующими аксиомами.

Биологические знания – основа биологического 
образования. Последние десятилетия показали, что 
науки о жизни – самая динамично развивающаяся 
область знаний. Качественное биологическое обра-
зование необходимо каждому гражданину страны 
для его успешной жизни в современном обществе. 
Положение нашей страны в современном мире, 
эффективность использования природных ресур-
сов, развитие экономики, охраны окружающей 
среды, создание современных биотехнологий и ме-
дицинских технологий, а также биобезопасность во 
многом зависят от уровня развития биологической 
науки и биологических знаний, умений и навыков 
всего населения, от эффективного использования 
современных биологических методов. 

Развитие биологии определяется созданием но-
вых методов и инструментов исследования. Биоло-
гия сегодня – область знаний, развитие которых 
определяют новые методы и технологии. Многие 
инструменты физики, химии, математики и ком-
пьютерных наук в современном мире направлены 
на решение биологических задач. С другой сторо-
ны, без биологического знания и биотехнологий 
невозможно представить эффективное развитие 
многих прикладных направлений и дисциплин – 
от современной доказательной медицины и сель-
ского хозяйства до археологии, экономики и юри-
спруденции. Развитие биологического образования 
и наук о жизни, обеспечивающее прорыв в таких 
наукоемких стратегических направлениях, как био-
технологии, генетические технологии, структурная 
биология, синтетическая и инженерная биология, 
экологический мониторинг, биомедицина, биобе-
зопасность страны, будет способствовать улучше-
нию положения и повышению престижа России 
в мире.

Проблемное поле биологического образования
В процессе научно-технологического развития 

и социальных изменений усугубились проблемы 
сопутствующего развития биологического образо-
вания и наук о жизни. Очень важно, чтобы биоло-
гическое образование приближалось к актуальному 
уровню биологической науки. В предлагаемом про-
екте концепции выделены существующие пробле-
мы биологического образования в стране.

Проблемы мотивационного характера
1. Информированность обучающихся и обще-

ства. Низкая учебная мотивация обучающихся 
к изучению биологии обусловлена быстрым ро-
стом объема научных знаний; недостаточным 
вниманием к лабораторным и практическим рабо-
там, а также к проектной деятельности на уровнях 
основного общего и среднего общего образова-
ния; недостаточной популяризацией биологиче-
ских знаний в обществе. 

2. Выбор профессии. Реализация карьерных 
потребностей выпускников биологических 
специальностей все еще остается проблемой. 
Причина – недостаточный престиж биологиче-
ских профессий. Зачастую обучающиеся старших 
классов и их родители не понимают, кто такие 
биологи и где в дальнейшем они смогут работать, 
выбрав это направление для обучения в вузах, 
и отдают предпочтение более практико-ориенти-
рованным, по их мнению, направлениям, таким 
как медицина, фармация, пищевое производство.

3. Соответствие методики преподавания спе- 
цифике (сущности) учебной дисциплины / образо-
вательной программы. Необходимо оптимизиро-
вать содержание образовательных программ 
основного общего и среднего общего образования, 
предусмотрев усиление их практико-ориентиро-
ванности, включение новых научных открытий 
и синхронизацию с результатами, проверяемыми 
в рамках государственной итоговой аттестации.

Проблемы содержательного характера
Отбор содержания разделов учебного предме-

та «Биология» в программах основного общего, 
среднего общего и среднего профессионального 
образования, а также при изучении ряда биологи-
ческих дисциплин в организациях высшего обра-
зования остается дискуссионным. В содержании 
биологических знаний определены следующие 
проблемы:

1) баланс объема теоретических и практиче-
ских знаний;

2) сопоставление объема, разделов, последо-
вательности освоения биологических знаний, 
приобретения умений и навыков на каждом уров-
не образования – от дошкольного до профессио-
нального;

3) определение модели получения углублен-
ного практико-ориентированного биологического 
знания в системе основного общего и среднего об-
разования.

Проблема подготовки будущих специалистов  
в области биологии

Эта проблема связана с отсутствием постоян-
ной актуализации содержания профессиональных 
образовательных программ, а также с несистем-
ным и неверифицированным содержанием биоло-
гических знаний учебного материала.
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Кадровые проблемы
Включают уровень и качество биологических 

знаний учителей и преподавателей; инфраструк-
туру и ресурсную обеспеченность преподавания 
биологических дисциплин; модель подготовки 
учителя-предметника (учителя биологии) и его со-
провождение в профессии.

Цель и задачи, направления и инструментарий 
развития современного биологического образования

Цель настоящей Концепции – вывести рос-
сийское биологическое образование на лидирую-
щие позиции в мире. Биологическое образование 
в Российской Федерации должно способствовать 
формированию у граждан представлений о фунда-
ментальных принципах функционирования жи-
вых систем и взаимосвязи человека с другими эле-
ментами биосферы, что определит подготовку 
специалистов, обеспечивающих технологический 
суверенитет страны в сферах реального сектора 
экономики, социальной сфере, вопросах биобезо-
пасности.

Задачами развития биологического образова-
ния в Российской Федерации являются: 

– модернизация содержания учебных про-
грамм биологического образования на всех уровнях 
(с обеспечением их преемственности) с учетом по-
требностей обучающихся, общества и государства;

– гарантированная подготовка на уровне выс-
шего профессионального образования высококва-
лифицированных специалистов в области препо-
давания биологии;

– обеспечение наличия общедоступных ин-
формационных ресурсов, необходимых для реа-
лизации учебных программ биологического об-
разования;

– формирование стандарта инфраструктуры – 
требований к оснащенности кабинетов биологии 
(лабораторное оборудование, расходные материа-
лы, наглядные пособия) образовательных органи-
заций;

– повышение качества работы преподавателей 
биологии (от педагогических работников общеоб-
разовательных учреждений до научно-педагогиче-
ских работников образовательных организаций 
высшего образования), усиление механизмов их 
материальной и социальной поддержки, обеспече-
ние им возможности обращения к лучшим образ-
цам российского и мирового биологического обра-
зования, создания и реализации собственных 
педагогических подходов и авторских программ; 

– поддержка лидеров биологического образо-
вания (организаций, отдельных педагогов и уче-
ных, а также структур, формирующихся вокруг 
лидеров), выявление новых активных лидеров;

– использование достижений современной 
биологии при подготовке кадров, усиление связи 
с практикой, устранение барьеров между школой 
и ВУЗом;

– формирование на уровне основного общего 
и среднего общего образования системы выявле-
ния и устранения пробелов в базовых биологиче-
ских знаниях у обучающихся согласно федераль-
ным стандартам;

– формирование у обучающихся универсаль-
ных учебных познавательных действий при изуче-
нии биологии (базовых логических, исследователь-
ских действий и навыков работы с информацией);

– формирование индивидуальной траектории 
для обучающихся с высокой мотивацией и выдаю-
щимися способностями; 

– утверждение у обучающихся современной 
научной картины мира;

– формирование умения использовать знания 
биологии для грамотных действий в отношении 
объектов живой природы и решения разных жиз-
ненных проблем;

– становление функциональной грамотности, 
развитие умения объяснять явления окружающего 
мира на основе знаний и опыта;

– популяризация биологических знаний, 
в том числе биоразнообразия, охраны окружаю-
щей среды и экологической культуры. 

Основные направления реализации Концепции
1. Дошкольное и начальное общее образование.
Система учебных программ биологического 

образования в дошкольном и начальном общем 
образовании (в том числе при участии семьи) 
должна обеспечить:

– в дошкольном образовании – условия для 
формирования интереса и развития навыков на-
блюдения за живыми объектами, первичных био-
логических представлений, используемых в по-
вседневной жизни; 

– в начальном общем образовании – широ-
кий спектр связанной с природой и природными 
объектами активности (занятий) обучающихся 
как на уроках, так и во внеурочной деятельности, 
материальные, информационные и кадровые  
условия для развития у обучающихся основ био-
логического познания и поискового метода, 
включая навыки постановки и интерпретации 
биологических опытов. 

2. Основное общее и среднее общее образо-
вание.

Биологическое образование на данном уровне 
образования должно: 

– сформировать устойчивую мотивацию к из-
учению наук о жизни;

– обеспечить каждому обучающемуся необхо-
димый для дальнейшей успешной жизни в обще-
стве уровень биологической грамотности;

– создать условия для реализации иссле- 
довательской и проектной деятельности обучаю-
щихся по биологическим дисциплинам;

– обеспечить необходимое стране число вы-
пускников, биологическая подготовка которых 
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достаточна для продолжения профессионального 
образования;

– активно внедрять в повседневную практику 
всероссийскую инициативу «Научное волонтер-
ство» (вовлечение граждан в масштабные исследо-
вательские проекты, в том числе по сбору и анали-
зу научных данных). 

3. Высшее и профессиональное образование.
Система профессионального образования 

должна обеспечивать необходимый уровень био-
логической подготовки кадров для нужд биоло-
гии, экономики, научно-технического прогресса, 
безопасности и медицины. Студенты, изучающие 
биологию, должны владеть необходимыми знани-
ями и навыками в области математики, информа-
ционных технологий, физики, химии, а препода-
ватели этих дисциплин должны участвовать 
в биологических исследованиях и проектах. 

Преподавателям биологических подразделений 
профессиональных образовательных организаций 
и образовательных организаций высшего образова-
ния необходимо вести признаваемые профессио-
нальным сообществом фундаментальные и при-
кладные исследования, а их студенты должны 
уделять значительно больше времени решению 
творческих учебных и исследовательских задач. 

Преподаватели биологических дисциплин пе-
дагогических вузов должны иметь полноценную 
возможность работы с обучающимися, участво-
вать в разработке аттестационных материалов, 
учебных пособий для школ, участвовать в прове-
дении научных исследований и проектах научного 
волонтерства. Студентам (прежде всего – готовя-
щимся стать педагогическими работниками в об-
разовательных организациях) необходимо дать 
возможность решать биологические задачи в су-
щественно большем объеме, чем сегодня, прохо-
дить практику в школе. 

4. Дополнительное образование.
С учетом динамики развития биологии роль 

дополнительного образования существенно воз-
растает. Программы дополнительного образова-
ния направлены на актуализацию знаний в от-
дельной области биологии, овладение новыми 
методами и приемами. Такие программы должны 
быть на самом острие развития науки, позволяя 
по их окончании решать задачи прикладного ха-
рактера как в области науки, так и для индустрии. 
Они должны быть адаптированы для разных воз-
растных групп, групп с разным уровнем образова-
ния. Особая необходимость в таких программах 
существует для учителей биологии, работающих 
в общеобразовательных организациях.

5. Биологическое просвещение и популяриза-
ция биологии. 

Данное направление работы нацелено на мас-
совость и сквозной характер работы с населением. 
Именно включение всех целевых групп по возра-
сту, профессиональному ориентиру и отрасли 

экономики позволит сформировать единую поли-
тику в развитии и увеличении ценности биологи-
ческого образования в Российской Федерации. 
Предусматривается реализовать следующие ин-
струменты и форматы работы: 

– обеспечение государственной поддержки 
доступности изучения биологии для всех возраст-
ных групп населения; 

– создание общественной атмосферы пози-
тивного отношения к достижениям биологиче-
ской науки и работе в этой области, понимания 
важности биологического образования для буду-
щего страны, формирование гордости за достиже-
ния российских биологов; 

– обеспечение непрерывной поддержки и по-
вышения уровня биологических знаний для удов-
летворения любознательности человека, его обще-
культурных потребностей, приобретение знаний 
и навыков, применяемых в повседневной жизни 
и профессиональной деятельности.

– развитие биотуризма как перспективной 
формы внутреннего туризма и просвещения насе-
ления в области биологии.

Основные новшества  
Концепции биологического образования

1. Формирование единой «бесшовной» обра-
зовательной среды «дошкольное и школьное об-
разование – среднее специальное образование – 
высшее образование – индустриальный партнер».

2. Обеспечение технологического суверенитета 
России посредством развития стратегических на-
правлений реальных секторов экономики страны 
(биотехнология и медицина, биофармацевтика, пи-
щевые и промышленные технологии, сельское хо-
зяйство, генетические технологии, инженерная 
биология, экологический мониторинг, управление 
живыми системами). 

3. Обеспечение биологической безопасности 
России. 

4. Повышение качества подготовки препода-
вателей биологии в школах и профессорско-пре-
подавательского состава в педагогических и сель-
скохозяйственных вузах.

5. Формирование общедоступных цифровых 
информационных ресурсов, необходимых для реа-
лизации учебных программ биологического обра-
зования, инструментов деятельности обучающих-
ся и педагогов, применение современных 
технологий образовательного процесса.

6. Создание мер поддержки лидеров биологи-
ческого образования (организаций и отдельных 
преподавателей), развитие наставничества в про-
ектных работах школьников.

7. Создание стандартов инфраструктуры для 
практических / лабораторных занятий и исследо-
вательской деятельности учащихся школ и цен-
тров дополнительного образования, учреждений 
среднего профессионального образования и вузов.
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8. Формирование эффективной системы вы-
явления и обеспечения индивидуальной образова-
тельной траектории для талантливой молодежи.

9. Популяризация роли биологического зна-
ния и биологического образования в обществен-
ной жизни.

10. Формирование для государства нового ис-
точника валютной выручки от экспорта россий-
ской модели биологического образования в дру-
жественные страны. 

Заключение
1. Биологическое образование должно обеспе-

чивать опережающее развитие общества и государ-
ства, в связи с чем особая роль отводится контекст-

ному обучению – максимальному включению 
в программы обучения элементов будущей профес-
сиональной деятельности.

2. Выпускники должны обладать должной 
подготовкой, позволяющей в короткие сроки ос-
воить уровень развития наук о жизни и быть мо-
бильными при смене видов и направлений дея-
тельности в биологии.

3. Эффективными инструментами Концепции 
развития биологического образования должны 
стать популяризация биологического знания, по-
вышение престижа профессий учителя биологии, 
а также стандарта требований к инфраструктуре, 
кадровой политике и содержанию учебных и на-
учных материалов.
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УДК 575.86:593.9

Общие закономерности онтогенеза Ambulacraria
В.В. Малахов , О.В. Ежова , И.А. Екимова , М.М. Ганцевич* 

Кафедра зоологии беспозвоночных, биологический факультет, Московский государственный университет  
имени М.В. Ломоносова, Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12

*е-mail: mgantsevich@gmail.com

Предполагается, что жизненный цикл с участием двух личинок (планктотрофной и ре-
зервотрофной) является синапоморфией Ambulacraria. Планктотрофные личинки имеют 
сложный ресничный шнур и используют «up-stream»-фильтрацию для питания. План-
ктотрофные личинки претерпевают метаморфоз и превращаются в непитающихся личи-
нок с полными или неполными ресничными кольцами. Эти личинки используют не 
желток, а запасы, накопленные на предыдущей планктотрофной стадии, поэтому их 
можно назвать резервотрофными. Среди иглокожих голотурии имеют жизненный цикл, 
который может рассматриваться как плезиоморфный. Он включает планктотрофную 
личинку (аурикулярию) и резервотрофную личинку (долиолярию). Большинство игло-
кожих потеряли резервотрофных личинок, хотя рудиментарные долиолярии известны 
у некоторых морских ежей и офиур. У большинства морских лилий есть только личинки 
долиолярии, хотя у стебельчатых морских лилий есть аурикулярии, за которыми следуют 
долиолярии, но обе личинки лецитотрофны. У кишечнодышащих Spengelidae 
и Ptychoderidae есть планктотрофные торнарии, за которыми следуют резервотрофные 
личинки Агассиса. Виды семейства Harrimaniidae утратили торнарий, но сохранили ле-
цитотрофных личинок Агассица. Гигантские планктотрофные личинки были обнаруже-
ны как у иглокожих, так и у полухордовых. Глубоководная голотурия Protankyra brychia 
имеет гигантскую личинку, известную под названием Auricularia nudibranchiata. Возмож-
но, что гигантская торнария, известная под названием Planctosphaera pelagica, является 
личинкой какого-то вида глубоководных кишечнодышащих.

Ключевые слова: Ambulacraria, аурикулярия, долиолярия, торнария, личинка Агассица, 
Planctosphaera, эволюция

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-4-7

Введение
В 1849 г. немецкий зоолог Й. Мюллер [1] обна-

ружил среди организмов планктона Средиземного 
моря таинственную личинку, которую назвал тор-
нарией. По строению ресничных шнуров эта ли-
чинка выглядела настолько похожей на бипинна-
рию морских звезд, что исследователи середины 
XIX в. были уверены в том, что торнария – эта одна 
из разновидностей личинок морских звезд [1–2]. 
Только через 20 лет российский эмбриолог 
И.И. Мечников [3] установил, что торнария, кото-
рую ранее принимали за личинку иглокожих, на 
самом деле является стадией развития полу- 
хордовых. Позднее И.И. Мечников [4] обосно- 
вал таксон Ambulacraria, в состав которого  
вошли Echinodermata и Hemichordata. Открытие 
И.И. Мечникова сыграло решающую роль в реше-
нии вопроса о положении Hemichordata в системе 
животного царства, однако предложение о созда-
нии таксона Ambulacraria не было востребовано бо-
лее ста лет. Современные исследования в области 
молекулярной филогенетики подтвердили справед-

ливость предсказания И.И. Мечникова о близком 
родстве Echinodermata и Hemichordata. В начале 
XXI в. таксон Ambulacraria Metschnikoff, 1870 вновь 
появился на страницах научных публикаций [5–9]. 

В настоящей работе мы попытаемся рекон-
струировать особенности личиночного развития 
общего предка Ambulacraria.

Развитие голотурий – плезиоморфный вариант 
онтогенеза иглокожих

Развитие иглокожих характеризуется большим 
разнообразием личиночных форм. Для морских 
звезд, морских ежей и офиур типичным является 
развитие с долго плавающими планктотрофными 
личинками, которые в конце своей пелагической 
жизни подвергаются метаморфозу, хотя в каждой 
из этих групп имеются формы с непитающимися 
лецитотрофными личинками, с прямым развитием 
и даже с живорождением. В жизненном цикле мор-
ских лилий имеются только короткоживущие ле-
цитотрофные личинки. Только у голотурий в жиз-
ненном цикле одного и того же вида имеются 
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и планктотрофные личинки, и непитающиеся ли-
чиночные формы. Рассмотрим поэтому личиноч-
ное развитие голотурий подробно.

Первой личиночной стадией голотурий явля-
ются бластулы, которые активно плавают в толще 
воды благодаря жгутикам, имеющимся на всех 
клетках [10–14]. В процессе гаструляции у голоту-
рий имеет место выселение двух популяций мезен-
химных клеток. Клетки первичной мезенхимы вы-
селяются в начале гаструляции и формируют два 
неодинаковых по размерам (левое крупнее правого) 
скопления на заднем конце личинки справа и слева 
от бластопора. Впоследствии внутри этих скопле-
ний формируются два диссимметричных известко-
вых склерита (левый крупнее правого), которые со-
храняются в течение всего развития, что позволяет 
проследить преемственность сторон тела личинки 
и ювенильной формы [15]. Впервые диссиметрич-
ные склериты отметил И.И. Мечников [16], но они 
остались незамеченными многими последующими 
исследователями. Клетки вторичной мезенхимы 
выселяются с вершины архентерона в конце гастру-
ляции и рассеиваются по всему бластоцелю. Два по-
коления мезенхимных клеток помимо голотурий 
характерны для морских ежей, и в обеих группах их 
дифференциация контролируется сходными моле-
кулярно-генетическими механизмами [17]. 

В конце гаструляции на дорсальной стороне ар-
хентерона формируется выпячивание, представля-
ющее собой зачаток целома. Он соединяется 
с внешней средой каналом на дорсальной стороне, 
тогда как на вентральной стороне формируется 
углубление, на дне которого открывается рот. От-
верстие бластопора становится анальным отверсти-
ем. Из-за усиленного роста дорсальной стороны 
анус смещается на вентральную сторону. Жгутико-
вые клетки эктодермы по краю околоротового углу-
бления формируют ресничный шнур с более густым 
расположением жгутиков, чем на других участках 
эпидермиса. Ресничный шнур окаймляет адораль-
ное ресничное поле, в центре которого на дне глу-
бокой вентральной впадины располагается рот. 
Впоследствии ресничный шнур формирует ушко-
видные петли, из-за которых в свое время Й. Мюл-
лер [18] назвал личинок голотурий аурикуляриями. 
У личинок голотурий преоральная и посторальная 
части ресничного шнура переходят одна в другую на 
переднем конце личинки (рис. 1А). Зачаток целома 
разрастается в направлении заднего конца личинки, 
огибает кишку, переходит на правую сторону тела 
и разделяется на три отдела: левый гидроцель, кото-
рый в течение всего развития остается связанным 
с внешней средой через гидропор, и замкнутые ле-
вый и правый соматоцели (рис. 1А). 

Рис. 1. Поздняя аурикулярия (А), долиолярия (Б) и пентактула (В) голотурии Apostichopus japonicus. Обозначения: an – анус, ar – 
амбулакральное кольцо, ca – ресничные дуги, hsp – гиалиновые сферы, hy – гидропор, int – кишечник, lhy – левый гидроцель, 
lsc – левый склерит, lso – левый соматоцель, m – рот, ma – мадрепоровая ампула, pos – посторальная часть ресничного шнура, 
pre – преоральная часть ресничного шнура, pvc – перивисцеральный целом, rso – правый соматоцель, rsc – правый склерит, 
tc – щупальцевый целом, te – щупальца, ve – вестибулюм, vp – вентральная амбулакральная ножка, vrc – вентральный радиаль-
ный канал. А, Б – вид с вентральной стороны, В – вид справа. По: Малахов, Черкасова. 1991, с изменениями. Отделы целома 
показаны красным цветом.
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Ресничный шнур используется аурикуляриями 
как для локомоции, так и для питания одноклеточ-
ными планктонными водорослями с использова-
нием механизма «up-stream»-фильтрации [19]. При 
этом жгутики соседних лент ресничного шнура ра-
ботают в противоположных направлениях. Пище-
вые частицы, приносимые потоками воды, отбра-
сываются реверсивным ударом жгутиков на 
адоральное ресничное поле между лентами реснич-
ного шнура и транспортируются к ротовому отвер-
стию [19–20]. 

Продолжительность стадии аурикулярии 
у Stichopodidae составляет 10–30 сут [15, 21–24]. 
К концу планктотрофного этапа развития аури-
кулярии Stichopodidae имеют размеры 0,7–1,1 мм 
[13, 14, 21, 24, 25]. Полностью развитые аурику-
лярии Synapta digitata достигают размера 1,7 мм 
[26]. Хун [27] обнаружил в планктоне у побере-
жья Канарских островов очень крупных аурику-
лярий (до 6 мм) с причудливым узором реснич-
ного шнура с многочисленными ушковидными 
петлями (рис. 2А). Поскольку взрослые предста-
вители этого вида не были известны, Хун [27] дал 
личинкам предварительное название Auricularia 
nudibranchiata. Впоследствии они были найдены 
в различных районах Атлантического и Тихого 
океанов [28, 29]. Наиболее крупные из личинок 
A. nudibranchiata достигали размера 15 мм [28]. 
Загадка гигантских аурикулярий была разрешена 
только более чем через 100 лет после их обнару-
жения. Оказалось, что гигантские личинки при-
надлежат глубоководной голотурии Protankyra 
brychia из семейства Synaptidae, обитающей в ба-
тиали и абиссали в Атлантическом и Тихом океа-
нах [30]. Крупные размеры, которые достигаются 
планктотрофными аурикуляриями P. brychia, по-
зволяют предполагать большую продолжитель-
ность их жизни в толще воды. Это позволяет  
личинкам преодолевать огромные расстояния, 
чем и объясняется космополитический ареал 
P. brychia ([30], рис. 10).

К концу планктотрофного этапа развития 
в бластоцеле аурикулярий появляются прозрачные 
сферические образования – так называемые эла-
стические шары, или гиалиновые сферы (рис. 1А) 
[14, 18, 24, 26, 31–33]. Они содержат нейтральные 
липиды, которые используются как энергетиче-
ский ресурс для последующего развития [34]. 

Следующая личиночная стадия в развитии го-
лотурий – долиолярия. При формировании долио-
лярии размеры личинки уменьшаются в 2–2,5 раза, 
а форма тела становится бочонковидной (рис. 1Б). 
Непрерывный ресничный шнур аурикулярии при 
этом распадается на пять пар неполных реснич-
ных дуг [13, 15, 16, 24, 26, 33, 35, 36]. На вентраль-
ной стороне формируется вестибулюм, на дне ко-
торого находится рот, тогда как анус смещается на 
правую сторону тела (рис. 1Б). На дне вестибулю-
ма вокруг рта формируются пять личиночных  

щупалец. Долиолярия плавает в придонном слое 
воды и не питается, но назвать эту стадию лецито-
трофной было бы неправильно. Источником пи-
тания долиолярии служит не желток яйцеклетки, 
а резервы, накопленные планктотрофной аурику-
лярией. Таким образом, долиолярия – это особая 
личиночная стадия, которую можно назвать ре-
зервотрофная личинка.

После относительно короткого периода пла-
вания в придонном слое воды долиолярия теряет 
ресничные кольца и проделывает второй этап ме-
таморфоза – превращение долиолярии в пентак-
тулу (рис. 1В). Анус закрывается, кишечник фор-
мирует характерную петлю, после чего анус 
заново открывается на заднем конце тела между 
двумя диссиметричными склеритами (рис. 1В). На 
месте гидропора формируется подкожная мадре-
поровая ампула, стенки которой инкрустированы 
скелетными иглами (рис. 1В). На вентральной 
стороне пентактулы формируется первая амбула-
кральная ножка. Мидвентральный канал амбула-
кральной системы прорастает дальше других, фор-
мируя ампулу первой амбулакральной ножки. 
Левый и правый соматоцели объединяются, фор-
мируя общую полость тела (рис. 1В). Позднее на 
поверхности пентактулы закладываются скелет-
ные пластинки, так что все тело, за исключением 
щупалец и амбулакральной ножки, оказывается 
закованным в ажурный панцирь. Полностью раз-
витые пентактулы передвигаются, попеременно 
прикрепляясь к субстрату околоротовыми щу-
пальцами и единственной амбулакральной нож-
кой. Вентральная сторона пентактулы соответ-
ствует вентральной стороне аурикулярии, что 
легко установить благодаря наличию диссиме-
тричных склеритов, которые закладываются по 
окончании гаструляции и сохраняются в течение 
всего развития. 

Рис. 2. Гигантские личинки Ambulacraria. А – Auricularia 
nudibranchiata (по: Chun, 1896), Б – Planctosphaera pelagica 
(по: Horst, 1936).
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Соображения по поводу эволюции 
личиночного развития иглокожих

В пределах типа иглокожих имеется два основ-
ных типа личинок: планктотрофная личинка со 
сложно устроенным ресничным шнуром и лецито-
трофная бочонковидная личинка с ресничными 
кольцами [37–41]. Наличие у голотурий двух личи-
ночных стадий – питающейся аурикулярии и не-
питающейся долиолярии – следует рассматривать 
как плезиоморфную черту онтогенеза не только го-
лотурий, но и иглокожих в целом [37–40]. 

У голотурий есть две тенденции в эволюции 
жизненного цикла. Одна из них – редукция план-
ктотрофной аурикулярии. В этом случае долиоля-
рия становится настоящей лецитотрофной личин-
кой, поскольку использует в качестве источника 
энергии только желток яйцеклетки. Лецитотроф-
ные долиолярии описаны у многих видов голоту-
рий [10, 42–45]. У некоторых голотурий вместо 
долиолярии формируется еще более упрощенная 
лецитотрофная личинка – вителлярия, у которой 
нет даже ресничных колец, а имеется равномер-
ный ресничный покров [46–49]. Другая тенден-
ция – гипертрофия планктотрофной аурикулярии 
и редукция лецитотрофной долиолярии, выра-
женная у Protankyra brychia, гигантская планкто-
трофная личинка которой превращается в юве-
нильную особь, минуя стадию резервотрофной 
долиолярии [50].

В жизненном цикле морских звезд, морских 
ежей и офиур, как правило, имеется только план-
ктотрофная личинка с ресничными шнурами, ко-
торая в процессе метаморфоза дает начало донной 
ювенильной особи. Тем не менее, есть основания 
считать, что такой тип жизненного цикла сформи-
ровался из более сложного жизненного цикла, 
в котором присутствовали как планктотрофная ли-
чинка с ресничными шнурами, так и резервотроф-
ная личинка с ресничными кольцами. В развитии 
морских ежей Mellita quinquiesperforata (=Mellita 
testudinata) с типичным планктотрофным плютеу-
сом во время метаморфоза формируется стадия 
с несколькими ресничными кольцами [51]. Это 
можно рассматривать как свидетельство существо-
вания у предков морских ежей стадии резервотроф-
ной долиолярии [38–40]. В развитии некоторых 
офиур ресничные шнуры офиоплютеуса во время 
метаморфоза также преобразуются в ресничные 
кольца [51]. У Ophioderma brevispinum типичный 
планктотрофный офиоплютеус редуцирован, зато 
имеется бочонковидная лецитотрофная личинка 
с четырьмя ресничными кольцами [51, 52]. 

Долгое время считалось, что морские лилии 
имеют только лецитотрофную долиолярию с че-
тырьмя или пятью ресничными кольцами [53–56]. 
Однако, как оказалось, у примитивных стебельча-
тых морских лилий в жизненном цикле последо-
вательно сменяют друг друга две личиночные 

формы [57]. Первая – аурикулярия, строение рес-
ничного шнура которой сходно с таковым у аури-
кулярий голотурий (рис. 3). Ресничный шнур  
аурикулярии морских лилий распадается на от-
дельные отрезки, которые дают начало неполным 
ресничным кольцам долиолярии. В отличие от го-
лотурий и аурикулярия, и долиолярия стебельчатых 
морских лилий – лецитотрофные личинки. Нали-
чие двух личиночных форм у стебельчатых морских 
лилий позволяет предполагать, что предки морских 
лилий имели жизненный цикл, сходный с таковым 
голотурий, в котором существовала планктотроф-
ная аурикулярия и резервотрофная долиолярия.

Жизненный цикл кишечнодышащих 
с планктотрофными личинками –  

плезиоморфный вариант развития Hemichordata
У представителей класса Enteropneusta стадии 

бластулы, гаструлы и начальные стадии обособле-
ния целомической мезодермы протекают под обо-
лочками яйца. Однако уже на стадии гаструлы эм-
брион начинает вращаться внутри яйцевых 
оболочек благодаря биению жгутиков, которые 
несут клетки эктодермы [58–62]. Раннее появле-
ние жгутиков позволяет предполагать, что у пред-
ков Enteropneusta зародыш покидал оболочки 
яйца уже на стадии бластулы, как это имеет место 
у многих иглокожих. Таким образом, по сравне-
нию с иглокожими, у Enteropneusta с планкто-
трофными личинками имеет место некоторая эм-
брионизация ранних стадий развития. 

Гаструляция у Enteropneusta протекает путем 
инвагинации. Еще до конца гаструляции на вер-
шине архентерона формируется выпячивание – 
левый передний целом (=левый протоцель), кото-
рый открывается порой на дорсальной стороне 
(рис. 4А). Впоследствии на месте бластопора фор-
мируется анус, но, в отличие от личинок иглоко-
жих, у личинок кишечнодышащих анус остается 
на заднем конце личинки (рис. 4А). 

Рис. 3. Аурикулярия (А) и дололярия (Б) стебельчатой мор-
ской лилии Metacrinus rotundus Обозначения: са – ресничные 
дуги, pos – посторальная часть ресничного шнура, pre – прео-
ральная часть ресничного шнура. Оригинальные рисунки по 
фотографиям из статьи Nacano et al., 2003.
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троха, нейротрох пересекает его и тянется до тон-
кого перианального ресничного кольца [67]. Это 
подтверждает гомологию перианального реснично-
го кольца (а не опистотроха) телотроху личинок 
других Bilateria.

Адоральное ресничное поле разрастается, фор-
мируя протяженные извилистые пищевые борозд-
ки, окаймленные ресничными шнурами (рис. 4А). 
Адоральное ресничное поле крупных торнарий – 
личинок представителей семейства Ptychoderidae – 
образует окаймленные ресничным шнуром регу-
лярные выросты – своего рода щупальца (рис. 4Б). 
Это сильно увеличивает площадь поверхности адо-
рального ресничного поля, которое используется 
для сбора пищевых частиц. Механизм добывания 
пищи у торнарий – это типичная «up-stream»-
фильтрация, идентичная таковой у личинок игло-
кожих [19, 74]. 

Полностью развитые щупальцевые торнарии 
(так называемая стадия Крона) у некоторых ви-
дов могут достигать размера 9 мм [2, 75]. Как по-
казано ранее [76], период планктотрофного раз-
вития длится от 3–4 нед. у Balanoglossus clavigerus 
до 4–5 мес. у Ptychodera flava [69]. По окончании 
периода планктотрофного развития личинка 

Ресничный аппарат планктотрофной личинки 
Enteropneusta – торнарии – сохраняет все основ-
ные компоненты ресничного вооружения личинок 
Bilateria, в состав которого входят адоральное рес-
ничное поле, окаймленное ресничными шнурами, 
нейротрох и телотрох [63–64]. Ресничный шнур 
торнарии подразделяется на преоральную и посто-
ральную части, соединяющиеся в районе апикаль-
ного чувствительного органа (рис. 4А). У молодых 
торнарий хорошо выражен нейротрох, который 
проходит по средней линии вентральной стороны 
и соединяет посторальную часть ресничного шну- 
ра и перианальное ресничное кольцо – тело-
трох [58, 65–69]. Последний закладывается как 
кольцо простых ресничек (не синцилий) вокруг 
ануса. Впереди от телотроха формируется еще одно 
ресничное кольцо, образованное сложными рес-
ничками (синцилиями), которое Нильсен и Хай-
Шмидт [69] назвали опистотрох (рис. 4А). Он хоро-
шо заметен, и его изображали все исследователи, 
изучавшие развитие Enteropneusta, обозначая как 
телотрох. Впрочем, на рисунках И.И. Мечнико-
ва [3] и других внимательных наблюдателей [70–73] 
изображены оба кольца – мощный опистотрох 
и тонкий телотрох. После формирования описто-

Рис. 4. Последовательные стадии развития Enteropneusta: А – развитая торнария – стадия Крона, Б – щупальцевая торнария – 
стадия Крона, В – стадия Шпенгеля, Г – стадия Агассица. Обозначения: ad – адоральное ресничное поле, an – анус, ao – апи-
кальный орган, ccr – воротниковое ресничное кольцо, col – зачаток воротникового отдела, lpr – левый протоцель, lte – личи-
ночные щупальца, m – рот, opt – опистотрох, pos – посторальный ресничный шнур, pre – преоральный ресничный шнур, 
pro – зачаток хоботного отдела, rpr – правый протоцель, tr – зачаток туловищного отдела, ttr – телотрох. А – по: Stiasny-Wijnhoff, 
Stiasny, 1926; Б–Г – по: Morgan, 1891. Отделы целома показаны розовым цветом.
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томическая организация планктосферы близка 
к таковой торнарии кишечнодышащих [88–91]. 
План строения ресничного шнура планктосферы 
также соответствует таковому торнарии, а меха-
низм питания планктосфер – это «up-stream»-
фильтрация [87]. Ни у одной из пойманных план-
ктосфер не обнаружено зачатков половой 
системы. В составе класса Enteropneusta известны 
виды, обитающие на глубинах батиали и абисса-
ли [92–97]. Биология размножения глубоковод-
ных Enteropneusta не изучена. Не исключено, что 
под названием Planctosphaera pelagica описаны ли-
чинки одного или нескольких видов глубоковод-
ных Torquaratoridae, подобно тому, как Auricularia 
nudibranchiata оказалась личинкой глубоководной 
голотурии Protankyra brychia (см. выше). Таким 
образом, у полухордовых, вероятно, реализуется 
и другая эволюционная тенденция (которая встре-
чается также и у иглокожих) – гипертрофирован-
ное развитие планктотрофных личинок.

Заключение
Как оказалось, жизненные циклы Echinoder-

mata и Hemichordata сходны в том отношении, что 
в результате эмбрионального развития в обеих 
группах формируются планктотрофные личинки 
со сходной организацией адорального ресничного 
поля и ресничных шнуров, сменяющиеся резерво-
трофными личинками, для которых характерна 
редукция ресничных шнуров и плавание с помо-
щью ресничных колец. Можно предполагать, что 
подобный тип личиночного развития был свой-
ствен общему предку иглокожих и полухордовых 
и, таким образом, наличие двух личинок – план-
ктотрофной и резервотрофной – представляет со-
бой синапоморфию таксона Ambulacraria. Одна из 
главных эволюционных тенденций у иглокожих – 
это редукция резервотрофной личинки, так что 
планктотрофная личинка сразу приступает к мета-
морфозу, минуя стадию долиолярии (как это име-
ет место у Echinoidea, Ophiuroidea и Asteroidea). 
У морских лилий, наоборот, редуцируется план-
ктотрофная личинка, а долиолярия становится не 
резервотрофной, а лецитотрофной. У полухордо-
вых исходный жизненный цикл с двумя личиноч-
ными формами сохраняется у Ptychoderidae 
и Spengelidae, тогда как Harrimaniidae демонстри-
руют редукцию планктотрофной торнарии при со-
хранении лецитотрофной личинки с ресничными 
кольцами (стадия Агассица). И, наконец, в обоих 
таксонах реализуется тенденция к развитию ги-
гантских планктотрофных личинок.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 23-14-
00047). Работа проведена без использования жи-
вотных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии кон-
фликта интересов.

уменьшается в размере, щупальца и ресничные 
шнуры дегенерируют, появляется глубокая пере-
тяжка, отделяющая будущий хоботный отдел. Эту 
промежуточную стадию принято называть стади-
ей Шпенгеля (рис. 4В). На следующей стадии 
Агассица от ресничных шнуров остаются лишен-
ные ресничек бороздки на поверхности кониче-
ского хоботного отдела, резко отделенного от 
задней части личинки [69, 77]. Превращение тор-
нарии в стадию Агассица происходит очень бы-
стро и занимает всего 11–12 ч, дальнейший мета-
морфоз стадии Агассица в ювенильную особь 
кишечнодышащего протекает постепенно и рас-
тягивается на 9–10 сут [59]. Все это время личин-
ка не питается и существует за счет запасов, на-
копленных планктотрофной торнарией. 

У личинки Агассица появляется перетяжка, 
разделяющая воротниковый и туловищный отде-
лы (рис. 4Г). На зачатке воротникового отдела 
обособляется воротниковое ресничное коль-
цо [69]. Личинка несет три ресничных кольца: во-
ротниковое ресничное кольцо, опистотрох и пе-
рианальное ресничное кольцо, или собственно 
телотрох (рис. 4Г). Таким образом, помимо план-
ктотрофной торнарии в жизненном цикле кишеч-
нодышащих имеется резервотрофная личинка 
(стадия Агассица), которая плавает с помощью 
трех ресничных колец разной мощности.

Соображения относительно эволюции 
личиночного развития полухордовых

В эволюции личиночного развития полухордо-
вых имеются те же тенденции, что и в развитии 
иглокожих. У Spengelidae и Ptychoderidae большин-
ство изученных видов имеют развитие с планкто-
трофной торнарией и резервотрофной личинкой 
Агассица [38, 40]. У представителей семейства 
Harrimaniidae планктотрофная личинка отсутствует, 
и из яйца выходит лецитотрофная личинка, соот-
ветствующая по строению стадии Агассица [78–80]. 
Она плавает в придонном слое воды в течение 
6–7 сут с помощью хорошо развитого ресничного 
кольца – опистотроха. На 6–7-е сут опистотрох ре-
дуцируется, прорываются рот и анус, и ювенильная 
особь переходит к донному существованию, заяко-
риваясь в грунте с помощью постанального хвости-
ка. У Saccoglossus otagoensis вышедшая из яйца ли-
чинка не имеет ресничных колец, она не плавает, 
а медленно ползает по дну с помощью равномерно-
го ресничного покрова [81]. У представителей клас-
са Graptolithoidea (=Pterobranchia) из яиц выходят 
ползающие плануло-подобные личинки с равно-
мерным ресничным покровом [82–87].

Начиная с 1910 г., в планктонных ловах в раз-
личных районах Мирового океана – как правило, 
вдали от берегов – изредка находили очень круп-
ных (диаметром до 22 мм) личинок, которые были 
описаны под названием Planctosphaera pelagica 
(рис. 2Б). Несмотря на гигантские размеры, ана-
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General patterns of the ontogenesis of Ambulacraria
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The life cycle with two larvae (planktotrophic and reserve-trophic) is assumed to be 
a synapomorphy of Ambulacraria. Planktotrophic larvae have a complex ciliary band and use the 
“up-stream” filtration for nutrition. Planktotrophic larvae undergo metamorphosis and turn into 
non-feeding larvae with complete or incomplete ciliary rings. These larvae do not use the yolk, 
but the reserves stored at the previous planktotrophic stage, therefore they can be called reserve-
trophic. Among echinoderms, holothurian life cycle is assumed to be plesiomorphic. It includes 
a planktotrophic larva (auricularia) followed by a reserve-trophic larva (doliolaria). Most 
echinoderms have lost their reserve-trophic larvae, although rudimentary doliolarians are known 
in some sea urchins and brittle stars. Most crinoids have doliolaria larvae only, although stalked 
sea lilies have auricularia followed by doliolaria, but both larvae are lecithotrophic. 
In enteropneusts, Spengelidae and Ptychoderidae have planktotrophic tornarians followed by 
reserve-trophic Agassiz larvae. Species of the Harrimaniidae have lost tornarians, but have 
retained the lecithotrophic Agassiz larvae. The giant planktotrophic larvae were recorded both in 
echinoderms and hemichordates. The deep-sea holothurian Protankyra brychia has giant larva 
known by the name Auricularia nudibranchiata. It is possible that the giant tornarian known by 
the name Planctosphaera pelagica is a larva of some species of deep-sea enteropneust. 
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ОБЗОР
УДК 577.29+616-004

Рассеянный склероз. Некоторые особенности патологии 
и возможные пути терапии. Часть 2

Е.К. Фетисова1 , Н.В. Воробьева2 , М.С. Мунтян1, * 

1Научно-исследовательский институт физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского,  
Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,  

Россия 119991, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 40;
2Биологический факультет, Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,  

119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12
*e-mail: muntyan@genebee.msu.ru 

Рассеянный склероз (РС) входит в число наиболее распространенных неврологических 
заболеваний. Количество страдающих от РС постоянно растет во всем мире. Заболева-
ние в отсутствие лечения приводит к инвалидизации наиболее трудоспособной части на-
селения молодого возраста, а в последние годы стало все чаще диагносцироваться 
и у пожилых пациентов. Вторая часть нашего обзора посвящена перспективам методов 
терапии РС, находящихся в стадии разработки. В качестве мишеней при лечении РС 
рассмотрены митохондрии с использованием митоходриально-направленных антиокси-
дантов, нейтрофилы, а также затронутые патологией клетки иммунитета и другие специ-
ализированные клетки, перепрограммировать и заместить которые на здоровые можно 
при помощи стволовых клеток, незрелые олигодендроциты, ускоренно созревающие 
и вызывающие ремиелинизацию аксонов при воздействии антигистаминного препарата. 
Гельминтотерапия, сопровождающаяся смещением состава микробиоты больных РС 
и выделением антиоксидантов в ткани человека и модельных животных, может приво-
дить к иммуномодуляции и снижению окислительного стресса, обеспечивая значитель-
ное ослабление заболевания. Обсуждаются подходы к лечению пожилых больных РС.

Ключевые слова: рассеянный склероз, окислительный стресс, активные формы кислорода, 
нейтрофилы, митохондриально-направленные антиоксиданты, стволовые клетки, гельмин-
тотерапия, старение

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-4-1

Сокращения:

АФК – активные формы кислорода;
АФА – активные формы азота; 
МАО – митохондриально-направленные ан-

тиоксиданты;
ММП – матриксная металлопротеиназа; 
МРТ – магнитно-резонансная томография;
МСК – мезенхимальные стволовые клетки;
НСК – нейрональные стволовые клетки;
РКИ – рандомизированное контролируемое 

испытание; 
РС – рассеянный склероз;
СК – стволовые клетки;
СКК – стволовые кроветворные клетки;
ЭАЭ – экспериментальный аутоиммунный 

энцефаломиелит;

GTDB – Genome Taxonomy Database (посто-
янно обновляемая он-лайн база данных по номен-
клатуре прокариот и архей, введенная 9 июля 
2019 г. в обязательную практику после симпозиу-
ма FEMS-2019);

iNOS – индуцибельная NO-синтаза; 
MBP – myelin basic protein (основной белок 

миелина);
NETs – neutrophil extracellular traps (нейтро-

фильные внеклеточные ловушки);
NOX2 – НАДФН-оксидаза;
PAD4 – protein-arginine deiminase type IV 

(протеин-аргинин-деиминаза 4);
RRMS – relapsing-remitting multiple sclerosis 

(рецидивирующе-ремиттирующий подтип РС);
TNF-α – tumor necrosis factor (фактор некроза 

опухоли). 
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Рассеянный склероз (РС) – тяжелое невроло-
гическое заболевание, которое на настоящий мо-
мент является неизлечимым. В последнее время 
появились новые фармакологические препараты, 
позволяющие облегчать симптомы заболевания 
и добиваться ремиссии [1–3]. Однако с ростом 
распространенности РС в мире возникают  
и новые проблемы, в частности, смещение пика 
распространенности заболевания в группу воз-
растных пациентов, у которых терапия РС затруд-
нена [4–6]. Поздние формы заболевания также 
плохо поддаются терапии у пациентов всех воз-
растных групп. Возникает необходимость поиска 
новых потенциальных путей терапии РС. Многие 
описанные в первой части обзора факторы пато-
генеза РС могут выступать в качестве мишеней 
при терапии заболевания [7]. Так, нейтрофилы 
являются клетками врожденного иммунитета, ге-
нерирующими активные формы кислорода 
(АФК), а также обладающими способностью  
к образованию нейтрофильных внеклеточных ло-
вушек (NETs) – эффекторной функцией, прово-
цирующей одновременно ряд воспалительных  
и аутоиммунных заболеваний. В этой связи ней-
трофилы являются перспективной мишенью при 
разработке методов лечения РС. Другим источни-
ком избыточного потока АФК в условиях пато- 
логии являются митохондрии. Это позволяет  
рассматривать разработку и применение мито-
хондриально-направленных антиоксидантов но-
вого поколения (МАО) как одно из потенциаль-
ных средств для смягчения патологического 
процесса. Гельминтотерапия сопровождается вы-
делением антиоксидантов в ткани испытуемых 
и смещением состава микробиоты больных РС, 
что создает, соответственно, условия для (1) борь-
бы с окислительным стрессом и (2) иммуно- 
модуляции. Терапия с использованием стволовых  
клеток позволяет перепрограммировать патоло-
гически измененные клетки пациента с последу-
ющим замещением их здоровыми. Усовершен-
ствование этих методов может привести 
к существенному прогрессу в лечении РС. Этим 
переспективам терапии РС посвящена представ-
ленная вторая часть нашего обзора. 

Нейтрофилы как мишень при разработке  
новых лекарственных средств

Новые подходы в терапии РС могут возник-
нуть в результате изучения еще не до конца по-
знанных клеточных и молекулярных эффектов, 
связанных с участием нейтрофилов в развитии РС. 
Одной из защитных функций нейтрофилов являет-
ся образование NETs – выбрасывании из нейтро-
филов преимущественно ядерной ДНК с целью  
захвата и изоляции патогенов [8, 9]. Было обнару-
жено, что уровень NETs повышен в сыворотке 
крови пациентов с РС по сравнению со здоровы-
ми людьми предположительно из-за воспалитель-

ной среды, ответственной за праймирование ней-
трофилов [10]. 

Еще одним известным свойством нейтрофи-
лов является способность к цитруллинированию 
белков благодаря экспрессии в них изоформы фер-
мента пептидил-аргинин-деиминазы 4 (PAD4). 
При РС в тканях мозга наблюдается повышение 
активности PAD4, в результате которого происхо-
дит цитруллинирование основного белка миелина 
(MBP). Эта модификация приводит к разворачива-
нию структуры MBP с последующим расщеплени-
ем его протеазами и появлением антиген-презен-
тируемых эпитопов, что в свою очередь становится 
триггером для аутоиммунного ответа. Установлено 
также, что нейтрофилы, кроме провоспалительных 
функций, усугубляющих заболевание РС, облада-
ют способностью секретировать основную ма-
триксную металлопротеиназу ММП-9, которая 
также способствует патогенезу заболевания. Инте-
ресно, что эндогенная индукция антагониста 
ММП-9 (тканевого ингибитора металлопротеи-
наз-1, не синтезируемого нейтрофилами) при уча-
стии онкостатина М способна приводить к ремие-
линизации на модели РС с купризоном 
у животных. Наблюдения показали, что развитие 
заболевания сопровождается также разрушением 
гематоэнцефалического барьера, в том числе с уча-
стием нейтрофилов, и скоплением нейтрофилов 
и других лейкоцитов в эндотелиальном слое через 
образовавшиеся разрывы, что также усиливает 
воспалительный процесс в головном мозге. В этом 
контексте нужно отметить, что ряд препаратов 
(интерферон, финголимод, диметилфумарат, 
алемтузумаб), использующихся в терапии РС, сни-
жает вовлеченность нейтрофилов в развитие забо-
левания. Перечисленные факты указывают на пер-
спективность исследования роли NETs и других 
факторов в патогенезе РС и использования ней-
трофилов в качестве мишеней при разработке ле-
карственных средств.

Одна из опасностей заболевания РС – в его 
лавинообразном нарастании и невозможности 
остановить патологический процесс, если лечение 
не проводится на ранних стадиях. В современной 
практике для лечения РС используется ряд препа-
ратов, сдерживающих активность специфических 
лейкоцитов, атакующих миелин: кладрибин, си-
понимод и другие. Однако эти препараты преиму-
щественно приводят к снижению количества лим-
фоцитов и подавлению иммунитета, что делает 
человека уязвимым к различным инфекциям. 
В центр внимания попадает и риск прогрессивной 
мультифокальной лейкоэнцефалопатии при тера-
пии РС окрелизумабом [11]. Как показали наши 
исследования, МАО нового поколения, SkQ1, хо-
рошо справляется с функцией защиты миелино-
вых оболочек в культуре олигодендроцитов в ус-
ловиях токсического стресса [12, 13]. Подобные 
эффекты МАО отмечают Фок и Парнова [14]. Это 
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позволяет предположить, что сочетание иммуно-
терапии с использованием новых МАО могло бы 
помочь обойти проблему побочных эффектов им-
мунодепрессантов, описанных выше.

Перспективы антиоксидантных соединений 
нового поколения

В настоящее время имеется множество дока-
зательств, что окислительный стресс, приводящий 
к повышенному образованию АФК в организме 
и имеющий токсическое воздействие на живые 
ткани и биологические соединения, во многом 
определяет патогенез заболевания РС [7]. Отмеча-
лось, что среди значительных источников образо-
вания АФК особого внимания заслуживают как 
митохондрии клеток мозга, олигодендроцитов 
и активированной микроглии (см. рис. 4 в статье 
Фетисовой и соавт. [13]), так и клетки врожденно-
го иммунитета, нейтрофилы. Генераторы АФК 
в указанных структурах имеют различную приро-
ду. В случае митохондрий в клетках, затронутых 
патологией, наиболее активными источниками 
АФК являются компоненты дыхательной цепи – 
комплекс I, комплекс II и комплекс III, а в ней-
трофилах в результате их активации – ферменты 
НАДФН-оксидаза (NOX2) и миелопероксидаза. 
В активированной микроглии генераторами АФК 
являются как митохондрии, так и активирован-
ный фермент NOX2. Микроглия располагает еще 
одним ферментом, индуцибельной NO-синтазой 
(iNOS), которая в активированном состоянии 
способна генерировать активные формы азота 
(АФА), а АФА, в свою очередь, активируют NOX2, 
который генерирует АФК. Одно из направлений 
поиска нейтрализации токсического эффекта 
АФК в ходе терапии больных РС, а именно, при-
менение антиоксидантов предыдущего поколения 
не принесло успеха, что может объясняться рядом 
причин [7]. Надежду на решение проблемы дало 
изобретение и синтез антиоксидантов нового по-
коления, МАО.

Основными преимуществами МАО перед без-
адресными препаратами являются (1) эффектив-
ная фармакокинетика и абсорбция, (2) специфи-
ческое многократное накопление в клетках и на 
несколько порядков более высокое в митохондри-
ях, как показано ниже, что позволяет избежать не-
специфических побочных эффектов, вызванных 
высокой концентрацией самих МАО [12]. Для пер-
вых МАО были разработаны системы доставки 
в митохондрии в виде векторов, основанных на ли-
посомах; мито-портера, содержащего конденсиро-
ванную плазмидную ДНК в липидной оболочке; 
липофильных катионов, встроенных в низкомоле-
кулярные SS-пептиды; митохондриально-прони-
кающих пептидов [12, 15]. В отличие от первых 
МАО, адресная доставка МАО нового поколения 
в митохондрии происходит по электрическому 
полю с помощью объемного липофильного катио-

на, ковалентно сшитого с антиоксидантной частью 
молекулы. Объемные липофильные катионы слу-
жат «локомотивом», обеспечивающим проникно-
вение МАО через фосфолипидные мембраны. При 
этом накопление липофильных катионов в мито-
хондриальном матриксе происходит в силу разно-
сти электрических потенциалов на внутренней ми-
тохондриальной мембране («минус» внутри 
митохондрий). Поскольку разность электрических 
потенциалов на митохондриальной мембране со-
ставляет около 140–160 мВ, это обусловливает 
почти 1000-кратное накопление липофильных ка-
тионов внутри митохондрий по сравнению с цито-
плазмой [16]. На плазматической мембране клетки 
также имеется разность электрических потенциа-
лов (30–60 мВ, «минус» внутри), так что результи-
рующее накопление катионных соединений вну-
три митохондрий относительно внеклеточного 
окружения может возрастать в несколько тысяч 
раз, что позволяет применять эти соединения 
в чрезвычайно низких концентрациях. Примером 
такого часто используемого «локомотива» служит 
катион децилтрифенилфосфония, пришитый 
к различным антиоксидантным компонентам 
в МАО ряда SkQ- и MitoQ-соединений [12, 17-19].

Несмотря на то, что МАО показали положи-
тельные результаты на моделях многих заболева-
ний, а для ряда соединений были получены обна-
деживающие результаты клинических испытаний 
фазы I или фаз I и II, в настоящий момент для те-
рапевтического применения на человеке они не 
оптимизированы. Причины ограничения исполь-
зования МАО в терапии следующие: а) повреж-
денные митохондрии по сравнению со здоровыми 
могут накапливать меньше молекул МАО из-за 
сниженного трансмембранного потенциала, поэ-
тому МАО могут не выполнять свою функцию; 
б) молекулы МАО потенциально могут снижать 
количество митохондриальных АФК не только 
в поврежденных, но и в здоровых тканях, нарушая 
физиологически нормальный клеточный гомео-
стаз; в) из-за прооксидантных свойств некоторые 
МАО оказывались токсичными для клеток [20]. 
Так, клинические испытания МАО MitoQ пока-
зали нежелательные результаты для лечения бо-
лезни Паркинсона, что сказалось на отсутствии 
одобрения испытания митохондриальных анти-
оксидантов на основе пептидов. Тем не менее, 
MitoQ одобрен в качестве пищевой добавки, по-
скольку в низких концентрациях показал безо-
пасность применения [20].

Отметим, что восстановленный SkQ1, но не 
окисленный, оказался одним из лучших современ-
ных МАО среди хинольных соединений [21]. Объ-
ясняется это тем, что замещение метоксигрупп 
в положениях 2 и 3 на метильные группы в SkQ1 
привело к тридцатикратному увеличению концен-
трационного окна между анти- и прооксидантны-
ми свойствами SkQ1 по сравнению с MitoQ [18]. 
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Такое улучшение антиоксидантных свойств дает 
преимущество соединениям SkQ-ряда для терапев-
тических целей. Антиоксиданты с новыми улуч-
шенными свойствами можно рассматривать как 
перспективный компонент для будущих испыта-
ний и составную часть терапии РС. Основная труд-
ность на пути терапевтического использования 
этих соединений на нынешнем этапе заключается 
в неопределенных терапевтических дозах МАО для 
человека и методах доставки этих соединений к це-
левым органам и тканям. Имеется вероятность, что 
из-за липофильности такое соединение на пути 
к цели «уйдет» в мембраны первых тканей, с кото-
рыми встретится. В России начало преодолению 
этих трудностей положено исследователями соеди-
нения SkQ1. На базе Городской клинической боль-
ницы № 1 имени Н.И. Пирогова г. Москвы с уча-
стием 42 здоровых добровольцев проведены первые 
рандомизированные контролируемые испытания 
(РКИ) фазы I препарата Пластомитин, содержаще-
го в качестве действующего вещества соединение 
SkQ1 [22]. РКИ показали безопасность перораль-
ного применения препарата Пластомитин, содер-
жащего SkQ1 в дозах 1,7, 3,4, 6,8, и 13,6 мг в расчете 
на действующее вещество. При приеме в дозе 
13,6 мг соединение SkQ1 обнаруживалось в крови 
большинства добровольцев, что дает основание 
предполагать биодоступность соединения для орга-
нов и тканей.

К настоящему моменту показано, что низкие 
концентрации многих МАО безопасны для тера-
пии человека. Для оценки их оптимальных доз 
в случае ряда неврологических заболеваний на 
разных стадиях, долгосрочного влияния на органы 
и ткани и потенциальных побочных эффектов 
требуются дополнительные исследования [20].

Терапия с использованием стволовых клеток
Многообещающим направлением, разрабо-

танным на рубеже XX–XXI вв., является терапия 
РС путем трансплантации больным стволовых 
клеток (СК) различного типа. Впервые этот под-
ход применили в США и Европе в 1997 г. [23]. 
В России первая трансплантация стволовых кро-
ветворных клеток (СКК) человеку для лечения 
РС была проведена в 1999 г., а к 2017 г. ее прове-
ли 456 пациентам с различными формами РС. 
Метод заключается в том, что у больных последо-
вательно проводят забор собственных СКК,  
химиотерапию для подавления иммунитета 
и трансплантацию собственных СКК. Лечение 
этим методом больных, у которых традиционные 
виды лечения не дали значимых результатов, бо-
лее чем в 80% случаев приводило к длительной 
ремиссии. В исследовании, проведенном в Шве-
ции, группа добровольцев из семи человек с про-
грессирующим РС показала положительные из-
менения в иммунной системе через 7 сут после 
терапии мезенхимальными СК (МСК) [24]. Об-

следование мозга при помощи магнитно-резо-
нансной томографии (МРТ) через 12 нед. после 
лечения не выявило новых типичных поражений 
у 83% участников исследования. По данным ис-
следователей из Беларуси, трансплантация МСК 
больным РС приводила к снижению инвалидиза-
ции, положительной динамике неврологического 
статуса, снижению активных очагов демиелини-
зации и увеличению толщины слоя нервных во-
локон сетчатки [25]. В России в трехгодичном 
исследовании на больных РС добились стабили-
зирующего эффекта с положительной динамикой 
инвалидизации в 90% случаев при помощи имму-
носупрессивной терапии с трансплантацией ау-
тологичных СКК [26]. Ученые из Италии показа-
ли, что при внутрибрюшинной и внутривенной 
трансплантации нейрональных СК (НСК)  
мышам с хроническим экспериментальным  
аутоиммунным энцефаломиелитом (ЭАЭ) ини-
циировались процессы нейропротекции и ремие-
линизации, а функциональные нарушения, вы-
званные ЭАЭ, исчезали как клинически, так 
и нейрофизиологически [27].

Продолжение этого исследования в 2023 г. 
в ходе фазы I клинических испытаний в трехлет-
нем периоде показало, что интратекальная транс-
плантация аутологичных НСК безопасна и хорошо 
переносится пациентами. Данные показали более 
низкую скорость атрофии головного мозга у паци-
ентов, получавших максимальную дозу НСК,  
и повышение уровня противовоспалительных 
и нейропротекторных молекул в спинномозговой 
жидкости [28]. Также были подтверждены резуль-
таты, ранее полученные на моделях болезни Аль-
цгеймера у мышей, свидетельствующие, что транс-
плантация НСК уменьшает дефицит памяти за 
счет стимуляции нейрогенеза, синаптической пла-
стичности и стабильности дендритов. Однако вну-
тривенная трансплантация МСК в масштабных 
клинических испытаниях фазы II не дала положи-
тельного эффекта у больных с активной формой 
РС, хотя показала безопасность и хорошую пере-
носимость [29]. Авторы отмечают, что на отрица-
тельные результаты могли повлиять: тип СК,  
качество трансплантатов, дозировка/кратность, 
способы подготовки (наличие/отсутствие замора-
живания) и введения (интратекальный, внутри-
венный) трансплантатов. Недавно Сороковикова 
и соавт. провели анализ преимуществ и побочных 
эффектов при терапии РС разными типами СК 
по разным протоколам [30]. Очевидно, необходи-
мы дальнейшие исследования применения СК 
в терапии РС [31]. Новой ступенью в терапии РС 
может стать трансплантация без использования 
СК и связанных с этим побочных эффектов. 
В этой технике с помощью факторов транскрип-
ции применяется прямое перепрограммирование 
соматических клеток в индуцированные НСК 
и индуцированные клетки-предшественники 
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олигодендроцитов, дифференцирующиеся в клет-
ки с миелинизирующей активностью in vitro и in 
vivo [32, 33]. Для расширения знаний о путях пре-
одоления побочных эффектов и возможностях 
эффективного и безопасного применения метода 
СК в терапии РС на людях требуются дальнейшие 
исследования, включающие клинические испы-
тания фазы II и III.

Не затрагивающий трансплантацию клеток 
принципиально иной подход, использующий для 
ослабления симптомов РС антигистаминный пре-
парат клемастин (блокатор H1-гистаминовых ре-
цепторов), оказался эффективным при ремиели-
низации нервных волокон мозга. Как показали 
постмортемные исследования клеток модели ра-
диационной травмы крыс, клемастин способству-
ет дифференцировке клеток-предшественников 
олигодендроцитов в олигодендроциты и, таким 
образом, приводит к миелинизации [34]. Прорыв-
ным оказалось достижение группы американских 
ученых в 2023 г., которые смогли доказать ремие-
линизирующую способность клемастина путем 
первого прямого прижизненного наблюдения ак-
сональной ремиелинизации в мозге пациентов 
с РС [35]. Эффект клемастина исследовали с по-
мощью разработанного авторами инновационного 
метода на основе МРТ в группе из 50 пациентов 
с РС в двойном слепом плацебо-контролируемом 
клиническом исследовании, в ходе которого уда-
лось достичь восстановление миелина и последу-
ющее снижение замедления передачи нервных 
импульсов у пациентов. Таким образом, исследо-
вание может стать прологом к новым подходам 
в терапии РС с использованием антигистаминных 
препаратов.

Перспективы гельминтотерапии
Заманчивые перспективы терапии РС возни-

кают на основе многолетних наблюдений за боль-
ными РС, инфицированными различными видами 
нематоды рода Trichuris [36–39] и другими кишеч-
ными паразитами, среди которых встречаются 
представители круглых червей (нематоды, 
p. Nematoda) – аскарида человека (s. Ascaris 
lumbricoides, g. Ascaris), угрица кишечная (s. Strongy-
loides stercolaris, g. Strongyloides), острица 
(s. Enterobius vermicularis, g. Enterobius); плоских чер-
вей (p. Platyhelminthes) – трематоды (c. Trematoda) 
и циклофиллиды (c. Cestoda), шистосома Мансона 
(s. Schistosoma mansoni, g. Schistosoma), печеночная 
двуустка (s. Fasciola hepatica, g. Fasciola), карлико-
вый цепень (s. Hymenolepis nana, g. Hymenolepis) 
и др. [39]. В ряде работ отмечалось умеренное поло-
жительное влияние хронической гельминтозной 
инфекции на заболевших РС, что явилось основа-
нием для выдвижения гигиенической гипотезы, со-
гласно которой повышение уровня гигиены приво-
дит к росту заболеваемости РС. Больные РС 
с гельминтозом в целом легче переносили заболе-

вание, что могло указывать на защитный эффект 
естественной гельминтоинфекции. Исследования 
на добровольцах с рецидивирующим РС, экспери-
ментально зараженных круглыми червями-парази-
тами анкилостомы Нового Света (s. Necator 
americanus, g. Necator) [40], и на ЭАЭ-модели мы-
шей после внутрибрюшинного введения продуктов 
секреции Trichuris suis и перорального приема яиц 
T. suis [36] подтвердили умеренный лечебный эф-
фект гельминтов.

По результатам МРТ у 51% пациентов, инфи-
цированных N. americanus, по завершению экспе-
римента отсутствовали новые поражения цен-
тральной нервной системы по сравнению с 28% 
участников, получавших плацебо. Терапевтиче-
ские эффекты гельминтизации у больных РС под-
крепляются данными по изменению их иммунно-
го профиля по сравнению с больными РС, 
избежавшими инвазии паразитов. Согласно ран-
домизированному двойному слепому плацебо-
контролируемому исследованию фазы II, в крови 
больных с рецидивирующе-ремиттирующим под-
тип РС (RRMS), зараженных N. americanus, как 
и у мышей с ЭАЭ после гельминтной терапии, на-
блюдалось значимое увеличение антивоспали-
тельных цитокинов, периферических Т-хелперов 
(преимущественно клеток Th2), регуляторных 
CD4+CD25highCD127neg Т-клеток и эозинофи-
лов, а также подавление экспансии аутоиммунных 
провоспалительных клеток Th1 и Th17, что указы-
вало на подавление аутоиммунной реакции, воз-
никающей при РС и ЭАЭ. Кроме того, в микро-
биоте добровольцев с РС, инфицированных 
N. americanus, в отличие от контрольной группы 
больных РС, сохранялся профиль кишечной ми-
кробиоты, характерный для здоровых людей, 
и увеличивался вклад бактерий штаммов 
Tenericutes класса Mollicutes (p. Mycoplasmatota, по 
классификации NCBI), соответствующего классу 
Bacilli (p. Bacilotta, по классификации согласно 
номенклатуре прокариот и архей, GTDB), облада-
ющих иммуномодулирующими свойствами и тен-
денцией к подавлению аутоиммунитета [41]. 

Предполагается, что элективными условиями 
для этих бактерий является Th2-содержащая среда, 
в которой индукторами повышения Th2, как пока-
зано на модели заболевания у крыс, являются гель-
минты [42]. Рассматривая роль гельминтизации 
в ослаблении симптомов РС, можно отметить при-
способительное свойство гельминтов, связанное 
с их паразитическим образом жизни: для уклоне-
ния от АФК-опосредованного защитного ответа 
хозяина и закрепления в его теле эти паразиты  
используют видоспецифичные энзиматические 
и неэнзиматические антиоксидантные средства 
(тиоредоксин-глутатион-редуктазу, пероксидазу, 
супероксиддисмутазу, тиоредоксинпероксидазу, 
глутатионпероксидазу, глутатион-S-трансферазу, 
каталазу, пероксиредоксин, тиоредоксин) [43, 44]. 
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При этом в отличие от млекопитающих, у гель-
минтов антиоксиданты секретируются не только 
внутрь их тела, но и в окружающую среду, т.е. 
в различные ткани хозяина. В этом контексте с те-
рапевтическим эффектом гельминтов можно свя-
зать данные о защитной роли как искусственных, 
так и ряда природных антиоксидантов при демие-
линизации [13, 14] и предположить, что антиокси-
дантные средства гельминтов являются частью ме-
ханизма их терапевтического действия при РС. 
Однако исследование модуляции компонентов 
иммунитета показывает, что степень выраженно-
сти терапевтического эффекта гельминтоинфек-
ции у больных РС значительно варьирует. Воз-
можной причиной этого могут быть различия 
в силе Т-клеточного ответа и клеточной функцио-
нальности у пациентов [25]. Вероятно, глубже про-
никнуть в природу этих эффектов позволит ис-
пользование в исследованиях не только самих 
гельминтов, но и выделенного из них действующе-
го фактора.

Данные об ослаблении симптомов РС и более 
легком течении этого заболевания у людей, под-
вергшихся гельминтоинфекции, перекликаются 
с недавно опубликованными данными об ослабле-
нии симптомов Covid-19 у людей, пораженных 
гельминтами Trichinella sprialis. Сообщалось, что 
предшествующая инвазия этих гельминтопарази-
тов у людей, подвергшихся вирусному заболева-
нию Covid-19, приводила к смягчению цитокино-
вого шторма, вызванного иммунной системой 
заболевших и приводившего к гиперпродукции 
провоспалительных цитокинов первого типа, 
TNF-α и интерферона-γ [45], и даже предотвра-
щению смертельного исхода. Как показало иссле-
дование, за смягчающий эффект отвечал противо-
воспалительный цитокин IL-9 [46]. Однако еще 
более выраженный эффект по сравнению с IL-9 
продемонстрировали иммуномодулирующие про-
дукты, секретируемые T. sprialis, состав которых 
пока до конца не изучен и отнесен к терапевтиче-
ским продуктам биологического происхождения. 
Исследование и понимание механизмов, с помо-
щью которых T. sprialis и другие виды гельминтов, 
управляют иммунными ответами человека, явля-
ется перспективной задачей на пути к разработке 
инновационных методов лечения воспалительных 
заболеваний человека.

Возможности терапии РС  
у возрастных пациентов 

Рост числа пожилых пациентов с РС (возраст 
> 50 лет) во всем мире приводит к необходимости 
рассмотрения методов и подходов лечения, спец-
ифичных для данной группы пациентов. Так, 
в провинции Генуя (Италия) в 2007 г. распро-
страненность РС в группе пожилых пациентов 
старше 60 лет составляла около 26%, старше 
65 лет – 18% [47]. В провинции Манитоба (цен-

тральная область Канады) пик распространенно-
сти РС в зависимости от возраста на 100 000 на-
селения постепенно смещался сторону 
увеличения возраста заболевших за период с 1984 
по 2004 гг.: от возрастной группы 35–39 лет 
в 1984 г. к 40–44 годам в 1988 г., 45–49 годам 
в 2000 г. и 50–59 годам в 2004 г. [48]. При этом 
показатель распространенности РС в указанных 
возрастных пиках неуклонно возрастал с 80 слу-
чаев на 100 000 населения (1984 г.), до 184 
(1988 г.), 416 (2000 г.) и 480 (2004 г.) случаев. 
О том, что пациенты с заболеванием РС в воз-
растной группе ≥ 50 лет не редкое явление и со-
ставляли 9,4% от всех больных РС, свидетель-
ствуют данные, полученные в США с 1972 по 
1980 гг. [49], а в 2004 г. пациенты с РС старше 
65 лет составляли в США около 10% [50]. Причи-
нами вышеуказанных тенденций являются как 
увеличение продолжительности жизни, так 
и прогресс в диагностике заболевания РС. 

Выделение группы пожилых пациентов в от-
дельную категорию при подборе для них терапии 
РС обусловлено рядом изменений в организме че-
ловека при старении, которые в этой возрастной 
группе делают лечение неэффективным [51], хотя 
подобное лечение приводит к успеху в группе па-
циентов молодого и среднего возраста. К таким 
факторам относятся старение иммунной системы 
человека и присущая пожилым людям в целом ко-
морбидность, а именно, приобретение комплекса 
заболеваний, включающих сердечно-сосудистые, 
аутоиммунные и онкологические заболевания, са-
харный диабет II типа, прогрессирование сниже-
ния ментальных способностей, заболевания опор-
но-двигательного аппарата и другие возрастные 
заболевания [4, 7]. Ослабление иммунной систе-
мы ввиду ее старения у пожилых людей приводит 
к смещению преобладающих форм РС в сторону 
более тяжелых форм по сравнению с группами 
людей более молодого возраста. Как свидетель-
ствуют медицинские наблюдения, для лиц пожи-
лого возраста характерно преобладание прогрес-
сирующих форм заболевания РС с тяжелым 
течением и симптомами, плохо поддающимися 
ослаблению, в отличие от группы пациентов мо-
лодого и среднего возраста, у которых преоблада-
ют ремиттирующие формы заболевания, легче 
поддающиеся сдерживающей терапии с возмож-
ностью остановки прогрессирования и выхода 
в длительные ремиссии. 

Существует мнение, подтвержденное мета-
анализом, что прогрессирующая форма РС явля-
ется более поздней стадией заболевания [52]. 
К этому следует добавить позднюю выявляемость 
РС у пожилых пациентов, что обусловлено все- 
ми вышеперечисленными факторами. В связи 
с этим у пожилых пациентов после 53 лет эффек-
тивность терапии лекарственными препаратами 
с выраженными иммуномодулирующими свой-
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ствами снижается, а прогноз от приема таких пре-
паратов становится неблагоприятным или необ-
надеживающим из-за отсутствия пользы от такого 
лечения. Напротив, у молодых пациентов более 
эффективные иммуномодулирующие препараты 
имеют преимущество перед менее эффективны-
ми, что согласно модели, опирающейся на мета-
анализ, соответствует более ранним стадиям РС 
у молодой возрастной группы. В то же время мно-
гочисленные данные показывают, что ранние ста-
дии РС и раннее выявление заболевания являются 
решающим фактором в борьбе за сдерживание 
и остановку прогрессии РС, пока труднодостижи-
мые у возрастных пациентов, что еще больше уси-
ливает контраст в оценке перспектив терапии 
у молодых и пожилых групп населения [12].

Как отмечают Хуанг и соавт. [1] и Макарон 
и соавт. [3], схема распространенных терапевтиче-
ских подходов борьбы с РС включает более 10 ле-
карственных средств, одобренных Европейским 
медицинским агентством (The European Medicines 
Agency, EMA) и Управлением по санитарному 
надзору за качеством пищевых продуктов и меди-
каментов США (U.S. Food and Drug Administra-
tion, FDA). Названия части этих препаратов пред-
ставлены ниже:

– наряду с вакциной фамцикловир (Famciclo-
vir) против инфекции вируса Эпштейна-Барр, яв-
ляющегося одной из главных угроз развития 
РС [53], это – диметил фумарат (Dimethyl fuma-
rate, Tecfidera) и препарат моноклональных анти-
тел против B-клеток окрелизумаб (Ocrelizumab), 
которые снижают частоту рецидивов РС у пациен-
тов всех возрастных групп, причем первый снижа-
ет риск прогрессии инвалидности у пациентов до 
40 лет, а второй делает то же самое у пациентов 
всех возрастных групп с преимуществом у пациен-
тов моложе 40 лет;

– алемтузумаб (Alemtuzumab, Lemtrada);
– пегилированный интерферон-β (Pegylated 

interferon-β, Plegridy);
– даклизумаб (Daclizumab) – снижающие 

воспаление в тканях мозга гуманизированные 
антитела; 

– интерферон-β-1a (Interferon-β-1a, Avonex) 
и глатирамер ацетат (Glatiramer acetate, 
Copaxone) – препараты первой линии терапии для 
ремиттирующей формы РС, снижающие частоту, 
тяжесть рецидивов и замедляющие прогрессиро-
вание неврологической инвалидности; 

– финголимод (Fingolimod), не оказывающий 
положительного действия на снижение рецидивов 
и риск прогрессии инвалидности у пациентов 
старше 40 лет; 

– натализумаб (Natalizumab), значительно 
снижающий частоту рецидивов РС в обеих груп-
пах при определенных условиях и снижающий 
риск прогрессии инвалидности только у пациен-
тов до 40 лет; 

– терифлуномид (Teriflunomide), снижающий 
частоту ежегодных рецидивов у пациентов всех 
возрастных групп и риск прогрессии инвалидно-
сти только у пациентов до 38 лет; 

– озанимод (Ozanimod), не снижающий реци-
дивов у пациентов старше 40 лет и риск прогрес-
сии инвалидности в обеих группах; 

– кладрибин (Cladribine), снижающий актив-
ность заболевания РС и риск прогрессии инва-
лидности у пациентов в обеих группах; 

– сипонимод (Siponimod), значительно сни-
жающий риск прогрессии инвалидности у паци-
ентов всех возрастных групп; 

– офатумумаб (Ofatumumab), значительно 
снижающий частоту рецидивов РС и риск про-
грессии инвалидности в группах молодых и воз-
растных пациентов.

Видно, что из перечисленных препаратов, со-
гласно представленным данным [1, 3], по крайней 
мере, пять препаратов заслуживают внимания для 
применения у пожилых пациентов, среди которых 
с подтвержденным частичным положительным 
эффектом – окрелизумаб, натализумаб и сипони-
мод, и с полным положительным эффектом – 
кладрибин и офатумумаб. Более подробный спи-
сок фармакологических препаратов, которые 
могут использоваться при терапии различных 
форм РС, и их доступность приводится в обзоре 
Хаузера и Кри [2]. Возможности применения ча-
сти указанных препаратов, особенно новых, для 
ведения пожилых больных РС требуют изучения 
и накопления опыта.

В связи с распространением нового взгляда на 
иммуннопатологию РС, а именно, признанием 
участия не только Т-клеточного иммунитета, но 
и ключевой роли В-клеток в патогенезе заболева-
ния, рекомендуется применение новых высокоэф-
фективных иммуномодулирующих препаратов на 
ранних стадиях заболевания, которые, как прави-
ло, фиксируются у молодых пациентов [2]. Одной 
из основных проблем терапевтической помощи 
больным с РС пожилого возраста является неэф-
фективность или малая эффективность подобных 
лекарственных препаратов у этой группы пациен-
тов, что согласуются с данными, показывающими, 
что воспаление более выражено у молодых паци-
ентов, и поэтому благоприятный эффект мощных 
противовоспалительных препаратов ослабевает 
с возрастом [54]. В связи с этим для ведения воз-
растных пациентов с РС была предложена страте-
гия деэскалации («деэскалация» – снижение  
интенсивности терапии за счет уменьшения дози-
ровки и количества лекарств), что позволило из-
бежать полного прекращения лечения и связан-
ной с этим угрозы прогрессирования ухудшения 
состояния и неизбежной инвалидизации [3, 55]. 
В то же время подчеркивается, что этот подход 
остается неизученным и требует дальнейших ис-
следований [55]. В целом, стратегия деэскалации 
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для возрастных пациентов с РС могла бы вклю-
чать в качестве вариантов следующие элементы 
терапии: переход на менее эффективные фарма-
кологические препараты, такие как терифлуно-
мид, и препараты на основе интерферона или 
глатирамера ацетата; увеличение интервала  
между приемами таких препаратов, как натализу-
маб и проведением терапии, уничтожающей 
В-клетки; при лимфопении и положительной се-
рологии JCV (вирус Джона Каннингема), вслед-
ствие применения препаратов натализумаб или 
финголимод, может быть рекоммендован пере-
ход на другие методы лечения с использованием 
кладрибина или В-клеточной терапии [3]. Учи-
тывая риск инфекций и сопутствующих заболе-
ваний у пожилых людей с РС, длительно находя-
щихся на терапии, решение о продолжении или 
прекращении терапии должно рассматриваться 
в каждом конкретном случае индивидуаль-
но [56, 57]. 

Следует отметить, что одним из характерных 
явлений, наблюдаемых при старении организма 
человека, является увеличение продукции АФК 
митохондриями [58]. Избыточная продукция 
АФК является одной из значимых причин многих 
нейродегенеративных заболеваний и ухудшения 
ментальных способностей у пожилых лю-
дей [59, 60], и также играет одну из ключевых ро-
лей в развитии патологии РС [61]. Исследования 
последних лет на клеточных моделях РС и моде-
лях PC у мышей (ЭАЭ-модель) показали, что 
МАО SkQ1 и MitoQ, обладающие мощными анти-
оксидантными свойствами, приводят к ремиели-
низации поврежденных патологией миелиновых 
оболочек [62]. Кроме того, на модели болезни 
Паркинсона у мышей МАО Mito-Q частично вос-
станавливал нарушение нейрофункций и актив-
ность митохондриальной аконитазы [63]. Более 
полный перечень защитных и регенерирующих 
свойств МАО, значимых для восстановления ней-
рофункций, представлен в обзоре Фетисовой 
и соавт. [12]. Можно предположить, что наряду со 
стратегией деэскалации в комплексной терапии 
пожилых пациентов с РС в перспективе также бу-
дет полезно применение МАО.

Заключение
За последние два десятилетия наметился  

существенный прогресс в понимании причин 
возникновения и подходах лечения РС. Исполь-
зование достижений генетики, биохимии, моле-
кулярной биологии и иммунологии приближают 
человечество к разгадке причин этого многофак-
торного тяжелого заболевания, которым страда-
ют около 2,8 млн человек в мире. Перспективы 
применения новейших медицинских технологий 
с использованием стволовых клеток, таргетных 
технологий на основе целевых иммунопрепара-
тов и проникающих МАО дают пациентам шан-
сы на достижение стойкой ремиссии и более вы-
сокого уровня в оказании медицинской помощи 
и, возможно, станут прологом избавления от 
столь тяжелого заболевания.
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Multiple sclerosis. Some features of pathology and prospects for therapy. 
Part 2
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Multiple sclerosis (MS) is one of the most common neurological diseases and the number of 
affected people is constantly growing worldwide. Untreated MS leads to disability of the most 
capable part of the young population, and in recent years it has been diagnosed increasingly in 
elderly patients as well. The second part of our review is devoted to the prospects of MS therapies 
currently under development. Mitochondria and the use of mitochodria-targeted antioxidants, 
neutrophils, as well as immune cells affected by pathology and other differentiated cells, which 
can be reprogrammed and replaced by healthy cells using stem cells, are considered as targets in 
MS treatment. Helminth therapy, accompanied by a shift in the composition of the microbiota 
of MS patients and the release of antioxidants in the tissues of the examined humans and model 
animals, may lead to immunomodulation and reduction of oxidative stress, providing significant 
attenuation of the disease. Approaches to the treatment of elderly MS patients are discussed.
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Роль компонентов иммунного ответа первого и семнадцатого типов 
в развитии аллергических заболеваний дыхательной системы
Т.В. Миронова1, * , А.Д. Таганович1 , А.Г. Кадушкин1 , В.В. Макаревич1 ,  

И.П. Шиловский2 , М.Р. Хаитов2 
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В классическом представлении о механизмах развития аллергического воспаления веду-
щая роль отводится клеткам Th2 и их цитокинам. В настоящее время эта концепция 
подвергается переосмыслению, поскольку в ряде случаев воздействие на компоненты 
иммунного ответа второго типа не позволяет устранить аллергические симптомы. В то 
же время получены экспериментальные доказательства вовлечения в развитие аллерги-
ческих заболеваний дыхательных путей, таких как бронхиальная астма и аллергический 
ринит, популяций лимфоцитов Th1 и Th17. Компоненты иммунного ответа первого 
типа, в частности IFN-γ, способствуют как противовоспалительным, так и провоспали-
тельным процессам, регулируя степень выраженности иммунного ответа дыхательных 
путей на действие аллергена. Суммарный эффект, по всей вероятности, заключается 
в сдерживании его прогрессирования за счет подавления иммунного ответа второго 
типа. Компоненты иммунного ответа 17-го типа активируют широкий спектр эффектор-
ных клеток, поддерживающих воспаление. Цитокины семейства IL-17 (IL-17A и IL-17F) 
стимулируют в эпителиальных клетках дыхательных путей синтез провоспалительных 
цитокинов и хемокинов, которые рекрутируют и активируют нейтрофилы. Полагают, 
что аналогичные механизмы обуславливают вовлечение Th17 в развитие аллергического 
воспаления дыхательных путей.

Ключевые слова: T-хелперы первого типа, интерферон-γ, фактор некроза опухоли-α, 
T-хелперы 17-го типа, цитокины семейства интерлейкина 17, хемокины, аллергическое вос-
паление
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Введение
Аллергия дыхательных путей (респираторная 

аллергия) – группа заболеваний, обусловленная 
повышенной чувствительностью иммунной си-
стемы и органов дыхания к определенным аллер-
генам. Респираторная аллергия встречается в виде 
двух форм: аллергический ринит (АР) и бронхи-
альная астма (БА). При АР в качестве органа-ми-
шени выступает слизистая оболочка полости 
носа, а при БА в патологический процесс вовле-
каются бронхи.

АР является наиболее часто встречающейся 
формой аллергии. По данным Всемирной органи-
зации здравоохранения (ВОЗ) от 1 до 40% населе-
ния в разных странах страдают сезонным АР и от 1 
до 18% – круглогодичным АР, при этом пик забо-

леваемости приходится на возраст от 18 до 24 лет 
[1, 2]. Его рассматривают в качестве фактора ри-
ска развития БА. Согласно статистическим дан-
ным, до 50% пациентов с АР имеют симптомы БА 
и свыше 80% пациентов с БА страдают АР [3].

Принято считать, что ведущая роль в формиро-
вании аллергических воспалительных реакций 
принадлежит врожденным лимфоидным клеткам 
второго типа (ILC2, group 2 innate lymphoid cells) 
и Тh2-лимфоцитам (Тh, T helper) адаптивного им-
мунного ответа. Однако в настоящее время класси-
ческое представление о механизмах развития ал-
лергических заболеваний, связанное с дисбалансом 
Th1/Th2-лимфоцитов, подвергается переосмысле-
нию. Это связано с открытием новых субпопуля-
ций Т-хелперов. Понимание механизмов – путь 
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к созданию эффективных патогенетически направ-
ленных в своем действии препаратов, способных 
снизить выраженность аллергической реакции или 
предотвратить ее дальнейшее развитие.

Механизм и основные участники развития 
аллергического воспаления

Иммунный ответ любого типа инициируется 
в момент поглощения аллерген-представляющей 
клеткой (АПК) чужеродного для организма агента 
(молекулы, бактерии и др.). В качестве АПК чаще 
всего выступают дендритные клетки (ДК), но так-
же это могут быть тканевые макрофаги или 
В-лимфоциты. В результате процессинга антигена 
на поверхности АПК появляется молекула главно-
го комплекса гистосовместимости (МНС, major 
histocompatibility complex) II, связанная с антиген-
ной детерминантой. Далее АПК должна найти 
Т-лимфоцит, T-клеточный рецептор которого 
(TCR, T-cell receptor) будет комплементарен пред-
ставленному антигену. После такого контакта 
наивный Т-лимфоцит (Th0) под влиянием цито-
кинов дифференцируется в один из типов 
T-хелперов. В зависимости от набора цитокинов, 
действующих на Th0, могут образоваться субпопу-
ляции Th1, Th2, Th17, Th9, Th22, Th-reg и др. [4]. 
Разнообразие форм иммунного ответа достигается 
за счет активации дифференцированными 
T-хелперами различных клеток-эффекторов. Так, 
ответ по Th1-типу связан с активацией макрофагов 
и выработкой интерферона-γ (IFN-γ, interferon γ). 
В ходе ответа по Th2-типу происходит активация 
B-лимфоцитов и образование большого количе-
ства антител. При преобладании Тh17-типа им-
мунного ответа активируются нейтрофилы, эпите-
лиальные клетки (ЭК) и синтез цитокинов 
семейства интерлейкина 17 (IL, interleukin) [5]. 

Первичный этап каскада молекулярных собы-
тий аллергического воспаления дыхательных пу-
тей регулируется сложным взаимодействием меж-
ду ЭК и ДК. Первоначально ингаляционный 
аллерген проходит через ЭК слизистой оболочки 
носа. После активации эти клетки выделяют ряд 
хемокинов – в частности, CCL20 – способствую-
щих рекрутированию незрелых ДК [6]. В этот пе-
риод повышается активность деацетилазы гисто-
нов, которая приводит к нарушению синтеза 
белков плотных контактов и, соответственно, 
к дисфункции эпителиального барьера [7].

Полагают, что именно эти изменения предрас-
полагают к пагубному воздействию аллергена. Оно 
заключается в индуцированной гибели ЭК и вы-
свобождении из них IL-33, а также секреции ти-
мусного стромального лимфопоэтина (TSLP, 
thymic stromal lymphopoietin) и IL-25 из ЭК. Эти 
цитокины стимулируют развитие проаллергиче-
ских ДК второго типа (ДК-2), а также ILC2, кото-
рые совместно усиливают локальное аллергическое 
воспаление, опосредованное Th2. В эксперименте 

было показано, что TSLP и IL-33 могут и напрямую 
активировать клетки Th2 [6, 8, 9].

Активированные Th2 и их цитокины, в част-
ности IL-4, способствуют синтезу и секреции им-
муноглобулина Е (IgE, immunoglobulin E) из 
В-лимфоцитов. IgE связывается с высокоаффин-
ным поверхностным рецептором тучных клеток 
(FcεR I), что приводит к активации и дегрануля-
ции последних. Тучные клетки секретируют ряд 
медиаторов аллергии, включая воспалительные 
цитокины, гистамин, β-гексозаминидазу, хемоки-
ны и производные арахидоновой кислоты [10]. Это 
приводит к инфильтрации иммунокомпетентных 
клеток с последующим формированием острого 
или хронического воспаления в тканях носовой 
полости и отеком слизистой оболочки носа.

Баланс между ответами клеток Th1 и Th2, по 
всей вероятности, играет центральную роль в па-
тогенезе аллергического воспаления дыхательных 
путей. Экспериментально показано, что цитоки-
ны Th2, такие как IL-4, IL-5, IL-9 и IL-13, играют 
решающую роль в инициации и усилении аллер-
гического воспаления, в то время как цитокины 
Th1, такие как IFN-γ, как считается, предотвра-
щают этот процесс [11].

Однако в последние годы было признано, что 
дисбаланс Th1/Th2 не полностью объясняет меха-
низм развития аллергических заболеваний, 
а устранение этого дисбаланса не позволяет пол-
ностью контролировать аллергические симпто-
мы [12]. Значит, должны существовать другие ме-
ханизмы.

Каждый тип Th-клеток секретирует цитоки-
ны, регулирующие функциональную активность 
других типов. Так клетки Th1 и Th2 способны 
влиять друг на друга, что приводит к доминирова-
нию иммунного ответа первого или второго типа. 
Под действием реполяризующих сигналов клетки 
Th2 могут секретировать не свойственный им 
IFN-γ, а клетки Th1 и Th17 – IL-4 [13].

Оказалось, что баланс между клетками Th17 
и Treg также может иметь важное значение в раз-
витии аллергических заболеваний. В развитии ау-
тоиммунных нарушений и хронического воспале-
ния клетки Th17 и их эффекторные цитокины 
семейства IL-17 играют провоспалительную роль, 
тогда как клетки Treg – противовоспалительную, 
продуцируя IL-10 и трансформирующий фактор 
роста β (TGFβ, transforming growth factor β) [12, 14].

Роль компонентов иммунного ответа 
первого и семнадцатого типа 

в развитии аллергического воспаления
Как известно, иммунный ответ первого типа 

характеризуется доминированием клеток Th1 и их 
медиаторов: IFN-γ, IL-2, фактора некроза 
опухоли-α (TNF-α, tumor necrosis factor α) и др. 
Из событий, определяющих развитие иммунного 
ответа по первому или второму типу, подчеркива-
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ется значимость баланса IFN-γ и IL-4 (ключевого 
участника иммунного ответа, опосредованного 
Th2). IFN-γ совместно с IL-12 и IL-18 инициирует 
дифференцировку Th1 и таким образом ингибиру-
ет пролиферацию Тh2 [15]. 

Помимо вышеназванных медиаторов клетки 
Th1 продуцируют IL-3, TNF-β, колониестимули-
рующий фактор гранулоцитов и макрофагов (ГМ-
КСФ), а также фактор транскрипции T-bet. После 
пролиферации Th1 мигрируют в места локализа-
ции антигена, а выделяемые ими медиаторы при-
влекают тканевые макрофаги и ДК, активируют 
их на захват антигенов, стимулируют их бактери-
цидную активность, способствуют активации 
и пролиферации Т-киллеров.

Кроме того, IFN-γ стимулирует активность  
Т- и В-лимфоцитов, моноцитов/макрофагов, ней-
трофилов и натуральных киллеров (НК), усилива-
ет экспрессию молекул MHC I и MHC II [15]. 
Вместе с T-bet он играет важную роль в подавлении 
Th2-опосредованного иммунного ответа в слизи-
стой оболочке носа. T-bet связывает фактор транс-
крипции гена GATA3, тем самым инактивируя его. 
Продукт экспрессии этого гена способен индуци-
ровать STAT6-зависимую дифференцировку кле-
ток Th2, одновременно подавляя дифференциров-
ку лимфоцитов Th1.

Помимо смещения дифференцировки наи-
вных Т-клеток в сторону подтипа Th1, супрес-
сивные эффекты IFN-γ опосредуются и другими 
механизмами, такими как ингибирование про-
дукции цитокинов в Th2, IgE – в В-лимфоцитах, 
облегчение апоптоза Т-клеток и эозинофилов, 
замедление активации эозинофилов [10].

Эффекты, вызываемые Th1, опосредованы, 
в том числе, действием хемокинов из группы CXC 
(от англ. сysteinе – аmino аcid – сysteine), особенно 
CXCL9, 10 и 11. Эти хемокины индуцируются 
IFN-γ и действуют на иммунные клетки, экспрес-
сирующие рецептор CXCR3, в том числе и Th1 [13].

Иммунный ответ, развивающийся по Th17-
типу, направлен на поддержание воспаления за 
счет выработки цитокинов семейства IL-17, кото-
рые воздействуют на ряд клеток-эффекторов, среди 
которых Т- и В-лимфоциты, нейтрофилы, эозино-
филы, фибробласты, эндотелиальные и эпители-
альные клетки, макрофаги и др.

Th17 функционируют в коже и слизистых 
оболочках, куда они мигрируют под влиянием хе-
мокина CCL6. Основным цитокином, обеспечи-
вающим дифференцировку Th17, является IL-23, 
синтезирующийся ДК, макрофагами и моноцита-
ми. Экспрессия IL-23 в ДК индуцируется TSLP 
и угнетается IL-4 [16]. IL-23 опосредует синтез ци-
токинов семейства IL-17, оказывая регулирующее 
влияние на факторы транскрипции – белки 
STAT3, орфанный рецептор γ-2, связанный с ре-
цептором ретиноевой кислоты (RORγ-2), и ядер-
ный фактор-κB (NF-κB) [4, 17]. Также на произ-

водство IL-17 влияет супрессор цитокиновых 
сигналов 3 (SOCS, suppressor of cytokine signaling 
proteins), который препятствует фосфорилирова-
нию белка STAT3 и его связыванию с промотора-
ми соответствующих генов [18]. Альтернативный 
способ индукции синтеза цитокинов семейства 
IL-17 может осуществляться посредством TGF-β 
и IL-6 [4, 19].

Семейство IL-17 объединяет шесть цитокинов 
(IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25), 
IL-17F), а также пять рецепторов (IL-17R, IL-17RH1, 
IL-RL, IL-RD, IL-17RE). Все интерлейкины се-
мейства имеют массу около 20–30 кДа, длину по-
рядка 163–202 аминокислотных остатков, а также 
сходный участок первичной структуры с четырьмя 
остатками цистеина [19, 20]. 

Главным представителем семейства IL-17 яв-
ляется IL-17А. Это димерный гликопротеин, кото-
рый синтезируется в различных иммунокомпетент-
ных клетках, включая тучные клетки, нейтрофилы, 
макрофаги, ДК и НК. Гистамин и серотонин уси-
ливают его продукцию. В кровяном русле IL-17А 
циркулирует в виде гомодимера или гетеродимера, 
включающего IL-17F. IL-17F проявляет наиболь-
шую (50%) гомологию с IL-17A. Он может функци-
онировать как независимо, так и совместно  
с IL-17А. IL-17А и IL-17А/F связываются с рецеп-
торным комплексом, состоящим из субъединиц  
IL-17RА и IL-17RС. Это приводит к активации 
гена ACT1, который регулирует продукцию провос-
палительных цитокинов IL-1β, IL-6, TNF-α и IL-8. 
Также индуцируется выработка ГМ-КСФ, хемоки-
нов и металлопротеиназ [19, 21]. Все это обеспечи-
вает рекрутирование, активацию и миграцию ней-
трофилов, стимулирует образование в моноцитах 
периферической крови IL-1β, TNF-α и IL-6.

Активируя эпителиальные клетки дыхатель-
ных путей, IL-17A стимулирует их на выработку 
провоспалительных цитокинов и хемокинов, уси-
ливающих нейтрофильное воспаление. Однако 
IL-17A может также участвовать в гиперреактив-
ности и структурном ремоделировании дыхатель-
ных путей, действуя непосредственно на клетки 
гладкой мускулатуры [22–24].

Представитель семейства IL-17Е (IL-25), как 
частный случай, не относится к участникам им-
мунного ответа 17-го типа, поскольку он усиливает 
образование цитокинов группы Тh2. Тем самым, 
он усиливает Тh2-иммунный ответ, поскольку вы-
зывает эозинофилию, повышает уровень сыворо-
точных иммуноглобулинов Е и G1, а также синтез 
IL-4, IL-5 и IL-13 [19, 25]. Это сопровождается ги-
перплазией эпителиальных клеток, увеличением 
секреции слизи и образования в клетках провоспа-
лительных цитокинов семейства Th2 [25].

IL-17D синтезируется в покоящихся Т-клетках 
CD4+ и стимулирует в эндотелиальных клетках 
продукцию IL-6, IL-8 и ГМ-КСФ. IL-17C образу-
ется в эпителиальных клетках верхних и нижних 
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283

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2024. Т. 79. № 4

РОЛЬ ТH1 И ТH17 В РАЗВИТИИ АЛЛЕРГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЙ ДЫХАТЕЛЬНОЙ СИСТЕМЫ

дыхательных путей и выполняет функцию медиа-
тора врожденного иммунитета [20].

Основной представитель рецепторов для  
IL-17 – IL-17R, синтезируется клетками сосуди-
стого эндотелия, Т- и В-клетками, фибробластами 
и др. В проведении сигнала в клетки от IL-17 по-
сле его взаимодействия с рецептором вовлечены 
фактор транскрипции 6, с-Jun N-терминальная 
киназа (JNK, c-Jun N-terminal kinases), МАП-
киназы, активирующий протеин 1, NF-κB, вне-
клеточная сигнальная киназа (ERK, extracellular 
signal-regulated kinase) и фосфотидилинозитол-3-
киназа (PI3K, phosphoinositide 3-kinase) [19, 26].

В развитии иммунного ответа 17-го типа уча-
ствуют хемокины семейства CXC. Их основная роль 
заключается в привлечении и активации нейтрофи-
лов [27]. Так, CXCL8 (IL-8) является основным ци-
токином, участвующим в привлечении нейтро- 
филов к месту повреждения или инфекции. Пред-
полагают, что он может усиливать и миграцию эо-
зинофилов через базальную мембрану путем высво-
бождения из нейтрофилов супероксид-аниона, 
матриксной металлопротеиназы (ММР)-9, лейко-
триена B4 и фактора активации тромбоцитов [28]. 

Роль компонентов иммунного ответа 
первого и семнадцатого типа в развитии 

аллергических заболеваний дыхательной системы
У пациентов с тяжелой формой БА и в экспе-

рименте был обнаружен высокий уровень цитоки-
нов, синтезируемых лимфоцитами Th1. На экспе-
риментальной модели БА было показано, что 
развитие таких характерных особенностей заболе-
вания, как нейтрофильное и эозинофильное вос-
паление, может быть связано с наличием рецепто-
ра IFN-γ на тучных клетках. В этой модели 
костимуляция тучных клеток с помощью IFN-γ 
(через IFN-γR) приводила к повышенному произ-
водству цитокинов, характерных для иммунного 
ответа, опосредованного Th2 (IL-6, IL-13 и IL-33) 
тучными и другими клетками, способными проду-
цировать эти цитокины [17]. Было показано, что 
концентрация CXCL9, CXCL10 и CXCL11 значи-
тельно повышена в бронхоальвеолярной лаважной 
жидкости (БАЛЖ) после провокации антигеном 
у пациентов с БА. Повышенный уровень CXCL9 
и CXCL10 наблюдался и у детей с обострением БА. 
У пациентов с АР TNF-α вызывает назальную вос-
палительную реакцию, характеризующуюся экссу-
дацией плазмы и активностью нейтрофилов через 
24 ч после контакта с аллергеном [13].

Многие исследователи продемонстрировали 
взаимосвязь семейства IL-17 с АР и стероидорези-
стентной БА. Устойчивой к кортикостероидам 
оказалась та форма БА, которая, как правило, не 
связана с развитием иммунного ответа второго 
типа. Именно для этой разновидности БА харак-
терно увеличение количества не эозинофилов, а 
нейтрофилов [29–31]. Именно у таких пациентов 

в плазме крови и слизи бронхов уровень цитоки-
нов семейства IL-17 (в частности IL-17A и IL-17F) 
был повышен и коррелировал с тяжестью клини-
ческих проявлений [29, 33]. С другой стороны, 
у мышей с нарушением синтеза IL-17 аллергиче-
ские симптомы были менее выражены. В слизи-
стой оболочке носа у этих животных наблюдалось 
снижение количества эозинофилов, а в крови был 
снижен уровень IgE [34]. 

У людей, предрасположенных к АР, при кон-
такте с аллергеном в крови увеличивается количе-
ство Th17, а в слизистой оболочке носа – концен-
трация IL-17. При этом в сыворотке крови уровень 
IL-17 имел корреляционную связь с тяжестью АР 
[13]. Было показано, что IL-17 вызывает активацию 
Th2, накопление эозинофилов, нейтрофилов и вы-
работку IgE при AР. При этом нейтрализация IL-17 
заметно снижала симптомы AР, подавляя диффе-
ренцировку как Th17, так и Th2 [35].

При блокировании активности IL-17A  
и IL-17F у мышей с экспериментальной тяжелой 
БА экспрессия CXCL1 снижалась [36]. Эти данные 
свидетельствуют о том, что CXCL1 играет важную 
роль в развитии аллергического воспаления дыха-
тельных путей, опосредованного нейтрофилами. 

У пациентов с БА наблюдался повышенный 
уровень IL-8 в сыворотке крови по сравнению 
с пациентами с АР и контрольной группой [37]. 
В БАЛЖ пациентов с астмой уровень IL-8 также 
был повышен по сравнению со здоровыми людь-
ми [28]. Повышенную концентрацию IL-8 обнару-
жили в образцах назальной биопсии пациентов 
с АР, хроническим синуситом и сопутствующими 
полипами носа [38]. А после провокационных те-
стов с аллергеном в носовой полости высокую 
концентрацию IL-8 обнаружили в слезной жидко-
сти пациентов с АР [13].

Приведенные данные позволяют предполо-
жить, что активация системы иммунного ответа 
первого типа, направленная на регуляцию баланса 
Th1/Th2, а также ингибирование иммунного отве-
та 17-го типа могут стать новым направлением по-
иска терапевтических средств для лечения аллер-
гических заболеваний дыхательной системы. 
Вещества с такими свойствами пока только изуча-
ются в экспериментальных животных моделях АР 
и БА. В частности, апигенин и розувастатин уси-
ливали дифференцировку Th1, повышая соотно-
шение Th1/Th2 [10, 11], а введение кверцетина 
и антител, нейтрализующих IL-17A и IL-17F, при-
водило к снижению количества Th17, облегчая 
симптомы аллергического воспаления [14, 24, 36].

Заключение
Несмотря на то что ведущая роль в развитии 

аллергических заболеваний дыхательных путей 
отводится клеткам Th2 и цитокинам, относящим-
ся к участникам иммунного ответа второго типа, 
Th1 и Th17 также вовлечены в процесс развития 
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аллергического воспаления. Th1 посредством их 
главного цитокина IFN-γ оказывают многоплано-
вое действие при аллергии. Они способствуют как 
противовоспалительным, так и провоспалитель-
ным процессам, регулируя степень выраженности 
иммунного ответа дыхательных путей на действие 
аллергена. Суммарный эффект, по всей вероятно-
сти, заключается в сдерживании его прогрессиро-
вания. 

Цитокины семейства Th1, в частности IFN-γ, 
подавляют иммунный ответ второго типа, угнетая 
пролиферацию Th2-лимфоцитов, их способность 
синтезировать цитокины и процессы, опосредо-
ванные действием этих цитокинов на эффектор-
ные клетки. С другой стороны, IFN-γ, и еще один 
цитокин семейства Th1 – TNF-α – способствуют 
обострению аллергических заболеваний за счет 
активации нейтрофильных и эозинофильных 
лимфоцитов, опосредованной стимуляцией про-
дукции хемокинов семейства CXC и провоспали-
тельных цитокинов. Однако механизмы такого 
влияния требуют дальнейшего изучения.

Клетки Th17 и секретируемые ими цитокины 
семейства IL-17 активируют широкий спектр эф-
фекторных клеток, вовлеченных в поддержание 
воспаления. В частности, IL-17A и IL-17F стиму-
лируют в эпителиальных клетках дыхательных пу-
тей синтез провоспалительных цитокинов 

(TNF-α, IL-1β, IL-6) и хемокинов (CXCL1, 
CXCL8), которые рекрутируют и активируют ней-
трофилы. Полагают, что аналогичные механизмы 
обуславливают вовлечение Th17 в развитие аллер-
гического воспаления дыхательных путей.

В настоящее время лечение аллергических за-
болеваний дыхательных путей преимущественно 
направлено на подавление иммунного ответа вто-
рого типа посредством назначения антигистамин-
ных и стероидных препаратов и не всегда оказы-
вается эффективным [2, 9]. Приведенные 
в данном обзоре сведения относительно роли ци-
токинов семейств Th1 и Th17 в регуляции аллер-
гического воспалительного процесса заболеваний 
дыхательных путей свидетельствует о том, что 
компоненты первой и 17-й систем иммунного от-
вета также целесообразно рассматривать в каче-
стве потенциальных терапевтических мишеней. 
При этом действие терапевтических средств долж-
но быть разнонаправленным: активация систе-
мы 1 и сдерживание системы 17.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№23-45-10031). Исследования проведены без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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REVIEW

The role of immune response components  
of the first and seventeenth types 

in the development of allergic diseases of the respiratory system
T.V. Mironova1, * , A.D. Tahanovich1 , A.G. Каdushkin1 , V.V. Маkarevich1 , 

I.P. Shilovskiy2 , M.R. Khaitov2 

1Department of Biochemistry, Belarusian State Medical University, Ministry of Health of the Republic of Belarus,  
Dzerzhinski Ave., 83, Minsk, 220083, Republic of Belarus;

2National Research Center – Institute of Immunology, Federal Medical-Biological Agency, 
Kashirskoe shosse, 24, Moscow, 115522, Russian Federation

*e-mail: tomanis@mail.ru

In the classical view of the mechanisms of development of allergic inflammation, the leading 
role is given to Th2 cells and their cytokines. Currently, this concept is being rethought, since in 
some cases, influencing the components of the second type of immune response does not 
eliminate allergic symptoms. At the same time, experimental evidence has been obtained of the 
involvement of Th1 and Th17 lymphocyte populations in the development of allergic diseases of 
the respiratory tract, such as bronchial asthma and allergic rhinitis. Components of the type 1 
immune response, in particular IFN-γ, promote both anti-inflammatory and pro-inflammatory 
processes, regulating the severity of the immune response of the respiratory tract to the action of 
the allergen. The net effect is likely to be to inhibit its progression by suppressing the type 2 
immune response. Components of the type 17 immune response activate a wide range of effector 
cells that support inflammation. Cytokines of the IL-17 family (IL-17A and IL-17F) stimulate 
the synthesis of proinflammatory cytokines and chemokines in airway epithelial cells, which 
recruit and activate neutrophils. It is assumed that similar mechanisms determine the 
involvement of Th17 in the development of allergic airway inflammation.

Keywords: T-helper cells type 1, interferon-γ, tumor necrosis factor-α, T-helper cells type 17, 
interleukin 17 family cytokines, chemokines, allergic inflammation
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК (575.1/571.27) 

Взаимодействующие гены PARG1 и EXA1  
являются важными регуляторами аутоиммунитета у растений

Е.В. Куприянова1, * , К.А. Манахова2, Т.А. Ежова1 

1Кафедра генетики, биологический факультет, Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12;

2Центр генетики и наук о жизни, Научно-технологический университет Сириус,  
Россия, 354340, Краснодарский край, пгт Сириус
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Исследования выполнены на растениях двойного мутанта резуховидки (Arabidopsis 
thaliana) parg1 exa1, характеризующегося смертью клеток по краю листовой пластин-
ки, активацией экспрессии генов иммунных рецепторов, генов PR-белков и генов ги-
перчувствительного ответа, что является признаком аутоиммунитета. В то же время, 
в отличие от других мутантов c проявлением аутоиммунитета, мутант parg1 exa1 де-
монстрировал приобретение клетками листа плюрипотентности и способность к реге-
нерации нового края листа. В связи с необычным фенотипом в данной работе прове-
ден углубленный анализ транскриптома молодых листьев мутанта и растений дикого 
типа. У мутанта обнаружено повышение уровня экспрессии всех основных компонен-
тов иммунного ответа, включая гены Са2+-проводящих каналов, НАДФН-оксидаз,  
генов синтеза салициловой кислоты, жасмоновой кислоты и многие другие. Получен-
ные данные свидетельствуют о том, что гены PARG1 и EXA1, контролирующие 
уровень поли(АДФ-рибозилирования) и процесс нонсенс-опосредованной деграда-
ции РНК соответственно, являются важными регуляторами иммунного ответа. 
Их функция необходима для предотвращения чрезмерной активации защитных  
систем в растениях.

Ключевые слова: аутоиммунитет растений, транскриптом, рецепторы иммунитета, са-
лициловая кислота, клеточная смерть, мутации

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-4-8

Cписок сокращений: 
CBL – calcineurine B-like proteins (кальцинев-

рин B-подобные белки);
CLM – calmodulin ( кальмодулин);
CML – calmoduline-like proteins (кальмоду-

лин-подобных белков);
EDS1 – enhanced disease susceptibility 1 (белок 

повышенной восприимчивости к болезням 1);
GLR – glutamate-receptor-like proteins (белки, 

подобный рецептору глутамата);
GO – gene ontology (генная онтология);
NLR – nucleotide binding and leucine rich-

repeat (нуклеотид-связывающий лейцин-богатый 
белок);

PAD4 – phytoalexin deficient 4 (дефицит фито-
алексинов 4);

PARP – poly(ADP-ribose) polymerase 
(поли(АДФ-рибоза)-полимераза); 

PRR – pattern-recognition receptors (рецепторы 
опознавания паттерна);

АФК – активные формы кислорода; 
ДТ – дикий тип;
ДЭГ – дифференциально экспрессирующие-

ся гены;
ЖК – жасмоновая кислота; 
ИО – иммунный ответ;
СК – салициловая кислота;
ТФ – транскрипционные факторы.
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Введение
Растения выработали разнообразные защит-

ные механизмы от биотических стрессовых воз-
действий. Для распознавания патогена и запуска 
защитного ответа растения используют иммунные 
рецепторы: мембранные рецепторы PRR (Pattern-
Recognition Receptors) и ядерно-цитоплазматиче-
ские нуклеотид-связывающие рецепторы NLR 
(Nucleotide binding and Leucine rich-Repeat). Ре-
цепторы PRR распознают консервативные моле-
кулярные паттерны патогенов и поврежденных 
растительных клеток, инициируя быстрый не-
специфический защитный ответ [1, 2]. Внутрикле-
точные рецепторы NLR распознают расоспеци-
фические эффекторы патогенов и активируются 
позже, чем PRR-рецепторы [3]. Составной частью 
специфического иммунного ответа (ИО), вызван-
ного активацией NLR, является клеточная смерть 
в области поражения, которая ограничивает рас-
пространение и вызывает гибель патогена. Этот 
локализованный «гиперчувствительный ответ» 
обеспечивает полную устойчивость к определен-
ным расам патогенов [4, 5].

Несмотря на различия во времени проявления 
и силе ИО, который запускается рецепторами 
PRR и NLR, начальные этапы ИО очень похожи. 
После связывания рецепторов с лигандами на-
блюдается увеличение в цитоплазме концентра-
ции Ca2+ и активных форм кислорода (АФК). Эти 
два быстрых ответа обусловлены активацией  
белков Ca2+-проницаемых каналов и НАДФН-
оксидаз соответственно, локализованных на 
внешней мембране клетки [6]. К каноническим 
Ca2+-каналам относятся CNGC – каналы, активи-
руемые циклическими нуклеотидами, GLR – ио-
нотропные глутаматные рецепторы, каналы ANN, 
образованные аннексинами, каналы MLO и неко-
торые другие [7, 8]. Быстрое, но временное откры-
тие канонических Са2+-проницаемых каналов на-
блюдается практически сразу после активации 
рецепторов PRR.

Неканонические Са2+-каналы обеспечивают 
вторую волну поступления Ca2+ в клетки. Эти ка-
налы создаются путем олигомеризации самих 
NLR-рецепторов. Это показано для NLR-ре-
цептора ZAR1 резуховидки, который образует 
пентамер, пронизывающий мембрану [9], а также 
для NLR-белков резуховидки NRG1 и ADR1 по-
сле получения ими информации от других рецеп-
торов NLR [10]. Результатом поступления Са2+ 
в клетку является активация белков – сенсоров 
Са2+: кальмодулинов и кальмодулин-подобных 
белков, кальциневрин B-подобных белков (CBL, 
calcineurine B-like proteins) и протеинкиназ, взаи-
модействующих с CBL [11]. Cенсоры Са2+ способ-
ны активировать некоторые белки Ca2+-каналов, 
PRR- и NLR-рецепторы, транскрипционные фак-
торы (ТФ) и ферменты (например, некоторые ме-

такаспазы), а также другие белки, что приводит 
к усилению и дальнейшему развитию ИО [12, 13]. 

Ca2+-связывающие домены найдены и у белка 
RBOHD, который является основной субъедини-
цей комплекса НАДФН-оксидазы, продуцирую-
щего АФК [14]. Образующиеся АФК также могут 
влиять на состояние многих редокс-чувствитель-
ных белков: некоторых цистеин-богатых рецеп-
торных киназ CRK [15], протеинкиназ, передаю-
щих информацию о появлении АФК на другие 
белки-мишени [16], ТФ c редокс-зависимой ак-
тивностью [17, 18] и др. АФК могут влиять на вход 
Са2+ в цитозоль, активируя аннексины [19]. Акти-
вация двух быстрых ИО (поступление Са2+ и обра-
зование АФК), которая поддерживается механиз-
мом позитивной обратной связи, приводит 
к существенному перепрограммированию генной 
экспрессии, необходимой для уничтожения пато-
генов [6].

Салициловая кислота (СК) и белки семейства 
EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility 1) – цен-
тральные компоненты ИО, экспрессия которых 
зависит от содержания Ca2+ в цитозоле. Белки-
сенсоры Са2+ активируют кальмодулин-связыва-
ющий ТФ CBP60g, который вместе с ТФ SARD1 
повышает транскрипцию как генов синтеза СК, 
так и генов семейства EDS1 [20]. Сигнальные пути 
СК и белков семейства EDS1 действуют парал-
лельно и выполняют роль сигнальных промежу-
точных компонентов между распознаванием пато-
генов и осуществлением как неспецифического, 
так и специфического ИО.

Небольшое семейство EDS1-липазоподобных 
белков, специфичных для растений, кодируется 
генами EDS1, PAD4, SAG101, которые образуют 
комплексы EDS1–PAD4 и EDS1– SAG101. Бел-
ковый комплекс EDS1–PAD4, взаимодействуя 
с ТФ, может повышать транскрипцию генов ICS1 
и PBS3, контролирующих биосинтез СК [21, 22], 
что активирует сигнальный путь СК. Однако бел-
ки семейства EDS1 могут действовать независимо 
от пути СК. Гетеродимеры EDS1-SAG101 или 
EDS1-PAD4 могут активировать образование оли-
гомерных комплексов белками NLR (NRG1 или 
ADR1 соответственно), которые, взаимодействуя 
с мембранами, образуют новые неканонические 
Са2+ каналы [23].

Путь СК взаимодействует не только с Ca2+-сиг- 
налингом, но и с АФК-сигнальным путем. Сиг-
нальный путь СК активирует накопление АФК, 
влияя на транскрипцию генов RBOH НАДФН-
оксидаз. Кроме того, СК может индуцировать на-
копление H2O2, подавляя экспрессию каталаз и пе-
роксидаз [24]. Сигнальный путь СК активирует 
транскрипцию целого ряда генов, специфических 
именно для этого гормона: генов ТФ семейств 
WRKY, ZIP, NAC, генов рецепторов NLR и PRR, 
генов PR1, PR2 и PR5, кодирующих патогенез-ас-
социированные белки [25]. СК считается важным 
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компонентом, инициирующим клеточную смерть, 
хотя точные механизмы этого влияния пока не вы-
яснены [26]. Неотъемлемым компонентом клеточ-
ной смерти являются протеазы – метакаспазы, 
ферменты вакуолярного процессинга и цистеино-
вые протеазы [27]. Некоторые протеазы индуциру-
ются СК [28]. 

Другим важнейшим защитным гормоном яв-
ляется жасмоновая кислота (ЖК). В отличие от 
СК, защищающей растения от биотрофов, ЖК не-
обходима для защиты от некротрофов и насеко-
мых. Между сигнальными путями ЖК и СК суще-
ствуют сложные, чаcто антагонистические, 
взаимоотношения, что позволяет выбирать опти-
мальную линию защиты [29]. Среди мишеней есть 
группы генов, специфичные именно для ЖК: 
гены ответа на поранение, гены вторичного мета-
болизма, включая метаболизм глюкозинолатов 
и флавоноидов и пр. [25]. 

Среди мишеней ЖК и СК есть гены, которые 
активируются обоими гормонами или регулиру-
ются ими противоположным образом. Так, уро-
вень транскрипции многих генов рецепторов NLR 
и PRR повышался при воздействии СК, но сни-
жался при действии ЖК [25]. То же показано для 
генов PAD4, EDS1, SAG101, ICS1, CBP60G 
и SARD1, которые важны для накопления высоко-
го уровня СК [30, 25]. Таким образом, ЖК может 
ослаблять ИО, индуцированный СК, путем инги-
бирования накопления СК и подавления генов-
мишеней СК. Однако сигнальные пути могут дей-
ствовать и совместно [31]. 

Продукция АФК, защитных белков, пере-
стройка метаболизма и клеточная смерть приво-
дят к прекращению роста и развития растений. 
Поэтому, наряду с генами, активирующими за-
щитную реакцию на стрессовые воздействия, су-
ществуют негативные регуляторы ИО, поддержи-
вающие баланс между развитием и защитным 
ответом [32]. Мутации в негативных регуляторах 
ИО, как и мутации, вызывающие эктопическую 
экспрессию позитивных регуляторов ИО, приво-
дят к аутоиммунитету. Для аутоиммунных мутан-
тов характерны накопление СК и АФК, а также 
реакции гиперчувствительности в отсутствие па-
тогенов, существенное угнетение роста и даже ле-
тальность [32, 33]. 

В коллекции мутантов резуховидки кафедры 
генетики МГУ есть мутант tae, у которого обнару-
жены признаки проявления аутоиммунитета – 
смерть клеток листа, активация транскрипции ге-
нов иммунных рецепторов, генов PR-белков 
и генов гиперчувствительного ответа [34]. Вместе 
с тем, фенотип мутанта отличается от фенотипов 
ранее описанных аутоиммунных мутантов. У наше-
го мутанта более узкие листья, чем у дикого типа 
(ДТ). На поздних стадиях развития листа клетки 
реактивируют экспрессию генов плюрипотентно-
сти, образуют почки и лопасти [35], что никогда не 

наблюдалось у других аутоиммунных мутантов. Ге-
нетическое картирование с использованием секве-
нирования показало, что фенотип обусловлен од-
новременным присутствием двух мутаций parg1 
и exa1 в гомозиготном состоянии. 

Ген PARG1 кодирует гликогидролазу 
поли(АДФ-рибозы), которая синтезируется бел-
ками PARP (поли(АДФ-рибоза)-полимераза, 
poly(ADP-ribose) polymerase). Высокий уровень 
поли(АДФ-рибозы) растение может распознать 
как сигнал стресса [36–39]. Снижая уровень 
поли(АДФ-рибозы), ген PARG1 уменьшает стрес-
совый сигнал и способствует выживанию клеток в 
условиях генотоксического стресса [39]. Ген EXA1 
участвует в нонсенс-опосредованном распаде 
мРНК [40], ограничивает трансляцию мРНК им-
мунных рецепторов, взаимодействуя с фактором 
eIF4E инициации трансляции, подавляет клеточ-
ную смерть при атаке патогенов [40, 41].

Целью данной работы был детальный анализ 
экспрессии основных компонентов ИО для  
подтверждения проявления аутоиммунитета 
у двойного мутанта. Мы осуществили поиск 
в транскриптоме дополнительных групп генов, 
кодирующих иммунные рецепторы, генов, уча-
ствующих в Са2+-сигналинге и продукции АФК, 
генов, контролирующих синтез СК и ответ на 
этот стрессовый гормон, а также некоторых дру-
гих групп генов, играющих важную роль в ИО. 
Наши исследования подтвердили, что мутант 
проявляет мощный аутоиммунитет, что позволяет 
утверждать, что гены PARG1 и EXA1 являются 
важными негативными регуляторами ИО.

Материалы и методы
Использованы данные секвенирования РНК, 

выделенной из молодых листьев растений резухо-
видки (Arabidopsis thaliana) мутанта tae и экотипа 
Blanes (линия К-6, исходная для получения мутан-
та) из коллекции кафедры генетики МГУ. О мето-
дах выделения РНК (по четыре биологических по-
вторности для мутанта и ДТ), секвенирования на 
платформе Illumina NextSeq (Illumina, США) 
и сборке транскриптома мы сообщали ранее [34]. 
Наборы данных, созданные в ходе исследования 
и использованные в данной работе, депонированы 
в NCBI SRA и доступны через BioProject  
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRJNA926955).

Анализ дифференциальной экспрессии прово-
дили с помощью пакета DESeq2. Гены с более чем 
двукратным изменением экспрессии Log2FC (FC – 
fold change, отражает кратность изменения содер-
жания РНК в растениях мутанта по сравнению 
с диким типом) и p-значением с поправкой на FDR 
(Padj) менее 0,05 (Benjamini and Hochberg’s метод) 
были определены как дифференциально экспрес-
сирующиеся (ДЭГ). Список ДЭГ, содержащий 3551 
ген, использован в данной работе для анализа 
функционального обогащения с использованием 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRJNA926955
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биоинформационного ресурса AgriGO v2.0 (http://
systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/), который соз-
дан специально для углубленного анализа транс-
криптомов растений [42].

Для визуализации результатов исследований 
использованы возможности ресурса SRplot 
(https://www.bioinformatics.com.cn/) и BioRender 
(https://app.biorender.com/illustrations/). 

Результаты
Анализ генов иммунных рецепторов. Ранее мы 

сообщали об активации у мутанта 92 генов рецеп-
торных белков, среди которых как гены мембран-
ных PRR-рецепторов (20 генов цистеиновых ре-
цептор-подобных киназ CLK и 16 генов 
рецептор-подобных белков RLP), так и 56 генов 
разнообразных рецепторов NLR [34]. Детальный 
анализ транскриптома, проведенный в данной ра-
боте, позволил дополнить список иммунных ре-
цепторов PRR, транскрипция которых повышена 
у мутанта (рис. 1; табл. 1 приложения). Это 25 ге-
нов рецепторных киназ с лектиновым доменом 
(LecRK), которые распознают различные углево-
ды и участвуют в защите от биотических и абиоти-
ческих стрессов [43, 44], 10 генов протеинкиназ 
(4 гена WAK и 6 генов WAKL), контролирующих 
растяжение клеток и ответ на стрессовые воздей-
ствия [45, 46], а также два гена рецепторов фито-
цитокинов PEPR1 и PEPR2, которые активируют-
ся небольшими пептидами растительного 
происхождения, появляющимися в клетках после 
их повреждения [47]. 

Выявлено также несколько активированных 
генов, кодирующих малоисследованные группы 
RLK-рецепторов: три гена пролин-богатых рецеп-
торных киназ PERK, два гена рецепторных киназ 
с двумя внеклеточными доменами (LRR и MAL), 
которые активируются олигосахаридами и рассма-
триваются как сенсоры целостности клеточных 

стенок [48, 49], и три гена LYK, кодирующие ре-
цептор-подобные киназы с лизиновыми мотива-
ми LysM, которые распознают хитин [50]. Обнару-
жены также два гена CCR, кодирующие рецепторы 
с повторами CRINKLY4, и один ген для малекти-
новых рецепторов MLR, лиганды для которых еще 
не найдены [51, 52]. Среди генов, транскрипция 
которых у мутанта снижена по сравнению с ДТ, 
выявлено только три гена иммунных PRR-
лектиновых рецепторов LecRK.

Анализ генов Ca2+-проводящих каналов и генов, 
кодирующих сенсоры Ca2+. Поскольку кальциевый 
сигналинг является первым быстрым ответом на 
активацию рецепторов, мы исследовали наличие 
генов Ca2+-каналов среди ДЭГ. Наиболее пред-
ставленными транспортерами Ca2+ оказались ре-
цепторы глутамата GLR (glutamate-receptor-like 
proteins), которые считают основными регулято-
рами баланса между защитным ответом и процес-
сами регенерации [53]. В листьях мутанта 8 генов 
GLR повышают уровень транскрипции (рис. 2А). 
Обнаружено повышение уровня транскрипции 
пяти генов MLO, кодирующих специфичные для 
растений белки Ca2+-проводящих каналов с се-
мью трансмембранными доменами [54].

Среди активированных у мутанта ДЭГ обнару-
жены также гены Ca2+-каналов, гомологи которых 
выполняют ту же функцию у животных. Это три 
гена, кодирующие Ca2+-каналы CNGC-класса, 
а также один ген аннексинов ANN1, экспрессия ко-
торого регулируется СК [55]. Обнаружена также ак-
тивация пяти генов ACA Ca2+-проводящих каналов 
(от Autoinhibited Ca2+-ATPases) и двух генов CAX 
(Ca2+ exchangers), кодирующих белки каналов, ло-
кализованных на мембранах вакуолей и способ-
ствующих снижению содержания Ca2+ в цитозоле 
для поддержания гомеостаза его уровня [56]. Среди 
репрессированных генов Ca2+-проводящих кана-
лов найден лишь один ген MLO13 (рис. 2А). 

Рис. 1. Иммунные мембранные рецепторы PRR, экспрессия которых повышена у мутанта parg1 exa1. Схематически показаны 
разные типы рецепторов и число кодирующих их генов, которые повышают (↑) или понижают (↓) свою экспрессию у мутанта 
parg1 exa1. Группы генов, выявленные нами ранее [34], отмечены звездочкой (*). Список выявленных в данной работе рецепто-
ров PRR и изменения уровня их экспрессии (log2FC) представлены в табл. 1 приложения. 

http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/
http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/
https://www.bioinformatics.com.cn/
https://app.biorender.com/illustrations/
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У мутанта повышается также транскрипция 
генов неканонических каналов Ca2+. Это гены, ко-
дирующие рецепторы NLR-класса CC-NB-LRR, 
которые способны олигомеризоваться и образовы-
вать Ca2+-проводящие поры [57]. О повышенной 
экспрессии таких генов ZAR1, ADR1 и NRG1B 
(AT5G66910) мы сообщали ранее [34]. Повышен-
ный уровень (log2FC = 6,04, Padj = 0,00084) транс-
крипции гена NRG1C (AT5G66890) выявлен  
в данной работе. Результатом поступления Са2+ 
в клетку является активация белковых молекул – 
сенсоров уровня кальция, среди которых гены 
CLM кальмодулина и CML кальмодулин-подоб-
ных белков (11 генов), гены кальциневрин 
B-подобных белков CBL и протеинкиназы, взаи-
модействующие с CBL (10 генов). Среди репресси-
рованных генов нам удалось найти лишь один 
ген – CIPK13 (рис. 2А).

Анализ генов, связанных с образованием АФК. 
Среди активированных ДЭГ у мутанта найдены 
два гена RBOHD и RBOHB НАДФН-оксидаз, спо-
собных образовывать АФК. О продукции АФК 
в клетках мутанта свидетельствует также повыше-
ние транскрипции 18 генов пероксидаз, 20 генов 
глутатионпероксидаз, одного гена каталазы CAT3 
и трех генов гермин-подобных белков GLP, кото-
рые могут осуществлять функции супероксид-
дисмутаз [58], и некоторых других (табл. 2 прило-
жения). У мутанта повышена экспрессия 
редокс-чувствительного гена OXI1, транскрипция 
которого регулируется Н2О2 [16]. Ген OXI1 коди-
рует серин-треониновую протеинкиназу, которая 
активирует ряд MAP-киназ и опосредованно вли-
яет на транскрипцию генов RBOHD и RBOHF 
НАДФН-оксидаз, гена ICS1 синтеза СК, гена 
PAD3 синтеза камалексина и гена FMO1 синтеза 

Рис. 2. ДЭГ, вовлеченные в сигнальный путь Ca2+-сигналинга (А) и салициловой кислоты (Б). Различия в уровне экспрессии ге-
нов у ДТ и мутанта представлены в виде тепловой карты, построенной на основе расчета величин Z-score (по четыре повторно-
сти для каждого генотипа) c использованием ресурса SRplo. Справа на рис. А стрелкой отмечены два гена, снижающие экспрес-
сию у мутанта.
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пипеколевой кислоты [59]. Транскрипция всех пе-
речисленных генов, играющих важнейшую роль 
в защите от патогенов, также повышена у мутанта.

Анализ генов, контролирующих сигнальные пути 
СК и EDS. Среди ДЭГ многие гены ассоциированы 
с ответом на СК. По результатам анализа с исполь-
зованием ресурса AgriGO у мутанта повышена экс-
прессия 67 генов категории GO:0009751 (ответ на 
СК). Анализ транскриптома мутанта обнаружил 
повышение экспрессии ключевых генов, активиру-
ющих транскрипцию генов синтеза СК. Это  
Са2+-регулируемый ген CBP60g и ген SARD1, кото-
рые осуществляют совместную регуляцию генов 
синтеза СК [20]. У мутанта повышена также экс-
прессия гена ТФ NAC3, который активирует транс-
крипцию гена ICS1 изохоризматсинтазы – ключе-
вого фермента биосинтеза СК, катализирующего 
превращение хоризмата в изохоризмат в пластидах. 
У мутанта повышена транскрипция еще двух клю-
чевых генов биосинтеза СК: гена EDS5, кодирую-
щего транспортный белок MATE, необходимый 
для транспортировки изохоризмата в цитозоль, 
а также гена PBS3, превращающего изохоризмат 
в СК [60]. Повышена экспрессия гена ALD1 амино-
трансферазы, транскрипция которого активируется 
ТФ CBP60g и SARD1. Этот ген также важен для на-
копления в клетках высокого уровня СК [61].

Об активации сигнального пути СК у мутанта 
свидетельствует также повышение экспрессии 
многих генов ответа на СК. Среди них – гены 
PRR-рецепторов (WAK, WAKL, RLK-рецепторы) 
и рецепторов NLR (гены SNC и RPW8). Повыша-
ется экспрессия ряда генов ТФ семейств MYB, 
WRKY, AP2/ERF и NAC (рис. 2Б). Обнаружена 
активация гена RGL3, который кодирует негатив-
ный регулятор гиббереллинового пути с DELLA-
доменом. Этот ген известен как мишень сигналь-
ного пути ЖК и как активатор этого пути [62]. 
Среди мишеней СК мы обнаружили еще одну из-
вестную мишень СК – активированный ген RDR1 
РНК-зависимой РНК-полимеразы, участвующей 
в посттранскрипционном замолкании генов [63].

Среди генов, регулируемых СК, есть все пред-
ставители EDS1-семейства, которые работают как 
независимо от пути СК, так и вместе с ним. Это 
гены EDS1, PAD4 и SAG101 (рис. 2Б), которые 
поддерживают высокий уровень СК и активируют 
образование неканонических Ca2+-пор, вторую 
волну «кальциевой вспышки» и смерть клеток. 
В то же время в списке генов, регулируемых СК, 
мы обнаружили негативный регулятор клеточной 
смерти – ген LSD1 – с повышенной экспрессией 
(рис. 2Б). Выполняя молекулярную функцию 
транскрипционного регулятора и каркасного бел-
ка, LSD1 снижает содержание СК и подавляет 
клеточную смерть [64]. Среди мишеней СК 
в транскриптоме мутанта обнаружен еще один не-
гативный регулятор ИО. Это ген EDR1, кодирую-
щий Raf-подобную протеинкиназу MAPKKK, ко-

торая может взаимодействовать с белками EDS1, 
препятствуя формированию ими функциональ-
ных комплексов [65]. 

Интересно, что СК активировала также два 
гена гидролаз DLO/S3H и DMR6, которые могут 
превращать СК в 2,3-дигидроксибензойную кис-
лоту (рис. 2Б) [66, 67]. 

Среди генов, регулируемых СК, есть гены PR-
белков: ген хитиназы PR1 (главный маркер акти-
вации сигнального пути СК) и его гомолог PRB1, 
а также ген KTI1, кодирующий ингибитор трипси-
на (рис. 2Б). Ранее мы сообщали и о повышении 
транскрипции ряда других PR-генов [34].

Анализ генов клеточной смерти (активирован-
ных СК и других). Мишенью сигнального пути СК 
является ген OM66, активирующий клеточную 
смерть. Ген OM66 кодирует белок, образующий 
мультимерный комплекс на внешней мембране 
митохондрий и играющий важную роль в смерти 
клеток и амплификации сигналинга СК [68]. Про-
теазы – финальный компонент клеточной смерти. 
Ранее мы сообщали об активации трех генов мета-
каспаз [34]. В данной работе обнаружена актива-
ция еще 5 генов цистеиновых протеаз, среди кото-
рых и гены протеаз AT3G22260, AT4G01610, 
которые активируются СК, и один ген, кодирую-
щий фермент вакуолярного процессинга (табл. 2 
приложения). О других генах – позитивных регу-
ляторах клеточной смерти, повышающих экспрес-
сию у мутанта, мы сообщали ранее [34]. 

Среди генов, активируемых СК, помимо по-
зитивных регуляторов клеточной смерти мы наш-
ли еще два негативных регулятора клеточной 
смерти. Это гены CAD1, NSL1 – кодирующие бел-
ки, напоминающие перфорины животных и явля-
ющиеся частью их иммунной системы. Молеку-
лярная функция этих белков у растений 
исследована не полностью. Имеющиеся данные 
свидетельствуют о том, что в клетках растений 
они подавляют ИО, зависимый от СК [69].

Обсуждение
Гены PARG1 и EXA1 – важные участники регу-

ляции ИО. Анализ транскриптома мутанта резухо-
видки выявил активацию всех основных групп ге-
нов ИО. В данной работе мы дополнили список 
рецепторов ИО представителями 8 разных типов 
PRR-рецепторов (рис. 1; табл. 1 приложения). 
О еще двух типах PRR (CRK и RLP) мы сообщали 
ранее [34]. С учетом ранее выявленных, у мутанта 
в общей сложности повышена транскрипция 
138 генов иммунных рецепторов, из которых 
82 гена кодируют мембранные рецепторы PRR, 
а 56 генов – ядерно-цитоплазматические рецеп-
торы NLR. 

Выявлено повышение уровня транскрипции 
17 генов, кодирующих канонические Са2+-прово- 
дящие каналы четырех типов (GLR-type, MLO, 
CNGC, ANNAT1), которые повышают концен-
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трацию Са2+ в цитозоле в ответ на активацию ре-
цепторов PRR. Повышается также уровень транс-
крипции 6 генов, которые кодируют каналы ACA 
и CAX, выводящие Са2+ из клетки в вакуоли 
(рис. 1А) и способствующие предотвращению 
смерти клеток. Выявлен более высокий уровень 
транскрипции у мутанта генов неканонических 
Са2+-каналов, которые образуются после актива-
ции рецепторов NLR и обуславливают вторую 
волну поступления Са2+ в клетки. Обнаруженные 
у мутанта 23 гена сенсоров Са2+ (рис. 2А) с повы-
шенным уровнем транскрипции могут активиро-
вать разнообразные белки, включая ТФ. Отметим, 
что у мутанта повышена экспрессия кальмодулин-
связывающего ТФ CBP60g, который вместе с ТФ 
SARD1 позитивно регулирует гены синтеза СК 
и гены липазоподобных белков семейства EDS. 
Эти ТФ, как и регулируемые ими центральные 
сигнальные компоненты иммунного ответа, при-
водят к глобальному изменению спектра экспрес-
сирующихся генов, необходимых для активации 
защитных систем.

Наряду с генами Са2+-сигналинга выявлено 
повышение транскрипции генов, которые связа-
ны с образованием АФК (табл. 2 приложения). 
Активация Са2+-сигналинга и продукции АФК 
считаются самыми быстрыми ответами на атаку 
патогенов, которые необходимы для дальнейшей 
активации сенсоров кальция и белков, чувстви-
тельных к редокс-потенциалу. Результатом этих 
быстрых ответов являются так называемые «каль-
циевая вспышка» и «окислительный взрыв», спо-
собные вызвать гибель не только патогенов, но 
и самих растительных клеток, что ограничивает 
возможность распространения инфекции на со-
седние клетки. 

Проявление большого числа активированных 
генов ИО является убедительным свидетельством 
проявления мощного аутоиммунитета у мутанта. 
В общей сложности среди ДЭГ в листьях мутанта 
parg1 exa1 выявлено 2660 генов с увеличенным 
и 891 ген – со сниженным уровнем экспрессии по 
сравнению с ДТ [34]. В недавно опубликованной 
работе, проведенной на мутанте по гену IBM1 (ген 
гистоновой H3К9-деметилазы) с аутоиммунным 
фенотипом [70], в растениях дифференциально 
экспрессируются по сравнению с ДТ 1396 активи-
рованных и 498 репрессированных генов, изме-
нивших экспрессию более чем в два раза. Как 
и в нашем случае, основными группами активиро-
ванных генов были гены защитного ответа. Других 
исследований аутоиммунных мутантов с использо-
ванием метода секвенирования РНК и детальным 
анализом транскриптома мы не обнаружили. Од-
нако и этого сравнения достаточно, чтобы утверж-
дать, что мутации parg1 exa1 приводят к глобально-
му перепрограммированию генома, уровень 
которого сопоставим с таковым и даже превышает 
его при мутации в гене-эпигенетическом регулято-

ре. Полученные результаты указывают на новую 
и важную роль генов PARG1 и EXA1 в негативной 
регуляции ИО. Поскольку гены участвуют в кон-
троле уровня поли(АДФ-рибозилирования) белков 
(PARG1) и деградации аномальных вариантов РНК 
(EXA1), можно предположить, что активация за-
щитного ответа может быть результатом вызванно-
го мутациями накопления высокого уровня 
поли(АДФ-рибозы) и аномальных мРНК, которые 
могут быть токсичными для клеток.

Особенности ИО, вызванного мутациями parg1 
и exa1. Проведенный ранее общий анализ транс-
криптомов мутанта и ДТ, а также изучение обога-
щения списков ДЭГ категориями Gene Ontology 
(GO), показал, что у мутанта среди активирован-
ных генов наблюдается перепредставленность кате-
гориями, связанными с ответом на самые разные 
стрессоры: бактерии, грибы, вирусы, насекомые, 
гипоксия, солевой стресс, окислительный стресс, 
недостаток влаги, жара и холод [34]. Отсутствие 
специфичности в проявлении защитного ответа 
подтверждается и обнаруженной в данной работе 
активацией у мутанта 10 типов рецепторов, кото-
рые связываются с разными лигандами.

На неспецифичность ответа указывает и од-
новременная активация у мутанта генов, контро-
лирующих синтез и сигнальный путь двух главных 
стрессовых гормонов. Это путь СК, который ана-
лизировался в данной работе, и путь ЖК, анализ 
которого проведен ранее [34]. Одновременная ак-
тивация конкурирующих сигнальных путей ЖК 
и СК указывает на особенность ИО, вызванного 
одновременным присутствием в гомозиготе мута-
ций parg1 и exa1. 

Еще одной особенностью ИО, связанной 
с мутациями parg1 и exa1, является присутствие 
в транскриптоме мутанта активированных генов – 
негативных регуляторов ИО, действующих на раз-
ных этапах развития иммунного ответа. Это 7 ге-
нов Ca2+-каналов, выкачивающих Ca2+ из 
цитозоля в вакуоли [56], и два гена кальмодулин-
подобных белков CML46 и CML47, которые,  
в отличие от других белков CLM и CML, не акти-
вируют, а подавляют [71] уровень экспрессии  
центрального кальмодулин-связывающего ТФ 
CBP60g, активирующего транскрипцию генов 
синтеза СК и генов семейства EDS1 [20]. Негатив-
ные регуляторы клеточной смерти – гены CAD1, 
NSL1, LSD1 – подавляют ИО, зависимый от СК 
[69, 64]. Ген EDR1 препятствует нормальной сбор-
ке комплекса белков семейства EDS1 [65], а гены 
гидролаз DLO/S3H и DMR6 снижают уровень 
СК, превращая ее в 2,3-дигидроксибензойную 
кислоту [66, 67]. Таким образом, одновременно 
с активацией генов, усиливающих ИО (гены ре-
цепторов ИО, гены сигнальных путей Ca2+, АФК, 

СК, ЖК, гены EDS и клеточной смерти), активи-
руется транскрипция генов, способных снизить 
уровень ИО. Можно предполагать, что уникаль-
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ная особенность фенотипа мутанта parg1 exa1 – 
его способность к регенерации – обусловлена ра-
ботой негативных регуляторов ИО.

Изучение аутоимунного двойного мутанта 
parg1 exa1 проведено впервые, хотя ранее прово-
дили исследования одиночных мутантов резухо-
видки parg1 или exa1. Было показано, что только 
после воздействия генотоксикантов или патогенов 
(или их эффекторов) одиночные мутанты прояв-
ляют выраженную клеточную смерть в ли-
стьях [40, 39]. Видимого усиления ИО в отсутствие 
стрессоров у одиночных мутантов parg1 не наблю-
далось [37, 39]. Изучение транскриптома листьев 
мутанта parg1 и растений ДТ с помощью микрочи-
пов выявило только 128 ДЭГ, среди которых было 
10 генов рецепторов NLR с повышенной экспрес-
сией [72]. Транскриптом мутантов exa1 не иссле-
довался. В то же время, в растениях мутантов exa1 
обнаружен повышенный уровень экспрессии ге-
нов PR1 [40], PR1, PR2 [41] и PR5 [73], указываю-
щий на проявление аутоиммунитета. Кроме того, 
обнаружено накопление белка (но не мРНК) че-
тырех генов рецепторов NLR, что позволило пред-
положить, что белок EXA1, взаимодействуя с фак-
тором инициации трансляции eIF4E, может 
блокировать трансляцию NLR мРНК, предотвра-
щая аутоиммунитет [41]. 

Мутации parg1 и exa1, обнаруженные у мутан-
та tae, получены на кафедре генетики МГУ, и они 
отличаются по характеру генетических нарушений 
от ранее исследованных [34]. Тем не менее, расте-
ния, гомозиготные по одной из мутаций parg1 или 
exa1, не отличаются от ДТ. Фенотипические изме-
нения (суженный лист, клеточная смерть по краю 
листа, возврат клеток к плюрипотентному состоя-
нию и образование эктопических выростов) обна-
руживаются только у двойного мутанта, что ука-
зывает на синергистическое взаимодействие генов 

PARG1 и EXA1 в контроле ИО у растений ДТ. На 
каком уровне может осуществляться взаимодей-
ствие генов PARG1 и EXA1, пока не известно.

Заключение
Проведенный в данной работе анализ транс-

криптома показал, что растения двойного мутанта 
резуховидки parg1 exa1 проявляют мощный ауто-
иммунитет. Это выражается в активации транс-
крипции всех основных групп генов, участвующих 
в развитии иммунитета растений, включая гены 
мембранных и ядерно-цитоплазматических им-
мунных рецепторов, Са2+-проводящих каналов 
и Са2+-сигналинга, гены, связанные с образова-
нием АФК, сигнальными путями стрессовых гор-
монов, клеточной смертью и пр. 

В отличие от других аутоиммунных мутантов, 
у исследованного в данной работе мутанта отсут-
ствует специфичность в проявлении защитного от-
вета, о чем свидетельствует повышение транскрип-
ции 10 типов рецепторов, которые распознают 
разные лиганды, а также одновременная активация 
конкурирующих сигнальных путей ЖК и СК.

Таким образом, впервые установлено, что ген 
PARG1 (способствует выживанию клеток в усло-
виях генотоксического стресса, снижая уровень 
поли(АДФ-рибозы)) и ген EXA1 (участвует в нон-
сенс-опосредованном распаде мРНК) играют важ-
ную роль регуляторов иммунного ответа. Они 
ограничивают уровень ИО, независимо от причи-
ны, вызвавшей активацию иммунитета.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний (проект №19-04-00149_a). Исследования 
проводили без использования животных и без 
привлечения людей в качестве испытуемых. Авто-
ры заявляют об отсутствии конфликта интересов. 
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PARG1 and EXA1 interacting genes are important regulators 
of autoimmunity in plants
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Studies were performed on the Arabidopsis double mutant plants parg1 exa1 characterized by cell 
death along the leaf margin, activation of expression of immune receptor genes, PR-genes and 
hypersensitive response genes, which is a sign of autoimmunity. At the same time, unlike other 
autoimmunity mutations, the parg1 exa1 mutant demonstrated the acquisition of pluripotency 
by leaf cells and the ability to regenerate new leaf margins. Because of the unusual phenotype, 
this study analyzed in depth the transcriptome of young leaves of mutant and wild-type plants. 
The mutant was found to have increased expression levels of all major components of the 
immune response, including genes for Ca2+ conducting channels, NADPH oxidases, salicylic 
acid synthesis genes, jasmonic acid, and many others. The findings suggest that PARG1 and 
EXA1 genes, which control the level of poly(ADP-ribosylation) and the process of nonsense-
mediated RNA degradation, respectively, are important regulators of the immune response. 
Their function is essential to prevent overactivation of defense systems in plants.

Keywords: Plant autoimmunity, transcriptome, immune receptors, salicylic acid, cell death, 
mutations
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Изучение структурных особенностей нетранскрибируемых спейсеров 
5S-рДНК Citrus sinensis и C. reticulata
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Апельсин (Citrus sinensis) и мандарин (C. reticulata) являются экономически важными 
сельскохозяйственными растениями, которые выращиваются во многих странах мира, 
в том числе и на юге России. В связи с этим широко проводятся их генетические исследо-
вания, включающие как секвенирование отдельных локусов, так и полногеномное секве-
нирование. Одними из важнейших локусов генома являются массивы генов 5S рибосом-
ной РНК, которые представляют собой тандемные повторы. Их мономеры состоят из 
консервативной кодирующей 120-нуклеотидной части и нетраскрибируемого спейсера 
(NTS), который часто имеет различную длину и последовательность у разных видов. 
В данной работе были секвенированы и изучены 8 NTS апельсина (сорт Гамлин) 
и 16 NTS мандарина (мандарин иволистный – 3, сорт Карликовый Уншиу – 8, Тиахара – 
4 и Уншиу – 1). Полученные NTS имели различную длину и были разделены на два клас-
са – NTS_218 (длиной 217–221 п.о.) и NTS_381 (длиной 381 п.о.). Была изучена внутрен-
няя структура NTS обоих классов и распределение характерных для NTS ДНК-мотивов. 
Полученные результаты расширяют теоретическое понимание природы NTS и знание 
о строении NTS у близкородственных видов. Они могут быть использованы при анализе 
гибридов и сортов цитрусовых, выведенных с участием апельсина и мандарина.

Ключевые слова: апельсин, мандарин, NTS, поли-Т-мотивы, поли-G-мотивы, ДНК повторы
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Введение
Подтриба Citrinae Engl. относится к семейству 

Рутовые (Rutaceae Juss.) и входит в трибу Aurantieae 
подсемейства Померанцевые (Aurantioideae Eaton.) 
[1]. Одним из самых известных родов этой подтри-
бы является род Citrus L., виды которого (прежде 
всего, апельсин (C. sinensis (L.) Osbeck), грейпфрут 
(C. paradisi Macfad.), лимон (C. limon (L.) Osbeck), 
мандарин (C. reticulata Blanco) и некоторые дру-
гие) – это широко распространенные садовые пло-
довые деревья [2]. Согласно современным генетиче-
ским исследованиям, цитрусовые появились около 
8 млн лет назад в регионе, включающем северо-вос-
точную Индию, Мьянму и юго-восточный Китай. 
Выделяют четыре предковых вида – помело 
(C. maxima (Burm.) Merr.), цитрон (C. medica L.), 
лайм (C. aurantiifolia Christm.) и мандарин. В про-
цессе одомашнивания, спонтанных и направлен-
ных скрещиваний получались известные на сегод-
няшний день формы. Так, скрещивание мандарина 
и помело привело к появлению апельсина и некото-
рых подвидов мандарина, а гибридизация апельси-
на с помело привела к появлению грейпфрута [1].

Апельсин и мандарин возделываются как сель-
скохозяйственные растения во многих странах мира 
и имеют для некоторых из них важное экономиче-
ское значение, поскольку торговля плодами этих ви-
дов составляет значительную долю в структуре их 
экспорта [3–6]. В связи с этим ведутся селекционная 
работа и широкое генетическое изучение данных 
и родственных им видов цитрусовых. На данный 
момент получен огромный массив генетических и 
геномных данных представителей подтрибы 
Citrinae, состоящий из результатов секвенирования 
отдельных локусов и целых геномов [7–11]. 

Среди часто изучаемых локусов генома важное 
теоретическое и прикладное значение имеют гены, 
кодирующие 5S рибосомную РНК (5S-рРНК), ко-
торая у эукариот входит в состав большой 60S субъ-
единицы рибосом [12]. У большинства эукариот, 
в том числе и у высших семенных растений, эти 
гены не входят в кластер с генами 18S, 5,8S и 26S 
рРНК, но присутствуют в геноме в виде отдельных 
от них массивов, которые представляет собой, по 
сути, тандемные ДНК-повторы [13–15]. Мономер 
5S рибосомной ДНК (5S-рДНК) состоит из двух  
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частей: консервативного 120-нуклеотидного участ-
ка, транскрибируемого РНК-полимеразой III, и не-
транскрибируемого спейсера (NTS) [16, 17]. Длина 
и нуклеотидная последовательность NTS часто яв-
ляются геном- или субгеномспецифичными и могут 
иметь различия даже у близкородственных видов. 
В связи с этим полиморфизм 5S-рДНК широко ис-
пользуется в исследованиях, связанных с установле-
нием филогенетических отношений между видами, 
анализе гибридов, а также при разработке видо- 
и субгеномоспецифичных ДНК-маркеров [18–27]. 
Несмотря на вариабельность, NTS многих организ-
мов имеют некоторые общие структурные элемен-
ты. Прежде всего, это содержащиеся в начале NTS 
Т-богатые мотивы и ТАТА-подобные мотивы  
в положении около -25−-30 п.о. c конца NTS. Так-
же NTS ряда видов может содержать внутри 
поли-Т- или микросателлитные блоки [17, 28–35]. 

Благодаря тому, что 120-нуклеотидная транс-
крибируемая часть мономера 5S-рДНК является 
консервативной, подобранная на ее основе пара 
праймеров позволяет проводить амплификацию 
NTS у широкого спектра видов. Использование та-
ких универсальных праймеров неоднократно встре-
чается в ранее опубликованных работах [36–39], 
и можно сказать, что они показали себя в качестве 
эффективных инструментов для изучения 5S-рДНК 
даже в малоизученных, не полностью секвениро-
ванных, геномах [28].

В данной работе впервые были секвенированы 
и изучены NTS апельсина и мандарина (24 после-
довательности). Полученные результаты и выводы 
имеют теоретическое значение (расширяют пони-
мание о структуре NTS, знание о строении NTS 
у близкородственных видов и т.д.) и могут быть ис-
пользованы в практической селекционной работе 
при анализе гибридов и сортов цитрусовых, выве-
денных с участием апельсина и мандарина.

Материалы и методы
Растительный материал и выделение ДНК. 

В работе использовались пять растений апельсина 
(сорта Вашингтон Навел (питомник «Павловский 
лимон»), Гамлин (Лаборатория плодоводства 
РГАУ-МСХА им. Тимирязева), Голден Бакай (пи-
томник «Садовод Крым»), Навелина (питомник 
«Павловский лимон»), Томсон Навелин (питомник 
«Садовод Крым»)) и семь растений мандарина 
(мандарин иволистный (питомник «Павловский 
лимон»), Карликовый Уншиу (питомник «Садовод 
Крым»), Кавано-Васе (питомник «Павловский ли-
мон»), Михо-Васе (питомник «Садовод Крым»), 
Сацума (питомник «Павловский лимон»), Тиахара 
(питомник «Павловский лимон») и Уншиу (Лабо-
ратория плодоводства РГАУ-МСХА им. Тимирязе-
ва)). С данных растений, выращиваемых в оранже-
рее ФГБНУ ВНИИСБ, были собраны молодые 
листья и выделена ДНК по методике Дойл и Дойл 
(1990) с модификациями [40, 41]. 

Амплификация, клонирование и секвенирование. 
Для амплификации NTS изучаемых растений про-
водилась полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
с праймерами 5S1/5S2 [39] на амплификаторе 
C1000 Touch™ Thermal Cycler (Вio-Rad, США) 
при следующих условиях: 1) 94°С – 5 мин; 
2) 30 циклов (94°С – 20 с, 60°С – 20 с, 72°°С – 
20 с); 3) 72°С – 10 мин. Ампликоны разделяли 
в 2,5%-ном агарозном геле при 5 В/см и детекти-
ровали с помощью системы гель-документации 
Gel Doc XR+ (Вio-Rad, США).

Ампликоны клонировали в вектор рAL2-T 
(ЗАО «Евроген», Россия) согласно инструкции 
производителя. Для химической трансформации 
использовали компетентные клетки XL1-Blue 
(ЗАО «Евроген», Россия) согласно инструкции их 
применения. Отбор целевых колоний проводили 
с помощью бело-голубой селекции. Анализ вста-
вок проводили методом ПЦР с праймерами М-13 
(forward 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’; reverse 
5’-GGAAACAGCTATGACCATG-3’) при следую-
щих условиях: 1) 94°С – 5 мин; 2) 30 циклов 
(94°С – 30 с, 55°С – 30 с, 72°С – 1 мин 30 с); 
3) 72°С – 10 мин. Секвенирование вставок прово-
дилось на генетическом анализаторе 3500хL 
Applied Biosystems (США).

Обработка последовательностей и их анализ. 
Конвертация секвенированных последовательно-
стей в FASTA формат производилась с помощью 
программы «ab1 viewer» (https://www.chiplot.
online/static/ChiBioTools/src/ab1_file.html). После-
довательности NTS выделялись из вставок при 
выравнивании с последовательностью гена 
5S-рРНК льна (X01531). Обработка последова-
тельностей, выравнивания, поиск ДНК-мотивов 
и расчет уровня идентичности осуществлялись 
с помощью программы «GenDoc» [42]. 

Поиск микросателлитных мотивов осущест-
влялся с помощью программы «DNA Microsatel-
lites Finder» (https://www.novoprolabs.com/tools/
microsatellites-finder).

Результаты и обсуждение
Результаты (особенности) амплификации NTS 

апельсина и мандарина. ДНК пяти растений апель-
сина (сорта Вашингтон Навел, Гамлин, Голден Ба-
кай, Навелина и Томсон Навелин) и семи растений 
мандарина (Мандарин иволистный, сорта мандари-
на Карликовый Уншиу, Кавано-Васе, Михо-Васе, 
Сацума, Тиахара и Уншиу) была использована в ка-
честве матрицы в ПЦР-эксперименте с праймерами 
5S1/5S2. Электрофоретическое разделение ампли-
конов показало во всех паттернах наличие мажор-
ных фрагментов длиной 316–320 п.о. (рис. 1), вклю-
чающих в себя NTS длиной 218–220 п.о. (система 
праймеров подобрана так, что вместе с NTS ампли-
фицируются участки гена 5S-рРНК длиной 98 п.о.). 
В нескольких профилях также присутствовал ми-
норный компонент длиной около 700–800 п.о., оче-

https://www.chiplot.online/static/ChiBioTools/src/ab1_file.html
https://www.chiplot.online/static/ChiBioTools/src/ab1_file.html
https://www.novoprolabs.com/tools/microsatellites-finder
https://www.novoprolabs.com/tools/microsatellites-finder
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видно, включающий в себя несколько мономеров 
«ген 5S-рРНК + NTS», что часто наблюдается при 
амплификации тандемных повторов [26]. Профили 
апельсина сорта Гамлин и мандарина сортов Кар-
ликовый Уншиу и Тиахара включали дополнитель-
ные фрагменты длиной порядка 480 п.о., что соот-
ветствует длине содержащихся в них NTS около 
380 п.о. Кроме того, профиль мандарина сорта Ти-
ахара содержал фрагменты около 150 п.о. с NTS 
длиной около 50 п.о.

В целом, приблизительные длины NTS апель-
сина и мандарина, полученные при проведении 
ПЦР-экспериментов с помощью праймеров 
5S1/5S2, находятся в диапазоне 100–700 п.о., как 
и NTS многих других организмов [17]. Короткие 
же NTS, сходные по длине с дополнительными 
NTS-фрагментами мандарина сорта Тиахара, 
встречаются нечасто и были описаны для тополя 
белого и некоторых видов диких злаков [43–45].

Клонирование, секвенирование и особенности 
NTS апельсина и мандарина. Ампликоны апельсина 
сорта Гамлин, мандарина иволистного и мандари-
на сортов Карликовый Уншиу, Тиахара и Уншиу 
были очищены и клонированы в АТ-векторе. 
Было получено 24 клона, содержащих целевые 
вставки (апельсин сорта Гамлин – 8, мандарин 
иволистный – 3, мандарин сортов Карликовый 
Уншиу – 8, Тиахара – 4 и Уншиу – 1). ПЦР-про- 
дукты вставок, полученные при амплификации 
с праймерами М13, были секвенированы. Все 
вставки содержали последовательности NTS, ко-
торые были проанализированы и размещены 
в базе данных GenBank (PQ141631–PQ141654).

Среди последовательностей NTS апельсина со-
рта Гамлин шесть имели длину 217–218 п.о. (L13, 
L16, L17, L18, L21, L23), одна – 250 п.о. (L19) 
и одна – 381 п.о. (L14). Анализ последовательности 
L14 (381 п.о.) показал высокий уровень идентично-
сти с последовательностями 217–218 п.о. (90–98%) 
на участках с 1 по 52 п.о. и с 216 по 381 п.о. BLAST-
анализ инсерции L14 53_215 показал наличие на ее 
конце 38-нуклеотидного участка, который был 
практически полностью идентичен участку L14 
15_52 (имелась G/A замена в положении 30 п.о.), 
который граничит с данной инсерцией вверх по 
цепи (рис. 2). Ввиду существенных отличий по дли-
не и структуре NTS длиной 217–218 п.о. и 381 п.о. 
были отнесены к двум классам: NTS_218 
и NTS_381. Наличие двух классов NTS в одном ге-
номе (или субгеноме) ранее было описано и у дру-
гих растений – например, у элимусов, псевдорог-
нерий и ячменей [45–47]. Данный факт может быть 
косвенным свидетельством гибридного происхож-
дения таких видов.

Анализ последовательности L19 (250 п.о.) по-
казал наличие 31-нуклеотидной дупликации в на-
чале этого NTS. Выравнивание участка L19 32_250 
данного NTS показало высокий уровень идентич-
ности (88–95%) с остальными NTS_218 апельсина 
сорта Гамлин. Возникновение дупликаций в регио-
не 5S-рДНК ранее отмечалось и у других видов. 
В частности, Сколз и др. [48], анализируя последо-
вательности 5S-рДНК некоторых злаков, описыва-
ют наличие дупликаций как в кодирующей части 
мономера, так и в нетранскрибируемом спейсере. 

Рис. 1. Результаты амплификации NTS апельсина и мандари-
на с помощью праймеров 5S1/5S2 [39]: А – ампликоны апель-
сина сортов Вашингтон Навел (1), Гамлин (2), Голден Ба-
кай (3), Навелина (4), Томсон Навелин (5), Б – ампликоны 
мандарина иволистного (1) и сортов Карликовый Уншиу (2), 
Кавано-Васе (3), Михо-Васе (4), Сацума (5), Тиахара (6) и Ун-
шиу (7). М – маркер молекулярного веса с шагом 100 п.о.

Рис. 2. Сравнительная схема последовательностей классов NTS_218 и NTS_381. Горизонтальной штриховкой обозначены участ-
ки с высоким уровнем идентичности. Вертикальной штриховкой обозначена инсерция в NTS_381. Серым цветом обозначены 
идентичные 38-нуклеотидные участки перед инсерцией и на ее конце. Границы участков обозначены порядковыми номерами 
соответствующих нуклеотидов под схемой.
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Пытаясь объяснить, каким образом появляются 
наблюдаемые ими дупликации и делеции, авторы 
выдвигают гипотезу, которая основывается на 
ошибках репликации в данной области из-за нали-
чия близко расположенных друг к другу идентич-
ных коротких мотивов (TTGGG и ATGGG). В ду-
плицированном начале последовательности L19 
таких мотивов найдено не было, но были обнару-
жены шесть мотивов СТТТТ в положениях 4_8, 
11_15, 36_40, 43_47, 63_67 и 85_89 п.о., которые ве-
роятно могли бы стать причиной запуска механиз-
ма, идентичного описанному Сколзом и др. [48].

Среди секвенированных NTS мандарина 
большинство относилось к классу NTS_218 с ва-
риацией длины в пределах 217–222 п.о. (мандарин 
иволистный – три последовательности 217 п.о. 
(L57, L59, L60); сорт Карликовый Уншиу – пять 
последовательностей 218 п.о., одна 220 п.о. 
(L61_1, L61_2, L62, L64, L67, L69); сорт Тиахара – 
две последовательности 221 п.о. (L77, L83) и две 
последовательности 222 п.о. (L78, L84); сорт Ун-
шиу – одна последовательность 217 п.о. (L90)). 
Клон L61 содержал вставку длиной 808 п.о., вклю-
чающую в себя, кроме частей гена 5S-рРНК по 
краям, два целых гена и два NTS. Такой результат 
стал возможным благодаря тому, что массивы 
5S-рДНК представляют собой тандемные повторы 
и с помощью универсальных праймеров на их ма-
трице могут амплифицироваться фрагменты, со-
держащие два мономера и более (схема такой ам-
плификации представлена, например, в работе 
Александрова и др. (2018) [26]). Особенностью 
NTS сорта Тиахара являлся мотив GAAT в поло-
жении 28_31 п.о. (приложение, Б). Выравнивание 
всех полученных NTS мандарина показало, что 
у остальных NTS вместо данного мотива присут-
ствует мотив СС. Выявленный полиморфизм мо-
жет послужить основанием для разработки специ-
фичных молекулярных маркеров, позволяющих 
идентифицировать сорт мандарина Тиахара.

Последовательности L68 и L70 сорта Карли-
ковый Уншиу относились к классу NTS_381. Вы-
равнивание данных последовательностей с L14 
апельсина сорта Гамлин показало, что 38-нуклео-
тидные участки 15_52 и 178_215 L68 полностью 
идентичны таковым у L14, а участок 178_215 L70 
не имеет описанной выше замены G/A и полно-
стью идентичен участку 15_52 L14. Однако уча-
сток 15_52 L70 имел три замены (две G/A на 8 
и 23 п.о. данного участка и одна С/T на 33 п.о. 
данного участка).

Поиск характерных мотивов в NTS апельсина 
и мандарина. В ранее опубликованных работах было 
отмечено, что начальные участки NTS 5S-рДНК ча-
сто содержат поли-Т-мотивы [28, 44–47]. Такие мо-
тивы были найдены в 16-17-нуклеотидных началь-
ных участках обоих классов изучаемых NTS 
апельсина и мандарина. Среди последовательно-
стей класса NTS_218 наиболее распространенным 

был вариант С1T1C2T4A1T1C1T4 (обнаружен у 17-ти 
NTS_218, частота встречаемости 80,96%). В еди-
ничных NTS этого класса также встречались ва-
рианты T3C1T4A1T1C1T4, C1T1G1C1T4A1T1C1T4, 
C1T2C1T5A1T1C1T4 и C1T1C1T5A1T1C1T4 (частота 
встречаемости каждого из них составила 4,76%). 
Последний вариант также встречался во всех трех 
секвенированных последовательностях класса 
NTS_381.

Анализ секвенированных NTS апельсина 
и мандарина также показал, что поли-Т-мотивы 
встречаются не только в начальных 16-17-нуклео-
тидных участках (приложение). Все NTS_381 содер-
жали Т6-мотив в положении 102_107 п.о.; T5-мо- 
тивы в положениях 54_58, 124_128 и 145_149 п.о.; 
T4-мотивы в положениях 32_35, 135_138, 195_198, 
217_220 п.о. Кроме того, дополнительные поли-Т-
мотивы встречались в отдельных последовательно-
стях NTS_381: Т7 в положении 160_166 п.о. у L14 
и L68; T5 в положении 54_58 п.о. у L14 и L70; T4 
в положениях 117_120, 130_133 и 160_163 п.о. 
у L70. Последовательности класса NTS_218 не со-
держали Т7-, Т6- и Т5-мотивы, но имели Т4-мотивы 
в положении 32_35 п.о. (33_36 п.о. у L61_2; 34_37 
п.о. у L77, L78, L83 и L84) и 54_57 п.о. (у всех, кро-
ме L13; в положении 55_58 п.о. у L61_2; 56_59 п.о. 
у L77 и L83; 57_60 п.о. у L78 и L84). Дополнитель-
ные Т4-мотивы встречались в положении 51_54 п.о. 
у L78 и L84, а также 73_76 п.о. у L59 (74_77 п.о. 
у L61_2). Наличие поли-Т-мотивов не только в на-
чале NTS, но и в иных участках ранее было описа-
но также и для NTS разных видов семейства 
Elaegnaceae L. [28]. Функции данных мотивов не 
вполне ясны, но можно сделать предположение, 
что в случае мутационных изменений внутри участ-
ка «конец гена 5S рРНК/начало NTS» наличие 
поли-Т-мотивов ниже по цепи может обеспечить 
синтез иных РНК-продуктов. 

Возможно также влияние поли-Т-мотивов 
(точнее, соответствующих им полиадениновых 
блоков в антипараллельной цепи) на физический 
изгиб молекулы ДНК NTS, что может быть важ-
но для формирования конститутивного гетерох-
роматина. Ранее у различных видов эукариот 
было выявлено наличие изгибов ДНК сателлит-
ных повторов конститутивного гетерохроматина 
[49–52]. Определяющая роль полиадениновых 
блоков в появлении изгибов ДНК, в свою оче-
редь, была подтверждена в экспериментах по 
сайт-направленному мутагенезу у табака [53] 
и сравнительными исследованиями на таких ви-
дах, как C. limon, Poncirus trifoliata (L.) Raf., 
Ricinus communis L. и др. [54, 55].

Помимо поли-Т-мотивов в NTS апельсина 
и мандарина были обнаружены поли-G-мотивы 
(приложение). У всех секвенированных NTS_381 
было выявлено несколько таких мотивов: G6-мотив 
в положении 341_346 п.о.; G5-мотив в положении 
95_99 п.о. и четыре G4-мотива в положениях 
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вести к существенному снижению эффективности 
работы РНК-полимеразы II [63].

У некоторых видов (тополь дельтовидный, об-
лепиха, чечевица, несколько видов рыб) имеется 
такая особенность NTS, как наличие внутри их 
последовательностей микросателлитных моти-
вов [29–35, 64]. Поиск микросателлитов в NTS 
апельсина и мандарина показал отсутствие в них 
зрелых микросателлитных субповторов. Почти во 
всех случаях отмечались лишь двукратные повто-
рения микросателлитных мотивов. Только у по-
следовательности L61_1 в положении 57_62 п.о. 
было отмечено троекратное повторение микроса-
теллитного мотива TG. Данный мотив также был 
единственным динуклеотидным из 83 найденных 
(частота встречаемости 1,21%). Остальные были 
три- (CCG, GCG, ATC, GGT, TCG, TCC, CTT, 
TTG, GGA, GCC, ATT, ACT), тетра- (TGCG, 
GGAT, CGGC, CGAC, GGGA) или гексануклео-
идными (CGCGGG), с частотами встречаемости 
67,47%, 27,71% и 3,61% соответственно (пентану-
клеотидных мотивов найдено не было). Вполне 
возможно, что найденные «зарождающиеся» ми-
кросателлиты, находящиеся в самом начале своего 
эволюционного пути, являются неким резервом 
изменчивости NTS и могут впоследствии расши-
риться за счет увеличения числа копий мотивов 
вследствие различных мутационных процессов 
(проскальзывание фермента при репликации, 
ошибки при кроссинговере и др.) [65, 66].

Заключение
В данной работе были секвенированы и изу-

чены 24 последовательности NTS 5S-рДНК одно-
го сорта апельсина и четырех сортов мандарина. 
Последовательности были разделены на два клас-
са (NTS_318 и NTS_218), так как между ними 
имелись существенные отличия как по длине, так 
и по внутренней структуре. Поиск различных 
ДНК-мотивов (поли-Т-, поли-G-, ТАТА-подоб-
ные и микросателлитные мотивы) выявил некото-
рые особенности изучаемых NTS. Полученные ре-
зультаты являются очередным шагом на пути 
расширения теоретического понимания природы 
NTS в целом, а также знания о строении NTS 
у близкородственных видов и могут найти практи-
ческое применение при анализе гибридов и со-
ртов цитрусовых, включающих генетический ма-
териал апельсина и мандарина.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 23-16-
00234 «Молекулярно-цитогенетическое изучение 
рода Цитрус (Citrus) для использования в селек-
ции»). Работы проводили без использования жи-
вотных и без привлечения людей в качестве испы-
туемых. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

252_255 п.о., 261_264 п.о. (отсутствует у L70), 
280_283 п.о. и 287_290 п.о. Большинство же после-
довательностей класса NTS_218 содержало G6-мо- 
тив в положении 178_183 п.о. и несколько G4-моти- 
вов, которые встречались не во всех последователь-
ностях сразу. У некоторых NTS_218 G6-мотиву со-
ответствовали мотивы с большим или меньшим ко-
личеством G (G7-мотив в положении 176_182 п.о. 
у L16; G5-мотив в положении 178_182 п.о. у L59; 
G4-мотив в положении 178_181 п.о. у L61_1). 
У NTS мандарина сорта Тиахара G6-мотив был 
смещен ниже по цепи и находился в положении 
181_186 п.о. у L77 и L83 или в положении 182_187 
п.о. у L78 и L84. О роли поли-G-мотивов в NTS 
трудно утверждать однозначно, но можно предпо-
ложить их вклад в обеспечение сохранности такой 
жизненно важной структуры, как 5S-рДНК. В не-
скольких работах встречается мнение, что длинные 
последовательности из гуаниновых нуклеотидов 
являются сенсорами повреждения ДНК, так как 
ряд агентов (прежде всего окислителей) при повреж-
дении воздействуют именно на поли-G-после- 
довательности [56, 57]. Кроме того, окисление или 
иная модификация G-мотивов в промоторной об-
ласти могут влиять на регуляцию экспрессии, явля-
ясь частью эпигенетических механизмов [58–62]. 
Конечно, данные выводы актуальны в большей 
степени для случаев, когда речь идет о работе РНК-
полимеразы II, регуляторные элементы которой 
находятся выше по цепи относительно транскри-
бируемого гена. Транскрипция же 5S-рРНК осу-
ществляется РНК-полимеразой III, регуляторные 
последовательности которой находятся внутри са-
мого гена 5S-рРНК. 

Помимо поли-G-мотива в NTS 5S-рДНК часто 
имеются и другие регуляторные последовательно-
сти. Например, в положении -25–-30 п.о. c конца 
NTS встречаются ТАТА-подобные мотивы (ТАТА-
бокс необходим для регуляции работы РНК-
полимеразы II) [17, 28, 43]. В изучаемых в данной 
работе 24 NTS канонической последовательности 
ТАТА-бокса (ТАТАА/ТАА/Т) найдено не было. Од-
нако в зоне -25–-30 п.о. c конца NTS ТАТА-подоб-
ные мотивы были обнаружены: ATTAA – во всех 
четырех NTS мандарина сорта Тиахара; GTTAA – 
в остальных последовательностях класса NTS_218 
и последовательностях L14 и L68 класса NTS_381; 
CTTAA – последовательности L70 класса NTS_381. 
Факт наличия таких мотивов позволяет выдвинуть 
гипотезу о том, что ранее, до превращения ТАТА-
боксов в ТАТА-подобные мотивы, последователь-
ности 5S-рРНК могли синтезироваться и РНК-по- 
лимеразой II. Факт же наличия серьезных мутаци-
онных изменений, приведших к образованию  
ТАТА-подобных мотивов, подтверждает независи-
мость РНК-полимеразы III от наличия или 
сохранности ТАТА-бокса, в то время как даже од-
нонуклеотидные замены в ТАТА-боксе могут при-
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Orange (Citrus sinensis) and mandarin (C. reticulata) are economically important agricultural 
plants grown in many countries of the world, including southern Russia. In this regard, their 
genetic studies are widely carried out, including both sequencing of individual loci and whole 
genome sequencing. Some of the most important loci in a genome are the 5S ribosomal RNA 
gene arrays, which are tandem repeats. Their monomers consist of a conservative 120-nucleotide 
coding part and a non-transcribed spacer (NTS), which often has different length and sequence 
in different species. In this work, 8 NTSs of orange (Hamlin variety) and 16 NTSs of mandarin 
(3 willow-leaved mandarin, as well as 8 Dwarf Unshiu, 4 Tiahara, and 1 Unshiu varieties) were 
sequenced and studied. The obtained NTSs had different lengths and were divided into two 
classes – NTS_218 (217-221 bp long) and NTS_381 (381 bp long). The internal structure of 
NTSs of both classes was studied, including such characteristics as the sequence of the 16-17 bp 
start region involved in transcription termination and polyadenylation, the presence of poly-T 
and poly-G motifs, TATA-like motifs at position -25–-30 bp from the end of NTS, the presence 
of microsatellite motifs, etc. The obtained results expand the theoretical understanding of the 
NTS nature, knowledge of the NTS structure in closely related species and can be used in the 
analysis of Citrus hybrids and varieties bred with the participation of orange and mandarin.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 57.085.23

Осветительная установка для определения эффективности действия 
фотосенсибилизаторов в отношении клеточных культур  

на основе светодиодов высокой мощности
В.Р. Гудкова1, * , Д.А. Гвоздев1 , Г.В. Цораев1, А.М. Мойсенович2 , Е.Г. Максимов1 

1Кафедра биофизики, биологический факультет Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 24;
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Разработка лекарственных препаратов включает в себя оценку действия новых соедине-
ний на культуры клеток. Для некоторых соединений при такой оценке предполагается 
дополнительное воздействие на клетки, например, освещение. Целью настоящей работы 
является создание установки для равномерного облучения клеточных культур в планше-
тах и определения эффективности новых фотосенсибилизаторов (Фс). Разработанная 
схема установки позволяет равномерно освещать 96-луночный планшет с облученно-
стью до 76 мВт/см2, при этом значения температуры не превышают 43°C, что позволяет 
использовать ее для активации Фс. Для апробации рабочих режимов установки в каче-
стве модельного объекта использовали цинковый фталоцианин с холиниловыми заме-
стителями (холосенс) и клеточные культуры HEK-293 или A431. Были определены зави-
симости выживаемости клеток от времени облучения и концентрации Фс, а также 
получены изображения флуоресценции химической ловушки активных форм кислорода 
в клетках, испытывающих окислительный стресс вследствие фотодинамического эф-
фекта Фс. Полученные результаты свидетельствуют о более чем двукратном различии 
выживаемости между клетками в экспериментальных и контрольных лунках, а также 
о равномерном освещении всех лунок планшета.

Ключевые слова: фотодинамическая терапия, осветительная установка, фталоцианин, 
окислительный стресс, активные формы кислорода, флуоресцентная микроскопия

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-4-5

Введение
Онкологические заболевания в настоящее вре-

мя являются одной из основных причин смертно-
сти населения (согласно данным Всемирной Орга-
низации Здравоохранения). Существуют методы 
лечения, такие как хирургическое удаление ново-
образований, химиотерапия и радиотерапия. К со-
жалению, эти методы не лишены недостатков 
(множество побочных эффектов, неэффективность 
в отношении метастазов, высокая частота рециди-
вов) [1–3], поэтому исследователи активно продол-
жают поиск новых способов лечения. Одним из  
таких новых способов является метод фотодинами-
ческой терапии (ФДТ) [4]. В основе этого метода 
лежит использование молекулы фотосенсибилиза-
тора (Фс), который при поглощении кванта света 
способен генерировать активные формы кислорода 

(АФК). Образовавшиеся в результате освещения 
молекулы АФК наносят повреждения раковым 
клеткам, что в итоге приводит к их гибели. Для ле-
чения онкологических заболеваний пациенту вво-
дится определенное количество Фс, затем область 
поражения опухолью освещается светом для акти-
вации Фс. Основным источником излучения, ис-
пользуемом в ФДТ, является лазер [5, 6], однако 
в ряде работ доказывается эффективность исполь-
зования светодиодов в качестве источника излуче-
ния [7–11]. В настоящее время существует ряд Фс, 
использующихся в клинической практике, однако 
они обладают рядом недостатков, например: низ-
кие значения поглощения в области окна прозрач-
ности биологических тканей, отсутствие сигналов 
специфической локализации для эффективного 
накапливания в области злокачественных новооб-
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разований и др. [12]. Разработка новых Фс, облада-
ющих большей эффективностью и меньшим ко-
личеством побочных эффектов [13], должна 
сопровождаться изучением их действия на клеточ-
ных культурах. Так как неотъемлемым компонен-
том ФДТ является фотоактивация Фс, возникает 
необходимость создания специализированных ос-
ветительных установок для клеточных культур с це-
лью изучения эффективности новых Фс [14–16], 
поэтому проблема создания осветительной уста-
новки остается актуальной. Среди параметров, 
влияющих на выбор той или иной осветительной 
установки, можно выделить следующие: доступ-
ность компонентов, необходимых для сборки, со-
вместимость с посудой для выращивания клеток, 
длина волны излучения, равномерность освеще-
ния, наличие тепловых эффектов, возможность ис-
пользования в модифицированной газовой среде. 
В данной работе мы предлагаем схему осветитель-
ной установки на основе светодиодов высокой 
мощности, а также оцениваем эффективность ее 
работы в отношении Фс на примере цинкового 
фталоцианина (Фц).

Материалы и методы
Сборка установки. Общая схема сборки освети-

тельной установки представлена на рис. 1А. Для 
сборки осветительной установки использовались 
красные (максимум излучения 660 нм) светодиоды 
со световым потоком 70 Лм, мощностью до 3 Вт 
и углом рассеяния 140°. Для выравнивания напря-
жения в цепи использовались резисторы с сопро-
тивлением 3,6 Ом. Электрическая схема соедине-
ний представлена на рис. 1Б. Светодиоды были 

собраны в три группы по 8 штук, группы были под-
ключены к цепи параллельно. Монтаж светодиодов 
производили на медной плате, в целях охлаждения 
установка дополнялась металлическим радиато-
ром. Каждый светодиод освещал квадрат из четы-
рех лунок планшета (в 96-луночном варианте). Для 
того чтобы исключить возможность перекрывания 
световых пятен от разных светодиодов, осветитель-
ная установка дополнялась пластиковой рамкой, 
ограничивающей область излучения светодиода. 
В качестве источника тока использовали QJ3005T 
(Ningbo Jiuyuan Electronic Co., Ltd., Китай). 

Для определения границ применимости дан-
ной осветительной установки в отношении живых 
объектов измеряли температуру на дне размещен-
ного над светодиодной платой планшета при раз-
личной длительности освещения и различных зна-
чениях силы тока. Для измерения использовался 
контроллер температуры Мегеон 16312 с термопа-
рами (Мегеон, Россия). Измерение потока излуче-
ния проводили на длине волны 660 нм с помощью 
сенсора PM 160T (ThorLabs, США).

В данной работе установка тестировалась для 
освещения клеток в 96-луночном планшете, одна-
ко в дальнейшем она может быть использована на 
культуральных планшетах с другим количеством 
лунок (24 и 6).

Культура клеток. Эффективность действия 
установки была исследована на клетках эпидермо-
идной карциномы человека линии А431 и на эм-
бриональных клетках почки человека линии 
HEK-293. В качестве фотосенсибилизатора высту-
пал цинковый Фц с восемью холиниловыми заме-
стителями (холосенс), который был приобретен 

Рис. 1. Основные характеристики осветительной установки. A – схема сборки элементов осветительной установки, Б – электри-
ческая схема компонентов.
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в Научно-исследовательском институте органиче-
ских полупродуктов и красителей (Россия). Для 
выращивания клеток использовалась среда 
DMEM/F-12 с 10%-ным содержанием телячьей 
сыворотки и концентрацией глутамина 2 мМ. 
Клетки засевались в 96-луночный планшет с кон-
центрацией ~2 тыс. клеток на лунку и инкубиро-
вались в течение 3-х сут в CO2-инкубаторе при 
температуре 37°C и концентрации CO2 5%. Реа-
генты для ведения клеточных культур были при-
обретены в компании «ПанЭко» (Россия). 

Измерение концентрационной зависимости эф-
фекта. Для определения кривой зависимости фо-
тодинамического эффекта от концентрации Фс 
при освещении на собранной установке в лунки 
с клетками А431 добавлялся равный объем среды 
без сыворотки, содержащей Фц в разных концен-
трациях, так, чтобы значения концентраций Фц 
в лунках находились в диапазоне от 0 (контроль) 
до 3 мкМ. Затем планшет инкубировали в течение 
30 мин, далее подвергали освещению на собран-
ной установке в течение 3 мин при облученности 
76 мВт/см2. После этого планшет инкубировали 
в СО2-инкубаторе в течение 15 мин. Для оценки 
выживаемости клеток был проведен МТТ-тест: 
среду изымали из лунок, далее в лунки добав- 
ляли по 100 мкл среды без сыворотки, содержа-
щей МТТ-реагент, планшет инкубировали 4 ч  
в СО2-инкубаторе, затем среду изымали из лунок, 
образовавшиеся на дне лунок кристаллы формаза-
на растворяли в ДМСО. Для оценки выживаемо-
сти клеток измеряли оптическую плотность элюа-
та на длине волны 540 нм на планшетном ридере 
Infinite 200 PRO (Tecan, Швейцария), при анализе 
оптическую плотность элюата в контрольных лун-
ках (тех, в которых клетки не подвергались воз-
действию Фц) принимали за 100%-ную клеточную 
выживаемость.

Кривая зависимости фотодинамического  
эффекта от концентрации Фц была также изме-
рена на эмбриональных клетках почки человека 
HEK-293. Условия инкубации клеток и проведе-
ния эксперимента были аналогичными.

Полученные кривые выживаемости имели вид 
сигмоиды. Для аппроксимации использовали 
уравнение Хилла [17]:
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A A
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x  
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где параметр А1 соответствует максимальной вы-
живаемости клеток, параметр А2 – минимальной 
выживаемости (при данных условиях), параметр 
х0 – концентрации Фц, при которой достигается 
половина от максимально возможного токсиче-
ского эффекта Фц при данных условиях (полуле-
тальная концентрация), параметр р характеризует 
скорость снижения выживаемости клеток при 
увеличении концентрации Фц.

Оценка равномерности освещения планшета. 
Для определения равномерности освещения гото-
вили два 96-луночных планшета, в лунки которых 
добавляли двухкомпонентную химическую ло-
вушку для АФК – имидазол-НДМА – в концен-
трации 5 мкМ и 25 мкМ соответственно и Фц 
в концентрации 0,5 мкМ. Один планшет оставля-
ли в качестве контрольного, во всех лунках изме-
ряли оптическую плотность на длине волны 
440 нм, далее высчитывали среднее арифметиче-
ское по всем лункам. Полученное значение брали 
за исходное значение оптической плотности в по-
следующих расчетах. Второй планшет подвергали 
освещению на собранной установке в течение 
6 мин при облученности 76 мВт/см2, затем во всех 
лунках измеряли оптическую плотность на длине 
волны 440 нм. Далее рассчитывали степень фото-
выцветания НДМА в каждой лунке по формуле:

=
6 мин

0 мин
,

ОП
c

ОП

где c – степень фотовыцветания, ОП 6 мин – оптиче-
ская плотность в лунке планшета после облучения, 
ОП 0 мин – исходное значение оптической плотно-
сти. Оптическую плотность в лунках планшета из-
меряли на планшетном ридере CLARIOstar Plus 
(BMG LABTECH, Германия).

Определение дозовой зависимости фотодинами-
ческого эффекта. Для выявления зависимости фо-
тодинамического эффекта от дозы света на со-
бранной установке клетки А431 были посеяны 
в 96-луночный планшет со съемными рядами 
(8×1) лунок, после чего следовала инкубация в те-
чение 3-х сут в СО2-инкубаторе при температуре 
37°C и концентрации СО2 5%. Далее в три лунки 
из каждого ряда была добавлена среда без сыво-
ротки, содержащая Фц в концентрации 1 мкМ. 
В другие три лунки каждого ряда была добавлена 
среда без сыворотки в том же объеме, что и в пре-
дыдущие лунки, но не содержащая Фц. Оставшие-
ся две лунки выступали в качестве контрольных 
(клетки без Фц и питательная среда). Планшет 
инкубировали в течение 15 мин, затем проводи-
лось освещение при облученности 76 мВт/см2, 
по достижении 90, 120, 180, 240 и 300 с соответ-
ствующий ряд изымался из планшета и помещал-
ся в темноту. Далее планшет инкубировали в тече-
ние 30 мин в СО2-инубаторе, затем проводили 
МТТ-тест по стандартному протоколу.

Регистрация синглетного кислорода. Для под-
тверждения участия АФК в гибели клеток, инкуби-
рованных с Фц в условиях освещения, использова-
ли ловушку АФК 2′,7′-дихлородигидрофлуоресцеин 
диацетат H2DCFDA (Biotium, США). Клетки ли-
нии A431 засевали на чашки Петри диаметром 
3,5 см со стеклянным дном в плотности 
~20 тыс. клеток/мл. Клетки инкубировались в тече-
ние 3 сут. Затем в одну из чашек Петри с клетками 
добавляли Фц в концентрации 1 мкМ, после чего 
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клетки инкубировали в течение получаса. Далее 
клетки во всех чашках Петри дважды промывали 
средой без сыворотки, затем к клеткам добавляли 
среду без сыворотки с ловушкой синглетного кис-
лорода в концентрации 10 мкМ, предварительно 
растворенной в ДМСО (конечное содержание 
ДМСО в лунке 0,1%). После этого клетки инкуби-
ровали в течение 40 мин, затем освещали в течение 
3 мин на собранной установке при облученности 
76 мВт/см2. 

Визуализацию флуоресценции H2DCFDA 
проводили с помощью микроскопа Eclipse Ti2-U 
(Nikon, США), флуоресценцию возбуждали двух-
фотонно с помощью фемтосекундного параметри-
ческого генератора TOPOL (Avesta Project LTD, 
Россия) на длине волны 1000 нм, для сканирова-
ния образца использовали систему DCS-120 
Confocal Scanning FLIM System (Becker & Hickl 
GmbH, Германия), сигнал регистрировали с по-
мощью детектора HPM-100-40C (Becker & Hickl 
GmbH, Германия). Для выявления динамики ге-
нерации АФК сделали 25 последовательных ка-
дров, сигнал с каждого накапливали в течение 
1 мин. Обработку полученных изображений про-
водили в программе SPCImage NG (Becker & Hickl 
GmbH, Германия). Предметом анализа была ин-
тенсивность флуоресценции, которую определяли 
как число фотонов в максимуме кинетики затуха-
ния после суммирования фотонов по всем точкам 
изображения. 

Статистическую обработку (стандартное от-
клонение и тест Колмогорова-Смирнова) и гра-
фическое представление результатов эксперимен-
тов проводили в программном обеспечении Origin 
Pro 2019.

Результаты
Температурный эффект от работы установки. 

Полученные во время работы осветительной уста-
новки значения температуры планшета приведены 
на рис. 2Б. С увеличением мощности потока излу-
чения увеличивается скорость нагревания планше-
та. При облученности 76 мВт/см2 температура 36°C 
достигалась за 1 мин инкубации, а температура 
50°C – за 6 мин. Для успешной реализации фото-
динамической терапии на клетках необходимо со-
блюсти баланс между дозой света, которая должна 
быть достаточной для запуска фотодинамических 
процессов, и температурой в рабочих лунках. На 
основании полученных результатов для проведения 
экспериментов на живых клетках было принято ре-
шение использовать облученность 76 мВт/см2 
и время освещения 3 мин. При таком режиме рабо-
ты температура в клеточной среде не поднимается 
выше 43°С. Согласно литературным данным, кра-
тковременное воздействие (менее 1 ч) таких темпе-
ратур не приводит к гибели клеток [18]. При этом 
полученная Фс энергия в размере 4,1 Дж на лунку 
индуцирует интенсивное выделение АФК, обеспе-

чивающее гибель устойчивых к повреждениям кле-
точных культур. 

Зависимость фотодинамического эффекта от 
концентрации фталоцианина. На рис. 2А представ-
лена концентрационная зависимость выживаемо-
сти клеток А431 и HEK293 при освещении на со-
бранной установке. Согласно полученным 
данным, зависимость выживаемости клеток от 
концентрации Фц имеет вид сигмоидной кривой, 
которую можно аппроксимировать уравнением (1).  
Рассчитанные при этом значения параметров 
представлены на графике (рис. 2А). Значение х0 
для клеточной культуры А431 составило 0,19 мкM 
Фц, для клеточной культуры HEK-293 – 0,14 мкM. 
Также мы наблюдали значительные различия 
в значениях параметра А2, который характеризует 
процент выживших клеток при действии макси-
мальной концентрации Фц. Для клеток линии 
НЕК-293 он составил 48%, в то время как для ли-
нии А431 – 26%.

На рис. 2В представлена временная зависи-
мость выживаемости клеток линии А431 при осве-
щении на установке. Можно наблюдать значи-
тельное уменьшение выживаемости клеток 
в присутствии Фц при увеличении времени осве-
щения. В контроле без Фц выживаемость досто-
верно снижается только после 100 с облучения.

Равномерность освещения. На рис. 2Г пред-
ставлены результаты эксперимента по оценке рав-
номерности освещения 96-луночного планшета 
собранной установкой. Можно наблюдать, что 
практически во всех лунках планшета наблюдается 
одинаковая степень выцветания НДМА со средни-
ми значениями 0,72 ± 0,03. Для полученных значе-
ний выцветания была построена гистограмма рас-
пределения (рис. 2Д), а также был проведен тест 
Колмогорова-Смирнова на нормальность распре-
деления. Значение р-критерия теста Колмогоро-
ва-Смирнова составило 0,52 – таким образом, 
принимается нулевая гипотеза о нормальности 
распределения значений выцветания. 

Детекция АФК. На рис. 3 представлены изо-
бражения, полученные посредством двухфотонно-
го возбуждения ловушки АФК H2DCFDA. В кон-
трольных клетках линии А431, которые не 
подвергались освещению на собранной установке, 
флуоресценции ловушки H2DCFDA не наблюда-
ли, поэтому их изображения не представлены. 
В клетках, прошедших инкубацию с Фц, в течение 
25 мин после освещения регистрировали интенсив-
ную флуоресценцию ловушки АФК, что говорит об 
их активном выделении (рис. 3А). На полученных 
изображениях можно наблюдать изменение кле-
точной морфологии: клетки принимают округлую 
форму, происходит разрыв мембраны, приводящий 
к вытеканию клеточного содержимого. В кон-
трольном эксперименте на клетках, подвергшихся 
освещению на установке в отсутствие Фц, также 
наблюдается флуоресценция H2DCFDA, однако ее 
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интенсивность быстро снижается и спустя 2 мин 
после освещения она не регистрируется (рис. 3Б). 
На рис. 3В представлена зависимость интенсивно-
сти флуоресценции ловушки АФК от времени 
с момента освещения в клетках, прошедших инку-
бацию с Фц. С увеличением времени измерения 
для клеток, освещавшихся в присутствии Фц, ин-
тенсивность флуоресценции H2DCFDA увеличи-
вается, что свидетельствует о накоплении АФК 
и увеличении их концентрации.

Обсуждение результатов
В данной работе предложен способ сборки ос-

ветительной установки для облучения 96-луноч-
ного планшета на основе 24 светодиодов высокой 
мощности. Так как многие раковые культуры 
устойчивы к любому повреждающему действию, 
в т. ч. фотодинамическому, использование высо-
кой мощности излучения необходимо для быстро-
го достижения порогового значения запуска про-
цессов клеточной гибели. 

Для достижения высоких значений облучен-
ности необходимо увеличивать силу тока, подава-
емого на осветительную установку, что при дли-
тельной работе приводит к нагреву всей системы 
и планшета в том числе. Отображенная на рис. 2Б 
зависимость значений температуры от времени 

показывает, что для длительного освещения кле-
ток возможно использование облученности 20 
и 41 мВт/см2, так как при таком режиме работы 
температура в освещаемом планшете не превыша-
ет физиологических значений. Для достижения 
больших значений энергии излучения за короткое 
время доступно задействование облученности 
76 мВт/см2, однако длительное (более 3 мин) осве-
щение клеток при таких значениях облученности 
может привести к клеточной гибели вследствие 
высоких температур.

После освещения клеток линии А431 и НЕК-
293 на установке в присутствии Фц выживаемость 
клеток падает (рис. 2А) пропорционально концен-
трации Фц. При постоянной концентрации Фц 
токсический эффект увеличивается с увеличением 
времени освещения (рис. 2В). Таким образом, 
можно говорить о наличии токсического действия 
именно со стороны Фц. О фотодинамическом ха-
рактере эффекта говорят эксперименты с ловуш-
кой АФК. Известно, что при возбуждении Фц 
осуществляются реакции фотосенсибилизации по 
второму типу, приводящие к генерации синглет-
ного кислорода [19]. Методами флуоресцентной 
микроскопии было показано присутствие АФК 
в образцах клеток, подвергшихся освещению на 
собранной установке в присутствии Фц (рис. 3А).

Рис. 2. A – зависимость выживаемости клеток линии А431 и HEK-293 от концентрации Фц. Облученность 76 мВт/см2, время ос-
вещения 3 мин. В таблице представлены результаты аппроксимации (согласно уравнению (1)) кривой выживаемости клеток ли-
нии А431 и НЕК293 в присутствии Фц в различной концентрации; Б – зависимость температуры в лунках планшета, помещен-
ного на установку, от времени работы при разных значениях облученности; В – зависимость выживаемости клеток линии А431 
от времени освещения (в контроле и в присутствии 1 мкМ Фц) при облученности 76 мВт/см2; Г – карта фотовыцветания НДМА 
в 96-луночном планшете; Д – гистограмма распределения значений фотовыцветания НДМА. Концентрация НДМА 25 мкМ, 
имидазола 5 мкМ, Фц 0,5 мкМ, облученность 76 мВт/см2, 6 мин освещения.
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клеток линии НЕК-293 оказался нечувствителен 
к высоким концентрациям Фц (48%). Согласно ли-
тературным данным, Фс порфириновой природы, 
к которым относится Фц, проникают в клетку пу-
тем связывания с рецепторами липопротеинов низ-
кой плотности [21]. В клетках раковых опухолей 
вследствие высокой пролиферативной активности 
наблюдается повышенная экспрессия таких рецеп-
торов [20], что приводит к более эффективному 
проникновению Фц в клетки, и, в конечном итоге, 
к повышенному проценту смертности клеток (74% 
клеток погибло, 26% оказались нечувствительны). 
Клетки же линии НЕК-293, напротив, имеют более 
низкую пролиферативную активность, значитель-
ная часть клеток может не иметь путей для проник-
новения Фц, что может приводить к высокой доле 
выживших клеток.

Интересно, что генерация АФК клетками 
в присутствии Фц продолжается и после оконча-
ния освещения клеток: флуоресценция ловушки 
H2DCFDA в этих клетках сохранялась, как мини-
мум, 25 мин после облучения (рис. 3А). Сохране-
ние флуоресценции H2DCFDA в течение столь 
длительного времени может быть обусловлено на-
рушением работы естественных антиоксидантных 
систем клетки. Было также зафиксировано появ-
ление флуоресценции H2DCFDA в межклеточном 
пространстве (начиная с 9-й мин), что свидетель-
ствует о нарушении целостности клеточной  
мембраны, которое в конечном итоге приводит 

Однако нами было показано, что, несмотря на 
повышение температуры планшета в процессе ос-
вещения, доля погибших клеток в контрольных 
лунках невелика и не превышает 20%, в отличие от 
клеток, подвергшихся освещению в присутствии 
Фц, смертность которых достигает 70% и растет 
с увеличением времени освещения (рис. 3Б). 

Так как основное назначение собранной нами 
установки – исследовательское, невысокая доля 
клеточной гибели при длительном освещении не 
влияет на функциональность установки, так как 
сохраняется значительный контраст между выжи-
ваемостью клеток в контрольных лунках и в лунках 
с изучаемым Фц. Собранная установка может быть 
использована не только для оценки фотодинамиче-
ского действия Фц, но и для определения эффек-
тивных действующих концентраций Фц. В частно-
сти, наши данные подтверждают известный факт, 
что клетки раковых линий имеют повышенную об-
щую устойчивость к различным факторам внешней 
среды по сравнению с нормальными клетками [20]. 
Аппроксимация полученных кривых выживаемо-
сти уравнением сигмоидной кривой показала, что 
полулетальная концентрация Фц при освещении 
на установке для клеток линии А431 и НЕК-293 
различается (рис. 2А): клетки линии А431 показы-
вают лучшую устойчивость к действию Фц по срав-
нению с клетками линии НЕК-293. Однако стоит 
отметить, что, несмотря на низкие значения полу-
летальной концентрации, значительный процент 

Рис. 3. Последовательно полученные изображения на FLIM-сканирующем микроскопе при накоплении сигнала от флуоресцен-
ции H2DCFDA после освещения клеток линии А431 на собранной установке в течение 3 мин (время накопления сигнала – 
1 мин на кадр). А – изображения клеток, прошедших предварительную инкубацию с Фц в концентрации 1 мкМ, Б – изображе-
ния клеток, не прошедших предварительную инкубацию с Фц, В – интенсивность флуоресценции H2DCFDA в зависимости от 
времени измерения после освещения при предварительно добавленном Фц.
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к клеточной гибели. Картина клеточных повреж-
дений говорит о некротическом пути гибели кле-
ток, что характерно для действия многих агентов 
ФДТ, в том числе, Фц [21]. Стоит отметить, что 
флуоресценция ловушки АФК наблюдалась 
и в клетках, подвергшихся освещению на установ-
ке в отсутствие Фц, однако изменения клеточной 
морфологии при этом не наблюдалось. Кроме 
того, имеются отличия в интенсивности флуорес-
ценции H2DCFDA: в клетках, прошедших инку-
бацию с Фц, в первую минуту после освещения 
было зарегистрировано в среднем в 10 раз больше 
фотонов флуоресценции, чем в клетках, не про-
шедших инкубацию с Фц. В клетках, не прошед-
ших инкубацию с Фц, флуоресценция H2DCFDA 
не детектировалась спустя 2 мин после освеще-
ния. Такие данные говорят о меньшей генерации 
АФК в клетках, подвергшихся освещению на уста-
новке. В контрольных клетках (нет Фц и освеще-
ния) флуоресценция H2DCFDA при аналогичных 
параметрах измерения не регистрируются на ста-
тистически достоверном уровне. Повышенное по 
сравнению с контрольными клетками содержание 
АФК в освещенных клетках в отсутствие Фц мо-
жет быть обусловлено увеличением температуры 
установки (рис. 2Б) при длительной работе, а так-
же наличием в клетках эндогенных молекул пор-
фириновой природы, способных обеспечивать 
естественную фотосенсибилизацию.

Также мы показали, что установка дает одно-
родное освещение для всех лунок 96луночного 
планшета. На рис. 2Г представлена тепловая карта 
полученных нами значений выцветания химиче-
ской ловушки НДМА после освещения на уста-
новке в зависимости от положения лунок, содер-
жащих раствор Фц и имидазола. Добиться 
абсолютно одинаковых значений выцветания 
НДМА при оценке фотодинамического действия 
Фс невозможно в силу ряда причин, среди кото-
рых особенности конструкции светодиодов (инди-
видуальные характеристики полупроводникового 
кристалла обеспечивают некоторый разброс значе-
ний светимости) и ошибка добавления компонен-

тов ловушки. Однако эти факторы приводят к слу-
чайным отклонениям, так что конечные значения 
выцветания должны распределяться нормальным 
образом вокруг среднего. На рис. 2Д приведена ги-
стограмма распределения значений выцветания 
НДМА при освещении планшета собранной уста-
новкой. При визуальной оценке гистограммы 
можно увидеть зависимость, характерную для нор-
мального распределения. Также оценка нормаль-
ности распределения была проведена аналитиче-
ски с помощью теста Колмогорова-Смирнова. 
В данном тесте за нулевую гипотезу принимается 
гипотеза о нормальности распределения, при зна-
чениях р-критерия ниже 0,05 эта гипотеза отверга-
ется. Мы получили значение р-критерия 0,52, что 
говорит о случайном характере отклонений полу-
ченных нами величин от среднего. Исходя из при-
веденных выше данных, можно сделать вывод 
о равномерности освещения всех лунок 96-луноч-
ного планшета на собранной нами установке.

Заключение
Нами предложена сборка осветительной уста-

новки для МТТ-тестов в 96-луночном культураль-
ном планшете. Мы показали, что при освещении 
клеточных культур линий НЕК-293 и А431 на дан-
ной установке в присутствии Фц наблюдается ток-
сический эффект, обусловленный реакцией фото-
сенсибилизации и образованием АФК. Также мы 
показали, что собранная нами установка обеспечи-
вает равномерное освещение всех лунок планшета. 
Таким образом, эта установка может использовать-
ся для изучения действия новых Фс in vitro.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 

УДК 612.1+616.002+616.002.2

Динамика развития системной воспалительной реакции 
и нарушение эндотелий-зависимой вазодилатации  

церебральных артерий
И.Б. Соколова , В.Н. Шуваева* 
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Системное хроническое воспаление (СХВ) может развиться вследствие сахарного диабе-
та, ишемической болезни сердца, атеросклероза, аутоиммунных заболеваний, почечных, 
печеночных, легочных патологий, онкологии и т.д. В ходе пандемии COVID-19 были 
получены наглядные доказательства того, что воспаление повреждает эндотелиальные 
клетки сосудистой стенки с последующим нарушением микроциркуляции. К настояще-
му времени не выяснены механизмы, приводящие к патологическим изменениям в го-
ловном мозге на фоне СХВ. В настоящей работе было исследовано, как отражается раз-
витие системного воспаления на вазодилататорной функции церебральных артерий. 
Моделирование СХВ было основано на общепринятой модели лигирования и перфора-
ции слепой кишки, которая заключается в перевязке слепой кишки под илеоцекальным 
клапаном и ее проколе с помощью иглы. Для характеристики полученной модели СХВ 
у животных фиксировали изменение массы тела и артериального давления, анализиро-
вали уровень лейкоцитов, скорость оседания эритроцитов, показатель гематокрита 
и степень агрегации эритроцитов в артериальной крови, количество десквамированных 
эндотелиальных клеток в венозной крови. Исследование плотности сосудистой сети пи-
альной оболочки и реактивности артерий проводили методом прижизненной визуализа-
ции микрососудистого русла. Оценивали число сосудов на единицу площади и измене-
ние диаметра артерий под воздействием вазоактивных веществ: аминогуанидина 
(блокатор индуцибельной NO-синтазы) и ацетилхолина. В период с 7-х сут до 3-х мес. 
после начала СХВ уровень лейкоцитов в крови крыс увеличивался в 1,7–2,1 раза по 
сравнению с контролем. Число десквамированных эндотелиальных клеток увеличилось 
в 1,8 раза относительно контроля. Агрегируемость эритроцитов повысилась в среднем 
в 1,3 раза. Плотность сосудистой сети пиальной оболочки уменьшилась в среднем 
в 1,7 раза. В 1,6–3,1 раза увеличилось число констрикций пиальных артерий под воздей-
ствием аминогуанидина. В 1,8–4,9 раза снизилось число расширившихся артерий под 
воздействием ацетилхолина. Таким, образом, развитие СХВ в течение 3 мес. приводит 
к уменьшению плотности церебральной сосудистой сети и ухудшению вазомоторной 
функции эндотелиальных клеток мозговых артерий.

Ключевые слова: системное хроническое воспаление, головной мозг, микроциркуляция, цере-
бральные артерии, лейкоциты, эндотелиальные клетки, степень агрегации эритроцитов
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Введение
Системное хроническое воспаление (СХВ) мо-

жет развиться вследствие сахарного диабета, ише-
мической болезни сердца (ИБС), атеросклероза, 
аутоиммунных заболеваний, почечных, печеноч-
ных, легочных патологий, онкологии и т. д. [1–3]. 
СХВ может стать следствием плохо вылеченных 
травм или послеоперационных осложнений [4]. 
СХВ – неотъемлемый процесс старения организ-
ма [5]. Если больной успешно преодолевает 

острую стадию воспаления, то последствия будут 
сопровождать его многое месяцы. У больных после 
перенесенного сепсиса или системного воспале-
ния другой этиологии отмечали нарушение когни-
тивных функций и повышение риска развития де-
менции [6, 7]. СХВ усугубляет течение таких 
мозговых дисфункций, как болезнь Альцгейме-
ра [8]. Показано, что через несколько дней после 
инициирования системного воспаления в ткани 
головного мозга подопытных животных повыша-
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ется уровень провоспалительных цитокинов, ин-
дуцибельной NO-синтазы (iNOS) и радикалов 
окислительного стресса [9, 10]. В головном мозге 
фиксировали активацию микроглии, развитие 
нейровоспалительной реакции [11, 12]. Однако 
механизмы нарушения микроциркуляции в голов-
ном мозге при СХВ остаются малоизученными. 
В ходе пандемии COVID были получены нагляд-
ные доказательства того, что воспаление повреж-
дает эндотелиальные клетки сосудистой стенки 
с последующим нарушением микроциркуляции. 
Если в нейроваскулярной единице нарушены со-
судистые функции, то, неизбежно, будут страдать 
и функции нейрона. В связи с этим необходимо 
исследовать патологические изменения циркуля-
ции в головном мозге при развитии СХВ, т. к. на-
рушение церебрального кровоснабжения приводит 
к развитию ишемических и лакунарных инсультов, 
когнитивному диссонансу, ускорению атероскле-
ротических процессов.

Целью настоящей работы стало исследование 
отражения развития СХВ на вазодилататорной 
функции церебральных артерий.

Материалы и методы
Животные. Эксперименты проведены на кры-

сах-самцах Wistar из центра коллективного пользо-
вания «Биоколлекция ИФ РАН для исследования 
интегративных механизмов деятельности нервной 
и висцеральных систем» (г. Санкт-Петербург)  
согласно этическим стандартам, утвержденным 
правовыми актами РФ, принципам Базельской де-
кларации и рекомендациям Комиссии по контро-
лю над содержанием и использованием лабора-
торных животных при Институте физиологии 
имени И.П. Павлова РАН (протокол № 10/16 от 
16.10.2023). Крыс содержали в стандартных усло-
виях вивария при искусственном освещении (12 ч 
свет/12 ч темнота) по 6 особей в клетках Т4 при 
свободном доступе к воде и пище (брикетирован-
ный комбикорм ЛБК-120 ГОСТ Р 51850-2001; ЗАО 
«Тосненский комбикормовый завод», Россия).

В начале эксперимента возраст животных со-
ставлял 3 мес. и, соответственно, в конце – 6 мес. 
При статистической обработке данных в качестве 
контрольных значений использовали результаты, 
полученные на интактных крысах в возрасте 6 мес. 
Мы сочли возможным использовать только одну 
контрольную группу, поскольку предварительны-
ми экспериментами было установлено, что разни-
ца в изменении реактивности пиальных артерий 
на воздействие ацетилхолина между 3- и 6-месяч-
ными животными не так велика, а на воздействие 
аминогуанидина статистически незначима. Дила-
таторная реакция пиальных артерий на ацетилхо-
лин у 3-месячных крыс более выражена, чем 
у 6-месячных. Следовательно, если мы получаем 
статистически значимую разницу между крысами 
на 7-е, 30-е и 60-е сут после начала СХВ (возраст 

крыс при этом составляет 3, 4 и 5 мес.) и контроль-
ными 6-месячными животными, то и с более мо-
лодым контролем будут значимые различия.

Модель СХВ. Моделирование СХВ было осно-
вано на общепринятой модели лигирования и пер-
форации слепой кишки (Cecal Ligation and Punc-
ture, CLP) [13], которая заключается в перевязке 
слепой кишки под илеоцекальным клапаном и ее 
проколе с помощью иглы. Предварительная стадия 
работы была посвящена экспериментальному под-
бору длины перевязанной кишки и диаметру про-
кола с тем, чтобы животные переживали CLP не 
менее чем на полгода. Подобранная эксперимен-
тальным путем длина перевязанной слепой кишки 
составляла 2 см, два прокола в данном фрагменте 
производились иглой диаметром 0,7 мм. Таким об-
разом, нам удалось смоделировать СХВ в организ-
ме крысы.

Для характеристики полученной модели СХВ 
у животных фиксировали массу тела, артериаль-
ное давление (АД) прямым измерением через ка-
тетер в бедренной артерии, соединенный с датчи-
ком DTXPlusTM (Argon Critical Care Systems, 
Сингапур), подключенным к компьютеру, работа-
ющему с оригинальной программой визуализации 
значений АД; анализировали уровень лейкоцитов, 
скорость оседания эритроцитов (СОЭ), количе-
ство десквамированных эндотелиальных клеток 
(ЭК) в венозной крови [14], показатель гемато-
крита (Ht) и степень агрегации эритроцитов 
(САЭ) [15]. Ht определяли центрифугированием 
при 1200 g в градуированных капиллярах, САЭ – 
в стандартизованной по Ht (40 об.%) артериаль-
ной крови в камере Горяева как отношение числа 
агрегированных клеток к их общему числу в 1 мм3 
крови. Уровень лейкоцитов и СОЭ определяли 
в артериальной крови, взятой из сонной артерии 
на 3, 7, 21, 30, 60 и 90 сут после CLP по стандарт-
ным методикам, описанным в «Лабораторных ме-
тодах исследования» Предтеченского и соавт. [16], 
а другие вышеназванные показатели – на 30 
и 90 сут. Забор крови в объеме 3 мл проводили че-
рез канюлю в сонной артерии или яремной вене 
в пробирку с антикоагулянтом без использования 
шприца. Затем из этого объема отбирали пробы 
для проведения вышеназванных анализов.

Прижизненная микроскопия сенсомоторной 
коры головного мозга. Через 7, 30, 60 и 90 сут у крыс 
исследовали реактивность пиальных артерий на 
орошение поверхности мозга растворами аминогу-
анидина – блокатора iNOS (AG, Aminoguanidine 
hydrochloride, 1×103 М; Sigma-Aldrich, США) или 
ацетилхолина (ACh, Acetylcholine, 10-7 М; Sigma-
Aldrich, США) (по 5–6 крыс для оценки каждого 
вещества и каждого срока СХВ, по 6 контрольных 
животных). Для этого у наркотизированных крыс 
(внутрибрюшинно золетил в дозе 20 мг/кг; Virbac, 
Франция) производили трепанацию черепа в те-
менной области и удаляли твердую мозговую обо-
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лочку. Поверхность мозга непрерывно орошали 
раствором Кребса (в мМ: NaCl – 120,4; KCl – 5,9; 
NaHCО3 – 15,5; MgCl2 – 1,2; CaCl2 – 2,5; 
NaH2PO4 – 1,2; глюкоза – 11,5; pH – 7,4), аэриро-
ванного карбогеном. Раствор для орошения, как и 
все другие применяемые растворы, в течение всего 
эксперимента содержали в медицинском водяном 
термостате (TW-2; SIA «ELMI», Латвия) при тем-
пературе +38°C. В течение всего опыта температу-
ру тела животного поддерживали на уровне 38°С, 
измеряли среднее АД. С помощью фотокамеры-
окуляра DCM-510 (Scopetek, Китай) для микро-
скопа MC-2ZOOM (Микромед, Россия) в компью-
терной программе фиксировали изображение 
всего фрагмента сосудистой сети и отдельных со-
судов. Увеличение на экране компьютера, опреде-
ленное с помощью стандартного объект-микроме-
тра (ЛОМО, Россия) составляло в первом случае 
100×, во втором – 200×. При увеличении 100× на 
статических изображениях с помощью компьютер-
ной программы для цитофотометрии «Photo M» 
(авторская разработка А. Черниговского, http://
www.t_lambda.chat.ru) подсчитывали число сосудов 
на определенной площади. По отношению числа 
сосудов к площади подсчета получали плотность 
сосудистой сети (ед/мкм2). Данная программа по-
зволяет автоматически определить площадь выде-
ленной области. За отдельный сосуд принимается 
участок сосудистого дерева между бифуркациями. 
Диаметры артерий определяли с помощью этой же 
программы при увеличении 200×. Степень дилата-
ции (ΔД) оценивали как разность между значения-
ми диаметра после (Д2) и до (Д1) воздействия вазо-
активного вещества относительно диаметра сосуда 
Д1 перед воздействием, %:

∆ = ⋅2 1

1

 –  
   100.

Д Д
Д

Д

Затем на поверхность мозга наносили AG (на 
12 мин) или ACh (на 8 мин) и фиксировали диаме-
тры тех же артерий. Если уменьшение или увеличе-
ние диаметра превышало 5%, то результат реакции 
считали значимым и включали в математическую 
обработку. Контролем служили крысы того же воз-
раста без хирургического вмешательства. Более 
подробно методика описана ранее [17].

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с применением программ 
Microsoft Excel 2003 и InStat 3.02 (GraphPad Soft-
ware Inc., США). Данные представлены в виде 
среднего арифметического значения и его ошиб-
ки. Сравнение двух групп – контроля и одной из 
точек СХВ – при нормальном распределении 
(проверка с помощью критерия Колмогорова-
Смирнова) проводили с использованием непарно-
го t-теста. Достоверным уровнем различий счита-
ли вероятность не менее 95% (р < 0,05).

Результаты и их обсуждение 
В течение первых 7 сут после CLP состояние 

животных было критическим, масса тела сни- 
жалась в среднем на 10% (с 418,6 ± 18,4 до 
376,0 ± 6,8 г, р < 0,01). В этот период смертность 
составляла около 30%. В течение последующих 
3 мес. погибали только отдельные особи. Уровень 
лейкоцитов повышался на 3-и сут после CLP 
в среднем в 2,7 раза относительно контрольных 
значений и не снижался в течение 3 мес. наблю-
дения (таблица). Количество ЭК, вязкость плаз-
мы и САЭ (таблица) увеличивались в течение 
1 мес. после CLP и оставались на таком же уровне 
в течение следующих 2 мес. СОЭ была выше кон-
трольных значений в среднем в 1,5 раза в течение 
первого месяца, затем понижалась до контроль-
ных значений. АД на 7-е сут, через 1, 2, 3 мес. со-
ставляло 120 ± 5, 130 ± 3, 125 ± 9, 133 ± 4 мм рт. ст. 

Таблица
Лейкоцитоз, агрегация эритроцитов и эндотелиальная дисфункция при развитии СХВ

Крысы 
в разные сроки 

СХВ

Показатели

Число лейкоцитов 
в 1 мм3 плазмы 

артериальной крови

Вязкость плазмы, 
относ. ед.

Степень агрегации эритроцитов – 
число агрегированных клеток, % 

к общему числу клеток в 1 мм3 

суспензии эритроцитов с Ht = 40 об.%

Число дескваминированных 
эндотелиальных клеток, 

ЭК*106/л плазмы венозной 
крови

3 сут 18542 ± 1061
7 сут 18579 ± 1510
21 сут 17856 ± 1274
1 мес. 18621 ± 2045 1,54 ± 0,08 67,4 ± 1,8 14,22 ± 1,15
2 мес. 17808 ± 2085
3 мес. 15214 ± 1578 1,53 ± 0,06 68,1 ± 2,0 13,44 ± 1,34
Контрольные 
крысы

1) 8731 ± 927*** 1 мес: 1,28 ± 0,04**
3 мес: 1,27 ± 0,05*

1 мес: 57,7 ± 2,6*
3 мес: 54,8 ± 3,0**

1 мес: 9,00 ± 1,06**
3 мес: 8,13 ± 0,39*

1) – в качестве контрольного значения взято среднее арифметическое по всем точкам измерения, поскольку между отдель-
ными результатами не было статистически значимой разницы.

Уровень достоверности различий контрольной группы относительно животных с СХВ: * – р < 0,05; ** – р < 0,01; *** – 
р < 0,001. Между группами животных в разные сроки развития СХВ статистически значимой разницы не выявлено.

http://www.t_lambda.chat.ru
http://www.t_lambda.chat.ru
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соответственно и статистически значимо не отли-
чалось от АД у контрольных крыс: 126 ± 4 мм рт. 
ст. Ht также в течение 3 мес. существенно не из-
менялся и соответствовал значениям у контроль-
ных животных.

О развитии воспаления в головном мозге на 
фоне СХВ мы можем судить только опосредованно 
по увеличенной констрикторной реакции пиаль-
ных артерий на воздействие AG (рис. 1). В литера-
туре AG позиционируется как селективный блока-
тор iNOS [18, 19]. Концентрации применяемых 
растворов AG варьируют от 10-4 до 10-3 М; AG вво-
дится как системно в течение нескольких дней, так 
и используется в качестве вазореактивного агента 
в острых опытах [18–20]. Результаты нашего ис-
следования показали, что на 7-е сут после CLP 
число сузившихся под воздействием AG пиальных 
артерий возрастает в 1,6–3,1 раза по сравнению с 
их числом в контрольной группе (рис. 1). В после-
дующие 3 мес. сохраняется примерно такое же со-
отношение. Следовательно, можно предположить, 
что дилатация пиальных артерий у животных с 
СХВ идет по эндотелий-независимому сигнально-
му пути с участием iNOS. iNOS считается одним из 
маркеров тканевого воспаления [21, 22]. По дан-
ным литературы при воспалении в головном мозге 
iNOS в основном экспрессируется воспалительны-
ми цитокинами, такими как интерлейкин-1β  
(IL-1β), фактором некроза опухоли α (TNF-α),  
интерфероном (IFN-γ), липосахаридами, а также 
макрофагами, астроцитами, активированной ми-
кроглией, эндотелиальными и гладкомышечными 
клетками стенки сосудов и др. [23].

На основании полученных результатов и дан-
ных литературы мы можем предположить, что в те-
чение 3 мес. после CLP в головном мозге крыс  
развивается хроническое воспаление. Высокое 

 содержание NO в ткани приводит к образованию 
пероксинитрита (ONOO-). В концентрациях, пре-
вышающих физиологический уровень, ONOO- 
оказывает токсическое действие, повреждая гем, 
ДНК, клеточные мембраны [24]. Следовательно, 
iNOS в ткани головного мозга может служить од-
ной из важнейших терапевтических мишеней при 
лечении СХВ.

Повышенный уровень лейкоцитов, увеличение 
вязкости плазмы и САЭ в крови при СХВ могут 
приводить к закупорке мелких сосудов и выведе-
нию их из системы микроциркуляции. Указывает-
ся, что микрореологические нарушения – в частно- 
сти, увеличение агрегируемости эритроцитов – 
приводят к нарушению переноса кислорода в тка-
ни, повышению коагуляции, стимуляции систем-
ного воспалительного ответа, что способствует 
формированию органной дисфункции. Высвобож-
дение кислорода из эритроцита и его диффузия 
в ткани зависят от САЭ, и протекает тем хуже, чем 
больше САЭ. Увеличение агрегации сопровождает-
ся уменьшением плотности капилляров и ростом 
сосудистого сопротивления [25].

В представленной экспериментальной работе 
было выявлено уменьшение плотности сосуди-
стой сети пиальной оболочки сенсомоторной 
коры головного мозга у крыс на 7-е сут после CLP 
в среднем в 1,7 раза по сравнению с контрольны-
ми животными (рис. 2). В последующие 3 мес. 
плотность сосудистой сети значимо не изменя-
лась. Можно констатировать, что при развитии 
СХВ в головном мозге происходит запустевание 
сосудистого русла и, следовательно, формируются 
ишемизированные участки ткани. При ряде пато-
логий, сопровождающихся ишемией головного 
мозга, в ткани наблюдали неоангиогенез [26]. Как 
показали наши результаты, даже через 3 мес. по-

Рис. 1. Констрикция пиальных артерий разных калибров под 
воздействием аминогуанидина. По оси ординат: число кон-
стригированных артерий, % от числа артерий соответствующе-
го диаметра. По оси абсцисс: время от начала эксперимента. 
Данные представлены в виде среднего арифметическо-
го ± ошибка среднего. *** – р < 0,001 для всех сроков наблюде-
ния относительно контроля.

Рис. 2. Плотность сосудистой сети пиальной оболочки сенсо-
моторной коры. По оси ординат: число сосудов на 1 мкм2 пло-
щади пиальной оболочки. По оси абсцисс: время от начала 
эксперимента. Данные представлены в виде среднего арифме-
тического ± ошибка среднего. *** – р < 0,001 для всех сроков 
наблюдения относительно контроля.
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сле запустевания сосудистой сети при СХВ не 
происходит активации ангиогенеза в ткани голов-
ного мозга. Таким образом, стимуляция неоангео-
генеза может быть еще одним терапевтическим 
подходом в лечении последствий СХВ.

При СХВ нарушаются не только структура це-
ребральной сосудистой сети, но и функциональная 
активность сосудистой стенки. Судить о вазомо-
торной функции эндотелиальных клеток мозговых 
артерий можно по дилататорной реакции этих со-
судов на воздействие ACh. В представленной рабо-
те мы показали, что эндотелий-зависимая дилата-
ция нарушается уже в первые 7 сут после CLP и не 
восстанавливается в течение последующих 3 мес. 
(рис. 3). Степень изменения диаметра артерий при 
воздействии ACh у всех экспериментальных живот-
ных была примерно одинаковой (данные не пока-
заны). О повреждении эндотелиального слоя сосу-
дистой стенки свидетельствует и увеличение числа 
десквамированных ЭК в венозной крови (таблица). 
Выявлена разница в характере изменения эндоте-
лий-зависимой дилатации у крупных артерий диа-
метром 60–80 мкм и самых мелких, диаметром ме-
нее 20 мкм. У крупных сосудов после CLP в период 
от 7 сут до 2 мес. дилататорная реакция на ACh со-
хранялась примерно на одном уровне. К третьему 
месяцу способность артерий диаметром 60–80 мкм 
к расширению значительно понижалась. У самых 
мелких артерий диаметром менее 20 мкм (уровень 
микроциркуляции) число дилатаций на воздей-
ствие ACh значительно уменьшалось через 1 мес. 
после моделирования СХВ, а затем постепенно по-
вышалось. Но в течение 3 мес. СХВ вазомоторная 
функция эндотелиальных клеток церебральных ар-
терий не восстановилась до уровня значений у кон-
трольных крыс. Паракринная функция эндотели-
альных клеток церебральных сосудов является 
определяющей для поддержания ауторегуляции 

мозгового кровотока [27], предотвращения тромбо-
образования, патологической клеточной пролифе-
рации и ремоделинга сосудистой сети [28]. При 
развитии воспалительной реакции эндотелиальные 
клетки сосудистой стенки, непосредственно кон-
тактирующие с кровью, одними из первых повреж-
даются провоспалительными цитокинами и макро-
фагами [29]. Следовательно, еще один необхо- 
димый этап терапии последствий СХВ – лечение 
эндотелиальной дисфункции.

Заключение
Результаты представленного исследования по-

казали, что в течение 3 мес. после CLP в организме 
крыс развивалось системное хроническое воспале-
ние, которое сопровождалось повышением уровня 
лейкоцитов, увеличением вязкости плазмы и степе-
ни агрегации эритроцитов в крови. При этом в го-
ловном мозге животных было отмечено увеличение 
констрикторной реакции пиальных артерий на воз-
действие аминогуанидина, что опосредованно ука-
зывает на развитие воспалительной реакции и в тка-
ни головного мозга. Изменения в формуле крови 
могут приводить к закупорке мелких сосудов и вы-
ведению их из системы микроциркуляции, в том 
числе и в головном мозге. Плотность сосудистой 
сети пиальной оболочки у крыс с СХВ в первые 7 сут 
после CLP была в среднем в 1,7 раза меньше, чем 
у здоровых крыс и в течение 3 мес. не происходило 
активации тканевого ангиогенеза. Уменьшение 
плотности сосудистой сети при СХВ приводит 
к формированию в ткани головного мозга ишемизи-
рованных участков. СХВ негативно отразилось и на 
функциональной активности церебральных арте-
рий: эндотелий-зависимая дилатация нарушалась 
уже в первые 7 сут после CLP и не восстанавлива-
лась в течение последующих 3 мес. Таким образом, 
развитие СХВ приводит к уменьшению плотности 
церебральной сосудистой сети и ухудшению вазомо-
торной функции эндотелиальных клеток мозговых 
артерий. Изменения в структуре и реактивности це-
ребральных артерий могут нарушать мозговую ауто-
регуляцию и метаболический обмен. 

Работа поддержана средствами федерального 
бюджета в рамках государственного задания 
ФГБУН Институт физиологии им. И.П.Павлова 
РАН (№1021062411784-3-3.1.8). Все процедуры, 
выполненные на животных, соответствовали эти-
ческим стандартам, утвержденным правовыми ак-
тами РФ, принципам Базельской декларации 
и одобрены Комиссией по контролю за содержа-
нием и использованием лабораторных животных 
при Институте физиологии имени И.П. Павлова 
РАН (протокол № 10/16 от 16.10.2023). Все между-
народные, национальные и/или институциональ-
ные принципы содержания и использования жи-
вотных были соблюдены. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов. 

Рис. 3. Дилатация пиальных артерий разных калибров на воз-
действие ацетилхолина. По оси ординат: число дилатирован-
ных артерий, % от числа сосудов соответствующего диаметра. 
По оси абсцисс: время от начала эксперимента. Данные пред-
ставлены в виде среднего арифметического ± ошибка средне-
го. ** – р < 0,01, *** – р < 0,001 для всех сроков наблюдения 
относительно контроля.
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СИСТЕМНАЯ ВОСПАЛИТЕЛЬНАЯ РЕАКЦИЯ И ВАЗОДИЛАТАЦИЯ ЦЕРЕБРАЛЬНЫХ АРТЕРИЙ

RESEARCH ARTICLE

Dynamics of development of the systemic inflammatory response 
and disruption of endothelium-dependent vasodilation of cerebral arteries

I.B. Sokolova , V.N. Shuvaeva* 

Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, Makarov emb., 6, St. Petersburg, 199034, Russia
*e-mail: shuvaevavn@infran.ru

Systemic chronic inflammation (SCI) can develop due to diabetes mellitus, coronary artery 
disease, atherosclerosis, autoimmune diseases, kidney, liver, and lung pathologies, cancer, etc. 
During the COVID-19 pandemic, there was clear evidence showing that inflammation damages 
endothelial cells of the vascular wall, leading to impaired microcirculation. Currently, the 
mechanisms causing pathological changes in the brain amid SCI are still unclear. In this work, 
we investigated how systemic inflammation affects the vasodilatory function of cerebral arteries. 
SCI was modeled using the well-established cecal ligation and puncture model, which involves 
tying off the cecum below the ileocecal valve and puncturing it with a needle. For characterizing 
the SCI model in animals, we recorded changes in body weight, blood pressure, and analyzed 
levels of leukocytes, ESR, hematocrit, erythrocyte aggregation in arterial blood, and the number 
of desquamated endothelial cells in venous blood. The density of the vascular network in the pial 
membrane and arterial reactivity was studied using in vivo microvascular imaging. The number 
of vessels per unit area and changes in arterial diameter under the influence of vasoactive 
substances – aminoguanidine (an inducible NO-synthase inhibitor) and acetylcholine – were 
measured. From 7 days to 3 months after the onset of SCI, leukocyte levels in rat blood 
increased by 2.1–1.7 times compared to the control group. The number of desquamated 
endothelial cells increased by 1.8 times compared to the control. Erythrocyte aggregation rose by 
an average of 1.3 times. The density of the vascular network in the pial membrane decreased by 
an average of 1.7 times. The number of constrictions in pial arteries induced by aminoguanidine 
increased by 1.5 to 3.7 times. The number of arteries that expanded in response to acetylcholine 
decreased by 1.8 to 4.9 times. Thus, SCI over a period of three months leads to a decrease in the 
density of the cerebral vascular network and a deterioration in the vasomotor function of 
endothelial cells in cerebral arteries.

Keywords: systemic chronic inflammation, brain, microcirculation, cerebral arteries, leukocytes, 
endothelial cells, erythrocyte aggregation
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Гель-электрофорез как метод классификации ингибиторов 
поли(АДФ-рибоза)-полимераз 1 и 2

А.А. Лобанова1, *, А.Н. Коровина1, Д.О. Кошкина1, П.А. Черникова1, А.В. Феофанов1 , 
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Поли(АДФ-рибоза)-полимеразы 1 и 2 (PARP1 и PARP2) играют важную роль в репара-
ции повреждений ДНК в клетке, а их ингибирование применяется для лечения некото-
рых онкологических заболеваний. Ведутся активные разработки новых ингибиторов 
PARP и изучение механизмов их действия. В настоящей работе на примере ингибиторов 
талазопариба, олапариба и велипариба показано, что электрофорез в полиакриламид-
ном геле комплексов ДНК с PARP1 и PARP2 в присутствии ингибиторов позволяет выя-
вить их влияние на сродство ферментов к ДНК, а после добавления субстрата НАД+ – 
оценить эффективность ингибирования каталитической активности ферментов. Учет 
данных механизмов действия важен для поиска новых ингибиторов PARP1 и PARP2.

Ключевые слова: PARP, ингибиторы, электрофорез, талазопариб, олапариб, велипариб

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-4-10

Введение
Ядерные белки поли(АДФ-рибозо)-полиме- 

разы 1 и 2 (poly(ADP-ribose) polymerases 1 and 2, 
PARP1 и PARP2) являются важными компонента-
ми систем репарации ДНК [1–4]. Эти ферменты, 
связываясь с разрывами ДНК, активируются и на-
чинают синтезировать полимеры АДФ-рибозы 
(poly(ADP-ribose), PAR) путем модификации соб-
ственной молекулы и/или соседних белков, ис-
пользуя в качестве донора АДФ-рибозильных 
групп НАД+ [1, 5]. За счет большого отрицательно-
го заряда PAR деконденсируют хроматин в местах 
повреждений и привлекают факторы репарации 
ДНК, создавая условия для устранения поврежде-
ний ДНК [6–8]. Геном опухолевых клеток нестаби-
лен, он нуждается в активной системе репарации 
для поддержания целостности ДНК [9]. При разви-
тии онкологических заболеваний высокая актив-
ность белков PARP дает опухолевым клеткам преи-
мущество в выживании и повышает устойчивость 
к проводимой терапии [10]. Несколько синтетиче-
ских ингибиторов PARP были одобрены для лече-
ния онкологических заболеваний [11]. Они пред-
ставляют собой низкомолекулярные соединения, 

ингибирующие каталитическую активность PARP1 
и/или PARP2 за счет конкуренции с субстратом 
НАД+ за связывание в активном центре [12–16]. 
Известно, что применяемые в клинике ингибиторы 
способны влиять как на каталитическую актив-
ность PARP1 и PARP2, так и на их способность 
связываться с ДНК [17]. На связывание PARP 
с ДНК ингибиторы действуют по-разному в зави-
симости от их структуры и характера связывания 
в каталитическом домене белка. Соответственно, 
ингибиторы подразделяются на три типа: усилива-
ющие сродство PARP к ДНК (I тип), не оказываю-
щие влияния на ДНК-связывающую активность 
белка (II тип) и уменьшающие сродство PARP 
к ДНК (III тип) [13]. Например, установлено, что 
применяемые в клинике талазопариб и олапариб 
в отношении PARP1 являются ингибиторами 
II типа, а в отношении PARP2 – I типа, в то время 
как велипариб действует на оба фермента как инги-
битор III типа [14].

Ингибиторы, которые действуют по I или 
II типу (такие, как олапариб), способны избира-
тельно и эффективно блокировать PARP [18], но их 
применение часто осложняется повышенной ток-
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сичностью и развитием резистентности [19–21]. 
Ингибиторы III типа характеризуются более щадя-
щим воздействием на организм. С учетом данных о 
том, что ингибирование PARP2 является гемато-
токсичным [22], ведется поиск селективных инги-
биторов PARP1.

Таким образом, при разработке новых ингиби-
торов, направленных на PARP1, требуется класси-
фикация тестируемых соединений по механизмам 
действия, которую в настоящее время проводят 
главным образом с применением методов поляри-
зации флуоресценции и поверхностного плаз- 
монного резонанса [13, 14]. Ранее при изучении  
взаимодействий нуклеосом с PARP1 и его ингиби-
торами нами было показано, что дополнительными 
перспективными методами определения типа инги-
биторов этого фермента являются микроскопия 
одиночных частиц на основе Ферстеровского резо-
нансного переноса энергии и электрофорез в поли-
акриламидном геле в нативных условиях [23]. 

В настоящей работе мы сообщаем, что для 
классификации ингибиторов белков PARP может 
быть использован простой и надежный метод 
гель-электрофореза [23–26] с использованием 
ДНК с тупыми концами в качестве активатора 
фермента, причем метод применим также для 
классификации ингибиторов PARP2.

Материалы и методы
ДНК. Двуцепочечную ДНК длиной 187 п.н. 

получали методом полимеразной цепной реакции 
с использованием плазмиды pTZ57R и олигону-
клеотидов (с включенной в состав обратного 
праймера флуоресцентной меткой Су5):

Прямой праймер: 5’-AAGCGACACCGGCAC
T G G G C C C G G T T C G C G C Т C C C G C C T 
TCCGTGTGTTGTCGTCTCTCGGGCGT-3’;

Обратный праймер: 5’-AACCATGATGGGCA
CTGGGTACCCCAGGGACTTGAAG TAATAAG
GACGGAGGGCCTCTTTCAACATCGATGCACG
G[Cy5-dT]GGTTAG-3’ (Lumiprobe, Россия). 

Экспрессия и очистка белков PARP1 и PARP2. 
Рекомбинантный белок PARP1 получали, как опи-
сано ранее [27]. Рекомбинантный белок PARP2, 
используя методику [28], экспрессировали в бакте-
риальной системе в клетках Escherichia coli штамма 
Rosetta 2 (DE3) pLysS, используя плазмиду pET-28-
PARP2, несущую ген PARP2 человека и гексаги-
стидиновый тэг на N-конце. Клетки растили в сре-
де Лурии-Бертани с 10 мМ бензамида и 50 мкг/мл 
канамицина 4–6 ч до достижения оптической 
плотности при 600 нм 0,5–0,8 опт.ед./см, выдержи-
вали на льду 1 ч, индуцировали экспрессию PARP2 
добавкой изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида 
(0,2 мМ) и ZnCl2 (100 мкМ), а затем инкубировали 
18 ч при 16°С. Клетки осаждали центрифугирова-
нием (3200 g, 30 мин при 4°С), а осадок ресуспен-
дировали при 4°С в буфере, содержащем 25 мМ 
HEPES (pH 8,0), 500 мМ NaCl, 0,5 мМ трис(2-кар- 

боксиэтил)фосфина (tris(2-carboxyethyl)phosphine, 
TCEP) и 10 мМ бензамида. Клетки лизировали 
френч-прессом в присутствии 1 мМ фенилметил-
сульфонил фторида (phenylmethylsulfonyl fluoride, 
PMSF), 1 мМ бензамидина и смеси ингибиторов 
протеаз А (0,5 мкг/мл лейпептина, 0,7 мкг/мл  
пепстатина А, 0,5 мкг/мл антипаина, смесь инги-
биторов протеаз P2714; Sigma, США). Лизат цен-
трифугировали 1 ч при 18000 g, а собранный су-
пернатант фильтровали через фильтр с диаметром 
пор 0,22 мкм.

PARP2 предварительно очищали методом ме-
талл-аффинной хроматографии на хроматографе 
AKTA Purifier (Cytiva, США) с колонкой HiTraр 
Chelating HP (Cytiva, США), содержавшей Ni2+-се- 
фарозу (GE Healthcare, США). Образец наносили 
на колонку (2 мл/мин) и промывали буфером А 
(25 мМ HEPES (pH 8,0), 0,5 мМ TCEP, 0,1% NP40, 
1 мМ бензамидина, 1 мМ PMSF, смесь ингибито-
ров протеаз А) с 20 мМ имидазола, содержавшим 
0,5 М, затем 1М и затем 0,5 М NaCl. PARP2 элюи-
ровали буфером А с 0,5 М NaCl и 250 мМ имидазо-
ла. Элюат разбавляли буфером Б (50 мМ Tris-HCl 
(pH 7,0), 1 мМ EDTA, 1 мМ PMSF, 1 мМ бензами-
дин, 0,1 мМ TCEP), понижая концентрацию NaCl 
до 0,2 М, и подвергали очистке методом аффинной 
хроматографии на колонке с гепарином HiTrap 
Heparin HP (GE Healthcare, США). После промыв-
ки буфером Б с 0,2 М NaCl PARP2 элюировали 
с колонки градиентом NaCl (от 0,2 до 1 М в течение 
100 мин) в буфере Б. Собранные фракции, содер-
жавшие целевой белок по данным денатурирующе-
го гель-электрофореза, объединяли и концентриро-
вали с помощью концентратора Amicon Ultra 
(Merck, Германия) c фильтром на 50 кДа, центри-
фугируя раствор 6500 g, при 4°С. Для удаления твер-
дых частиц раствор центрифугировали при 10000 g.

Окончательно PARP2 очищали методом гель-
фильтрации на колонке HiPrep 16/60 Sephac- 
ryls-200 HR (Cytiva, США), элюируя его буфером 
(25 мМ HEPES pH 8,0, 150 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 
0,1 мМ TCEP) со скоростью 0,3 мл/мин. Фрак-
ции, содержавшие белок по данным денатурирую-
щего гель-электрофореза, объединяли и концен-
трировали центрифугированием при 13800 g. 
Белок разбавляли в два раза буфером (40 мМ 
HEPES (pH 8,0), 300 мМ NaCl, 0,2 мМ TCEP, 80% 
глицерина, 0,3 мМ ZnCl2), замораживали в жид-
ком азоте и хранили при -80°С.

Ингибиторы. Талазопариб, олапариб и вели-
париб (Selleck, США) растворяли в ДМСО в кон-
центрации 10 мМ и хранили при температу- 
ре -20°C. 

Подготовка образцов для электрофореза. Все 
исследования проводили в буфере, содержащем 
50 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 40 мМ NaCl, 0,3 мМ 
ZnCl2 и 1 мМ β-меркаптоэтанол (ранее была пока-
зана важность использования ионов Zn2+ для ис-
следования PARP2 [29]).
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ДНК (10 нМ) инкубировали с PARP1 (25 нМ) 
или PARP2 (50 нМ) в течение 20 мин при 25°С. 
Для запуска реакции поли(АДФ-рибозил)ирова-
ния в пробу добавляли 100 мкМ НАД+ (Merck, 
Германия) и инкубировали смесь в течение 45 мин 
при 25°С. 

В экспериментах с ингибиторами PARP1 или 
PARP2 образцы преинкубировали с олапарибом 
(1, 10 или 20 мкМ), велипарибом (1, 5 или 
15 мкМ) или талазопарибом (0,5 или 1 мкМ) в те-
чение 15 мин при 25°C и затем инкубировали 
с ДНК и НАД+, как описано выше. Содержание 
ДМСО в реакционной смеси не превышало 0,2%.

Электрофорез в нативных условиях. Для элек-
трофореза в нативных условиях готовили 4%-ный 
полиакриламидный гель в 0,2×буфере ТВЕ (3,6 мМ 
Tris-HCl (pH 7,5), 3,6 мМ H3BО3, 0,08 мМ ЭДТА). 
Предварительный электрофорез (без проб) прово-
дили при напряжении 140 В и температуре 4°С, 
пока сила тока не снижалась до 5–8 мА. Затем 
в лунки вносили пробы с предварительно добав-
ленной сахарозой (5% конечная концентрация) 
и проводили электрофорез при 120 В (4°С) в тече-
ние 60 мин. Гели сканировали лазерным флуорес-
центным сканером Amersham Typhoon RGB (GE 
Healthcare, США), возбуждая и регистрируя флуо-
ресценцию красителя Су5 в составе ДНК. 

Результаты и обсуждение
Анализ взаимодействий PARP1 и PARP2 с ДНК 

методом гель-электрофореза. Образование ком-
плексов ДНК с PARP1 и PARP2 оценивали по из-
менению электрофоретической подвижности 
ДНК в полиакриламидном геле в нативных усло-
виях, детектируя флуоресценцию Су5-меченной 
ДНК (свободной и в комплексе с белком). 

Измерение электрофоретической подвижно-
сти ДНК в присутствии белков PARP показало, 
что PARP1 и PARP2 концентрационно-зависи-
мым образом взаимодействуют с ДНК. При кон-
центрации PARP1 25 нМ (рис. 1А, дорожка 2) 
в геле наблюдается появление трех полос, соответ-

ствующих комплексам ДНК–PARP1. Как было 
показано ранее [30], данные полосы соответству-
ют комплексам с различным числом молекул 
PARP1, в которых на молекулу ДНК приходится 
от одной до трех молекул PARP1. При концентра-
ции PARP1 40 нМ разделение смеси на комплексы 
с фиксированной стехиометрией ухудшается, по-
видимому, из-за связывания дополнительных мо-
лекул PARP1 и взаимодействия комплексов между 
собой (рис. 1А, дорожка 3). При концентрации 
≥60 нМ большая часть комплексов переходит в са-
моассоциаты с низкой подвижностью в геле 
(рис. 1А, дорожка 4). Образование самоассоциатов 
может быть связано с установленной способно-
стью комплексов PARP1 с ДНК формировать кон-
денсаты за счет взаимодействия молекул PARP1, 
связавшихся на концах разных молекул ДНК [31]. 
Концентрационно-зависимое образование ком-
плексов естественно сопровождается уменьшени-
ем интенсивности полосы свободной ДНК в геле. 
Для дальнейших экспериментов с ингибиторами 
была выбрана концентрация PARP1 25 нМ, при 
которой на электрофореграмме видны узкие четко 
изолированные полосы комплексов. 

Аналогично был проведен подбор условий ком-
плексообразования для белка PARP2. При концен-
трации PARP2 25–40 нМ происходит формирова-
ние одного-двух типов комплексов с ДНК, 
отличающихся по подвижности в геле (рис. 1Б, до-
рожки 2, 3). При концентрации PARP2 50 нМ обра-
зуется три типа комплекса (рис. 1Б, дорожка 4), 
а при 75 нМ наблюдается образование 5–6 типов 
комплексов, детектируемых как набор дискретных 
полос в геле (рис. 1Б, дорожка 5). Похожие резуль-
таты были получены ранее [24]. Размер PARP2 су-
щественно меньше, чем PARP1, что позволяет 
большему количеству молекул белка связаться с од-
ной молекулой ДНК. Кроме того, известно, что 
PARP2 при концентрациях около 100 нМ в присут-
ствии ДНК способен образовывать гомодиме-
ры [32]. Для дальнейших экспериментов был вы-
бран диапазон концентрации PARP2 25–50 нМ. 

Рис. 1. Исследование взаимодействия белков PARP1 и PARP2 с ДНК длиной 187 п.н. методом гель-электрофореза. А – электрофо-
рез в полиакриламидном геле ДНК (20 нМ), проинкубированной с PARP1 (25, 40 или 60 нМ) и НАД+ (100 мкМ), Б – электрофорез 
в полиакриламидном геле ДНК (20 нМ), проинкубированной с PARP2 (25, 40, 50 или 75 нМ) и НАД+ (100 мкМ).
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Добавление НАД+ к комплексам ДНК–PARP 
запускает реакцию, сопровождающуюся авто-
поли(АДФ-рибозил)ированием самих ферментов. 
Образование отрицательно заряженных цепей PAR 
на поверхности PARP1 и PARP2 приводит к умень-
шению сродства белков к ДНК и их диссоциации, 
что регистрируется в геле как исчезновение полос 
комплексов и восстановление полосы свободной 
ДНК – рис. 1А (дорожка 5), рис. 1Б (дорожка 6).

Очевидно, что влияние ингибиторов на срод-
ство PARP1 и PARP2 к ДНК должно приводить 
к изменению интенсивностей полос свободной 
ДНК и комплексов ДНК с ферментами в геле 
в отсутствие НАД+, а подавление реакции 
поли(АДФ-рибозил)ирования ингибиторами долж- 
но влиять на степень высвобождения свободной 
ДНК из комплексов в присутствии НАД+. 

Классификация ингибиторов PARP методом 
гель-электрофореза. Исследованы три ингибитора 
PARP: олапариб, талазопариб и велипариб, кото-
рые отличаются по влиянию на сродство PARP1 
с хроматином в клетке [1, 13, 33]. Диапазон кон-
центраций ингибиторов выбирали, исходя из ра-
нее полученных нами данных [23].

Анализ данных гель-электрофореза показыва-
ет, что талазопариб в концентрации 0,5 и 1 мкМ не 
влияет на связывание PARP1 с ДНК (рис. 2Г, до-
рожки 3, 4), но блокирует НАД+-опосредованную 
диссоциацию комплексов ДНК–PARP1 (рис. 2Г, 
дорожки 6, 7), что указывает на эффективное по-
давление каталитической активности фермента 
талазопарибом в этих концентрациях. Согласно 
этим данным, талазопариб является ингибитором 
PARP1 II типа.

Рис. 2. Влияние ингибиторов на связывание PARP1 и PARP2 с ДНК до и после инкубации с НАД+. А, Б, В – Структурные фор-
мулы талазопариба, олапариба и велипариба. Г, Е, З – Анализ электрофоретической подвижности ДНК (20 нМ) и ее комплексов 
с PARP1 (25 нМ) в присутствии НАД+ (100 мкМ) и ингибиторов: талазопариба (0,5 и 1 мкМ); олапариба (1 и 10 мкМ) и велипа-
риба (1 и 5 мкМ). Д, Ж, И – Анализ электрофоретической подвижности ДНК (20 нМ) и ее комплексов с PARP2 (25 нМ, 50 нМ 
и 50 нМ; Д, Ж и И) в присутствии НАД+ (100 мкМ) и ингибиторов: талазопариба (1 мкМ); олапариба (1 и 20 мкМ) и велипариба 
(1 и 15 мкМ).
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Талазопариб в концентрации 1 мкМ заметно 
усиливает образование комплексов PARP2 с ДНК 
(рис. 2Д, дорожка 3). При добавлении НАД+ 
в присутствии талазопариба комплексы PARP2 
с ДНК сохраняются, что свидетельствует о пода-
влении каталитической активности фермента 
и позволяет классифицировать талазопариб как 
ингибитор PARP2 I типа. 

По данным гель-электрофореза олапариб 
в концентрации 1 и 10 мкМ ингибирует каталити-
ческую активность PARP1 (рис. 2Е, дорожки 6, 7), 
не влияя на образование комплексов ДНК с PARP1 
(рис. 2Е, дорожки 3, 4). Это указывает на то, что 
олапариб является ингибитором PARP1 II типа. 

В случае PARP2 олапариб при концентрации 
1 и 20 мкМ усиливает образование комплексов 
фермента с ДНК, на что указывает уменьшение 
интенсивности полосы свободной ДНК и появле-
ние дополнительной полосы комплексов с низкой 
подвижностью в геле (рис. 2Ж, дорожки 3, 4). По-
сле добавления НАД+ к комплексам ДНК–PARP2 
в присутствии олапариба полоса комплексов 
с низкой подвижностью в геле исчезает, а интен-
сивность полосы свободной ДНК усиливается, 
свидетельствуя о диссоциации части комплексов 
вследствие авто-поли(АДФ-рибозил)ирования 
PARP2. Это согласуется с данными о том, что ола-
париб является более слабым ингибитором 

PARP2, чем талазопариб [15, 20, 21, 34]. Таким об-
разом, по данным гель-электрофореза олапариб 
относится к ингибиторам PARP2 I типа.

Велипариб при концентрациях 1 и 5 мкМ не 
оказывает заметного влияния на ДНК-связываю- 
щую активность PARP1 (рис. 2З, дорожки 3 и 4). 
В концентрации 1 мкМ велипариб не препятству-
ет высвобождению ДНК из комплексов с фермен-
том в результате НАД+-зависимой реакции авто-
поли(АДФ-рибозил)ирования PARP1 (рис. 2З, 
дорожка 6), но в концентрации 5 мкМ он немного 
затрудняет этот процесс (рис. 2З, дорожка 7), что 
согласуется с ранее полученными данными о том, 
что велипариб является более слабым ингибито-
ром PARP1, чем талазопариб [33, 35]. Таким обра-
зом, велипариб может быть отнесен к ингибито-
рам PARP1 II типа.

Велипариб в концентрации 1 мкМ не оказыва-
ет значительного влияния на связывание PARP2 
с ДНК, однако в концентрации 15 мкМ он заметно 
снижает образование комплексов ДНК–PARP2 
(рис. 2И, дорожки 3, 4). Добавление НАД+ к ком-
плексам ДНК–PARP2 в присутствии 15 мкМ вели-
париба не приводит к полному высвобождению 
ДНК из комплексов с ферментом (рис. 2И, дорож-
ка 6). С учетом данных гель-электрофореза велипа-
риб следует классифицировать как ингибитор 
PARP2 III типа.

Рис. 3. Классификация ингибиторов PARP1/2 с использованием метода гель-электрофоретического анализа комплексов  
белок–ДНК.
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Результаты исследований с применением ме-
тода гель-электрофореза талазопариба и олапариба 
согласуются с результатами, полученными метода-
ми поляризации флуоресценции и поверхностного 
плазмонного резонанса [13, 14]: для PARP1 данные 
соединения являются ингибиторами II типа, а для 
PARP2 – ингибиторами I типа.

Полученные нами данные методом гель-
электрофореза подтверждают выводы другого ис-
следования, в котором велипариб был отнесен 
к ингибиторам PARP2 III типа [14]. В тоже время 
исследования методом гель-электрофореза не по-
зволяют отнести велипариб к ингибиторам PARP1 
III типа, т.к. влияния велипариба на ДНК-свя- 
зывающую активность PARP1 не было обнаруже-
но. Таким образом, в настоящей работе было про-
демонстрировано, что для классификации 
ингибиторов PARP1 и PARP2 может быть исполь-
зован метод гель-электрофореза, в котором в ка-
честве субстрата и активатора фермента выступает 
двухцепочечный олигонуклеотид (рис. 3).

Заключение
Метод гель-электрофореза в нативных усло-

виях расширяет ограниченный набор методов, 
которые применимы для исследования механиз-
мов действия ингибиторов ферментов PARP1 
и PARP2, позволяя определить влияние ингиби-
торов на сродство ферментов с ДНК и на их ката-
литическую активность. 

Работа поддержана в рамках Междисципли-
нарных научно-образовательных школ Москов-
ского государственного университета (проект 
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учным фондом (проект № 19-74-30003; экспрес-
сия и очистка белков PARP1 и PARP2).
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Gel electrophoretic analysis of protein-DNA complexes 
to classify inhibitors of poly(ADP-ribose) polymerases 1 and 2
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Poly(ADP-ribose) polymerases 1 and 2 (PARP1 and PARP2) play an important role in repairing 
DNA, and their inhibition is being used to treat certain oncological diseases. New inhibitors of 
PARP are being actively developed and the mechanisms of their action are being studied. In the 
present work, using the inhibitors talazoparib, olaparib and veliparib, as example, it is shown 
that electrophoresis of DNA complexes with PARP1 and PARP2 in polyacrylamide gel in the 
presence of inhibitors makes it possible to identify the effect of inhibitors on the affinity of 
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enzymes to DNA, and after adding the NAD+ substrate, to evaluate the inhibition of the 
catalytic activity of enzymes. When selecting new inhibitors for biomedical research, it is 
important to consider these mechanisms of action against PARP1 and PARP2.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК: 581.55

Функциональные признаки растений и разнообразие  
субальпийских пестрокостровых лугов Северо-Западного Кавказа

С.Д. Варыбок1, В.Г. Онипченко1, 2, 3, * , Д.М. Гулов4 , Т.Г. Елумеева1 

1Биологический факультет, Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,  
Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12;
2Карачаево-Черкесский университет имени У.Д. Алиева,  
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*e-mail: vonipchenko@mail.ru

На примере субальпийских пестрокостровых лугов (ПКЛ) Северо-Западного Кавказа 
оценена роль функциональных признаков листа (площади, массы, удельной листовой 
поверхности, содержания воды) и высоты растений, а также эколого-ценотических 
CSR-стратегий Ф. Грайма для формирования состава сообщества и доминирования 
в нем растений. ПКЛ развиваются в условиях бесснежной зимы и глубокого промерза-
ния почв, служат уникальными пастбищами для высокогорных копытных. В работе про-
верена гипотеза, согласно которой значения функциональных признаков и стратегий 
растений на ПКЛ отличны от полученных ранее значений для других высокогорных фи-
тоценозов Кавказа в сторону большей выраженности стресс-толерантности (S) и руде-
ральности (R). Запасы надземной биомассы составляют 349 ± 15 г/м2. Все изученные 
признаки важны для отбора в состав сообщества: показатели размерных характеристик 
листа на ПКЛ в 10 раз ниже, чем в модельном фитоценозе. Доминированию в сообще-
стве способствуют более мелкие сухие и жесткие листья при большей функциональной 
высоте особи. Средние значения вклада С:S:R-стратегий составили 26:45:29%. Высокий 
вклад стресс-толерантной стратегии важен как для отбора видов в сообщество, так и для 
доминирования в нем. Высокое функциональное богатство зафиксировано по признаку 
содержания воды в листе, функциональная дивергенция высока только по размерным 
признакам листа. 

Ключевые слова: функциональные признаки, эколого-ценотические стратегии, функциональ-
ное разнообразие, субальпийские луга, надземная биомасса, удельная листовая поверхность

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-4-16

Введение
Одна из центральных задач современной эко-

логии – выявление зависимости механизмов из-
менения состава и структуры сообществ от их 
функционального разнообразия [1], оценка кото-
рого базируется на анализе функциональных при-
знаков растений [2]. Исследования в рамках 
функционального подхода позволят лучше пред-
сказывать динамику фитоценозов в ответ на ан-
тропогенное влияние [3], в том числе – на гло-
бальное изменение климата [4].

Чаще всего в качестве функциональных при-
знаков выступают признаки листа – например, 
размерные характеристики: площадь (LA, leaf 
area) и масса, удельная листовая поверхность 

(УЛП). Они изменчивы в широких пределах в за-
висимости от условий среды [5], а также позволя-
ют оценить эффективность поглощения и исполь-
зования ресурсов организмом [6]. Высота 
растения также – один из самых репрезентатив-
ных признаков [7], она играет важную роль в ис-
ходе конкуренции [8]. Комбинации признаков ха-
рактеризуют экологические CSR стратегии видов 
Раменского-Грайма: C – competitor, «конкурент», 
S – stress-tolerant, «стресс-толерант» и R – ruderal, 
«рудерал» [9]. Их вклад возможно количественно 
оценить на основании функциональных призна-
ков листьев [10]. 

В процессе описания функционального разно-
образия рассчитывают средние, средневзвешен-
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ные по участию (community weighted mean, CWM) 
и случайные средние значения. Последние – на 
основе предположения о том, что вид мог бы обла-
дать любым значением признака, встречающимся 
у видов региональной флоры. Сравнение среднего 
со случайным выявляет, важен ли признак для 
вхождения в состав сообщества. Сравнение сред-
них c CWM показывает, важен ли признак для до-
минирования вида в фитоценозе. Индексы функ-
ционального разнообразия: функциональные 
богатство (functional richness, FRic), выравнен-
ность (functional evenness, FEve), дивергенция 
(functional divergence, FDiv) связаны с характером 
распределения значений признаков в фитоцено-
зе [11, 12]. Они позволяют оценить относительное 
влияние среды на состав сообщества. Значитель-
ное влияние абиотических факторов приводит 
к конвергенции, схождению признаков, низким 
FDiv и FRic. Влияние биотических факторов при-
водит к локальному увеличению внутривидовой 
изменчивости и дивергенции, расхождению при-
знаков особей, высокому FDiv [13].

Удобный объект для исследования функцио-
нального разнообразия – высокогорные сообще-
ства. Они мало нарушены человеком, имеют  
богатый флористический состав и сомкнутую 
структуру, благодаря чему неоднородные условия 
среды обеспечивают высокую контрастность фи-
тоценозов [12, 14]. Однако функциональная 
структура данных сообществ относительно мало 
исследована [15]. Ранее в фитоценозах альпийско-
го пояса Кавказа были измерены функциональ-
ные признаки и оценены CSR-стратегии [15, 16]. 
Наравне с преобладанием видов S-стратегии, в не-
которых сообществах высок средний вклад как C-, 
так и R-стратегий. Показано, что функциональ-
ные признаки листьев важны как для возможно-
сти произрастания видов в составе альпийских со-
обществ, так и для доминирования в них [16]. 
Подобные работы в субальпийском поясе единич-
ны. Отмечено, что наравне с S-стратегией в неко-
торых сообществах высок вклад С-стратегии [8]. 
Пестрокостровые луга (ПКЛ) развиваются по на-
ветренным платообразным возвышенностям 
и крутым склонам южной экспозиции в уникаль-
ных для субальпийского пояса условиях: они не 
покрыты снегом в зимнее время, вследствие чего 
из-за глубокого промерзания почвы снижена ми-
кробиологическая активность и растения испыты-
вают недостаток элементов минерального пита-
ния (ЭМП). Также ПКЛ служат основными 
осенне-зимними и весенними пастбищами для ту-
ров, серн и оленей. Поедание фитомассы высоко-
горными копытными повышает интенсивность 
круговорота на ПКЛ, а оставленные продукты 
жизнедеятельности – продуктивность. В связи 
с этим мы рассматриваем гипотезу доминирова-
ния на ПКЛ видов стресс-толерантов наряду с от-
носительно большим участием рудералов. Цель 

настоящей работы – проверка этой гипотезы 
и оценка роли функциональных признаков ли-
стьев и высоты в формировании структуры су-
бальпийских ПКЛ, изучение параметров их функ-
ционального разнообразия. Для достижения цели 
поставлены задачи: 1) изучить состав надземной 
биомассы ПКЛ; 2) оценить роль CSR-стратегий 
и функциональных признаков листьев, а также 
высоты растений для формирования состава и до-
минирования видов на ПКЛ; 3) рассчитать пока-
затели функционального разнообразия для оцен-
ки влияния биотических и абиотических факторов 
на структуру ПКЛ.

Материалы и методы
Материал для исследования надземной фито-

массы собрали методом укосов на Северо-Запад-
ном Кавказе в 2021 и 2022 гг. с июля по август на 
территории Тебердинского национального парка 
в окрестностях г. Малая Хатипара. Вдоль трансект 
на высоте 2300–2600 м над уровнем моря преиму-
щественно в сообществах с преобладанием 
в структуре Bromus variegatus на случайных рассто-
яниях заложили 100 пробных площадок 25 × 25 см. 
С них срезали надземную биомассу, собрали мор-
тмассу, мхи и эпигейные лишайники и в свежем 
состоянии разобрали на соответствующие фрак-
ции, надземную биомассу – по видам сосудистых 
растений (определение видов произвели в каме-
ральных условиях). Номенклатура в работе дана 
согласно В.Г. Онипченко и А.С. Зернову [17].  
Пожелтевшие листья прибавили к биомассе соот-
ветствующего вида.

После разбора образцы поместили в бумаж-
ные пакеты и сушили пробы до постоянной мас-
сы (8–36 ч при 80°С). Затем взвесили на техниче-
ских весах (точность до 0,1 г), более мелкие 
образцы – на полуаналитических весах (точность 
до 0,0001 г). Все значения пересчитали на 
один м2. Рассчитали надземную фитомассу как 
сумму мортмассы, биомассы сосудистых расте-
ний, массы мхов и лишайников. На основе дан-
ных о составе биомассы рассмотрели ранговое 
распределение видов в сообществе по биомассе.

Функциональные признаки измерили соглас-
но международному протоколу [18]. Для каждого 
вида собрали не менее 10 хорошо развитых и не-
поврежденных листьев. Их в водонасыщенном со-
стоянии взвесили и отсканировали для определе-
ния LA, а после высушили при температуре 80°C 
не менее 6 ч до постоянной массы и вновь взвеси-
ли. УЛП (в см2/г) рассчитали как отношение LA 
к сухой массе листа. Высоту измерили 25 раз для 
каждого вида как кратчайшее расстояние от верх-
них хорошо развитых листьев до субстрата. Де-
тально методика измерений изложена ранее [8]. 
Для вычисления степени выраженности CSR-
стратегий для каждого вида использовали кальку-
лятор StrateFy [10]. 
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Рассчитали средние и средневзвешенные (по 
надземной биомассе видов) признаки и стратегии 
на 100 площадках сообщества. В среде R-Studio 4.3.1 
(R Core Team, 2021) также рассчитали случайные 
средние: имея данные с показателями для 443 вида 
высокогорной флоры Тебердинского националь-
ного парка, мы случайным образом выбрали из 
них значения для каждой площадки в соответ-
ствии с числом видов на ней и находили среднее. 
Возможность повторного выбора значения при-
знака или стратегии была исключена. Случайный 
выбор для всех 100 площадок провели 100 раз. За-
тем сравнили все 100 выборок случайных значе-
ний со средними с помощью непараметрического 
критерия Вилкоксона для сопряженных пар. Его 
же использовали при сравнении средних и сред-
невзвешенных, распределение которых также ча-
сто отличалось от нормального.

По всем площадкам и для каждого функцио-
нального признака в R-Studio 4.3.1 вычислили три 
показателя функционального разнообразия. Для 
расчета FRic, FEve использовали функцию ‘dbFD’ 
из пакета ‘FD’ [19]. FDiv рассчитали непосред-
ственно по формуле [11].

Для полученных случайных значений призна-
ков по 100 площадкам также вычислили FRic, 
FEve, FDiv. Структуру сообществ по биомассе на 

каждой площадке оставили неизменной. Затем 
сравнили полученные для модели 100 значений 
каждого индекса по всем признакам с наблюдае-
мым распределением показателей на ПКЛ с помо-
щью критерия Вилкоксона. 

Результаты
Надземная биомасса составила 349 ± 15 г/м2 

(среднее и его ошибка, n = 100, здесь и далее), 
мортмасса – 293 ± 17 г/м2, общая надземная фито-
масса – 664 ± 26 г/м2, масса эпигейных лишайни-
ков – 1,6 ± 0,7 г/м2 и мхов – 22,2 ± 4,44 г/м2. В со-
ставе фитомассы сосудистые растения составляли 
54,2 ± 1,5%, мортмасса – 42,9 ± 1,4%, мхи – 
2,9 ± 0,6%. Наибольшую долю мхов составил 
Rhytidium rugosum. Номенклатура дана согласно 
Е.А. Игнатовой и др. [20]. Печеночники не были 
встречены. ПКЛ принадлежат к злаково-разно-
травным лугам. Разнотравье образует около 
42,2 ± 2,0% надземной биомассы, злаки – 
27,4 ± 2,1%, осоки и ситники – 22,0 ± 1,8%, бобо-
вые – 7,2 ± 1,0%, древесные – 1,2 ± 0,6%.

Число видов сосудистых растений, отмеченных 
на укосных площадках, варьировало от 7 до 21, 
в среднем 11,7 ± 0,3. Максимальная биомасса на-
блюдается при большем, нежели среднее, числе  
видов. На ПКЛ отмечены 6 доминантов (видов,  

Рис. 1. Сравнение случайных (СЛ), средних (СР) и средневзвешенных (СВ) значений шести функциональных признаков: А – 
влажной массы листа, Б – сухой массы листа, В – площади листа, Г – высоты, Д – содержания воды в листе, Е – удельной ли-
стовой поверхности. Непересекающиеся буквы a, b, c показывают отличия по тесту Вилкоксона на уровне значимости p < 0,05, 
n = 100. Значения, не отличающиеся по тесту, отмечены одинаковыми буквами. Вертикальный отрезок (усы) показывает ошиб-
ку среднего. 
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образующих более 5% надземной массы – соглас-
но Т.А. Работнову [21]): Carex humilis (15,9%), 
Bromus variegatus (15,6%), Plantago atrata (8,9%), 
Scabiosa caucasica (8,7%), Calamagrostis arundinacea 
(5,7%), Festuca ovina (5,2%) и 38 редких видов, чей 
вклад в биомассу составил < 0,1% (для отдельных 
видов). У видов наблюдается схожесть значений 
биомассы, при этом в ранговом распределении 
изменение показателей неравномерно, а ступен-
чато, особенно у доминантов, распределенных 
попарно.

Средние значения размерных характеристик 
листа, УЛП, содержания воды в листе, высоты 
растений на ПКЛ ниже, чем случайные средние 
(рис. 1). При этом для размерных характеристик 
показатели различаются в 10 раз.

На ПКЛ преобладают стресс-толеранты со 
средним вкладом 45,5 ± 0,6%. Высокий вклад дан-
ной стратегии важен как для отбора в сообще-
ство, так и для доминирования в нем (рис. 2). При 
этом в ПКЛ отбираются виды с меньшим вкладом 
конкурентной и рудеральной стратегий, а доми-
нируют виды с меньшим вкладом R-стратегии.

Получены наблюдаемые и случайные индек-
сы функционального разнообразия для шести 
признаков (таблица). Высокое богатство зафикси-
ровано лишь по признаку содержания воды в ли-
сте (0,71): виды по-разному реагируют на водный 
стресс, на площадках сосуществуют суккуленты 
и ксерофиты. Богатство по признакам высоты 
(0,12), сухой массы листа (0,17) и УЛП (0,38) ниже 
случайной величины, тогда как влажной массы 
(0,23) и площади листа (0,18) – выше. Диверген-
ция высока только по размерным признакам листа 
(0,76–0,83). Судя по низкой дивергенции остав-
шихся признаков, на площадках сосуществуют 
виды с мягкими крупными листьями и мелкими 
жесткими, обводненными и сухими, виды разной 
высоты. FDiv по всем рассмотренным признакам 
на ПКЛ выше, чем на модельном лугу, за исклю-
чением содержания воды в листе (0,07). Функцио-
нальная выравненность всех признаков оказалась 
сходной (от 0,391 до 0,466), FEve принимает сред-
ние значения. При этом на ПКЛ по сравнению 
с модельным сообществом наблюдается бóльшая 
выравненность по всем признакам (таблица). 

Рис. 2. Сравнение случайных (СЛ), средних (СР) и средневзвешенных (СВ) значений: А – вклада С-стратегии, Б – вклада 
S-стратегии, В – вклада R-стратегии. Непересекающиеся буквы a, b, c показывают отличия по тесту Вилкоксона на уровне зна-
чимости p < 0,05, n = 100. Значения, не отличающиеся по тесту, отмечены одинаковыми буквами. Вертикальный отрезок (усы) 
показывает ошибку среднего. 

Таблица
Сравнение индексов функционального разнообразия в модельном сообществе (случ.) и на пестрокостровых лугах (набл.)  

по шести функциональным признакам

Индекс
Показатель

FRic 
наблюдаемый

FRic 
случайный

FEve 
наблюдаемый

FEve 
случайный

FDiv 
наблюдаемый

FDiv 
случайный

Высота 0,12±0,01 0,23±0,01 0,45±0,02 0,42±0,02 0,62±0,02 0,73±0,01

Влажная масса листа 0,23±0,01 0,05±0,02 0,39±0,02 0,33±0,01 0,83±0,01 0,94±0,00

Сухая масса листа 0,17±0,01 0,21±0,04 0,42±0,02 0,26±0,01 0,79±0,01 0,97±0,00

Площадь листа 0,18±0,01 0,06±0,01 0,40±0,02 0,24±0,01 0,76±0,02 0,96±0,00

Содержание воды в листе 0,71±0,01 0,73±0,02 0,47± 0,01 0,41±0,01 0,07±0,00 0,05±0,00

УЛП 0,38±0,01 0,59±0,01 0,44±0,02 0,37±0,01 0,28±0,01 0,42±0,01
Примечания: Полужирным шрифтом отмечены различающиеся по критерию Вилкоксона индексы FRic – функционально-

го богатства, FEve – функциональной выравненности и FDiv – функциональной дивергенции на уровне значимости p < 0,05, 
n = 100. УЛП – удельная листовая поверхность.
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Обсуждение
Впервые исследована структура надземной 

фитомассы ПКЛ. Значение надземной биомассы 
оказалось схожим с таковым для альпийских гера-
ниево-копеечниковых и пестроовсяницевых лу-
гов [14]. На вейниковых лугах [22] и в высокотра-
вье (здесь и далее согласно Д.М. Гулову и др. [23]) 
Северо-Западного Кавказа биомасса выше. Это 
ожидаемо, поскольку продукция растений часто 
уменьшается в бесснежных сообществах [14]. Бо-
лее низкие значения отмечены на субальпийских 
болотах [24], а также на альпийских лишайнико-
вых пустошах и коврах [14]. Для большинства вы-
сокогорных сообществ надземная биомасса коле-
блется от 100 до 600 г/м² и в среднем составляет 
200 г/м² [12]. Относительно высокое значение био-
массы на ПКЛ вероятно связано с деятельностью 
копытных, за счет экскрементов которых повыша-
ется богатство почв и продуктивность сообществ.

Мортмасса ПКЛ оказалась в среднем ниже, 
чем на вейниковых лугах, но сравнимой с показа-
телем высокотравья и выше, чем для болот. В аль-
пийских сообществах лишь на пестроовсяницевых 
лугах мортмасса гораздо выше. Небольшие запасы 
на ПКЛ связаны с их использованием в качестве 
зимних пастбищ, а в высокотравье – интенсив-
ным биологическим круговоротом [23].

Массы мхов и эпигейных лишайников на ПКЛ 
превышают показатели субальпийских фитоцено-
зов, исключение составляют болота. В альпийских 
сообществах масса мохообразных существенно 
ниже, чем на ПКЛ, тогда как представленность 
эпигейных лишайников, наоборот, выше [14]. На 
вейниковых лугах и в высокотравье высокое проек-
тивное покрытие сосудистых растений, лишайники 
вовсе не встречаются. Наличие мхов определяется 
как наличием открытых участков [14], так и до-
ступностью воды, ЭМП [25]. В аналогичных ПКЛ 
местообитаниях в альпийском поясе распола- 
гаются лишайниковые пустоши, где свободные от 
сосудистых растений надземные участки заняты  
лишайниками. На ПКЛ более благоприятные зна-
чения температуры и влажности, и в прогалинах 
лишайники вытесняются мхами, имеющими более 
высокую скорость роста: их продукция ежегодно 
составляет около 30% от биомассы.

Анализ видового состава надземной био- 
массы сосудистых растений выявил шесть доми-
нантных видов. Существует предположение, что 
направления изменения признаков у доминиру-
ющих и недоминирующих видов могут быть про-
тивоположными в связи изменением среды до-
минантами [26]. Если считать доминирование 
показателем приспособленности [13], то в нашем 
случае «пара» граминоидов с наибольшей био-
массой – наиболее приспособленная к абиотиче-
ским факторам группа, поэтому отвечает общей 
закономерности «повышения стресс-толерант- 
ности». Вторая же пара разнотравных видов про-

тивоположно отвечает на окружающую среду, 
уже преобразованную доминантами [26]. 

При сравнении средних и случайных значе-
ний функциональных признаков выявлено, что 
отбор идет в пользу особей с более мелкими, жест-
кими листьями с низким содержанием воды. В ре-
зультате сравнения средних со средневзвешенны-
ми показано, что доминированию в сообществе 
способствуют более мелкие сухие и жесткие ли-
стья при большей высоте особи. 

Средневзвешенные размерные характеристи-
ки листа на ПКЛ были ниже, чем в других субаль-
пийских сообществах Тебердинского националь-
ного парка: в 1,5–2 раза ниже, чем на вейниковых 
лугах [22] и болотах, и более чем в 30 раз ниже, 
чем в высокотравье [27]. Эти же показатели были 
выше на ПКЛ в 1,5–2 раза по сравнению с аль-
пийскими фитоценозами, за исключением гера-
ниево-копеечниковых лугов [15]. С увеличением 
площади листа возрастает конкурентноспособ-
ность [28]. Аналогично в сообществах с большей, 
чем на ПКЛ, средней площадью листа, в среднем 
выше вклад видов конкурентной стратегии. 

Средневзвешенная УЛП на ПКЛ ниже, чем 
в высокотравье и болотах [27], но значимо выше, 
чем на вейниковых лугах. Она же выше, чем на пе-
строовсяницевых лугах и на альпийских пустошах, 
но несколько ниже, чем на коврах, сложенных пре-
имущественно видами разнотравья [15]. Средняя 
УЛП на ПКЛ ниже, чем в альпийских сообществах 
в Давосе (190 см²/г) [12]. Снижение средней УЛП 
в порядке «высокотравье > вейниковые луга > бо-
лота > пестрокостровые луга» может быть связано 
со снижением доступности ЭМП [29]. 

На ПКЛ преобладают стресс-толеранты. 
В пределах субальпийского пояса более высокие 
значения стресс-толерантности отмечены только 
на вейниковых лугах, на болотах – они схожи со 
значениями на ПКЛ. В альпийских сообществах 
средневзвешенный вклад S-стратегии почти во 
всех случаях превышал полученные значения для 
ПКЛ [16]. Средневзвешенный вклад R-стратегии 
выше в высокотравье, что, возможно, объясняется 
деятельностью полевок и медведей [14], и также 
выше на болотах и на альпийских коврах. В по-
следнем случае – в связи с коротким вегетацион-
ным сезоном [16]. При этом средневзвешенный 
вклад для видов остальных фитоценозов был 
ниже. Относительно высокий вклад рудералов на 
ПКЛ может объясняться регулярным отчуждени-
ем биомассы копытными. 

Высокое функциональное богатство (FRic) 
зафиксировано на ПКЛ лишь по признаку содер-
жания воды в листе. В целом, растения высокого-
рий вынуждены адаптироваться скорее к суровым 
условиям местообитания, нежели к высокой кон-
куренции, и лишь немногие виды устойчивы к не-
достатку тепла или аридности, поэтому функцио-
нальное разнообразие травянистых растений 
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уменьшается от мезофитных сообществ к более 
сухим [30]. FRic на ПКЛ по признаку УЛП и вы-
соты сильно ниже, чем случайные значения, что 
может быть связано со значительным влиянием 
абиотических факторов [13]. Также на ПКЛ по 
сравнению с модельным сообществом наблюдает-
ся бóльшая выравненность по распределению всех 
признаков, поскольку «сборка» сообщества под-
чинена экологическим закономерностям. Дивер-
генция высока только по размерным признакам 
листа, она может служить показателем конкурен-
ции. Низкая дивергенция по оставшимся функци-
ональным признакам – УЛП, содержанию воды 
в листе, высоте – говорит о сосуществовании в со-
обществе видов с мягкими крупными листьями 
и мелкими жесткими, обводненными и сухими, 
видов разной высоты. Вероятно, на разброс почти 
всех признаков сильнее влияют абиотические 
факторы [13], большинство видов подчиняется за-
кономерности повышения вклада стресс-
толерантной стратегии, конвергируют (случайные 
FDiv ниже наблюдаемых). Исключение составляет 
признак содержания воды в листе: виды в сообще-
стве дивергируют (случайная FDiv выше наблюда-
емой), вероятно, ввиду конкуренции за воду [13].

Заключение
Надземная биомасса ПКЛ составила 349 ± 15 г/м2, 

мортмасса – 293 ± 17 г/м2, масса эпигейных лишай-
ников – 1,6 ± 0,7 г/м2, мхов – 22,2 ± 4,44 г/м2 и об-
щая надземная фитомасса – 664 ± 26 г/м2. Средние 

значения размерных характеристик листа, УЛП, 
содержания воды в листе, высоты растений на 
ПКЛ ниже, чем случайные средние для данного 
фитоценоза. Следовательно, эти показатели важ-
ны для отбора видов в состав сообщества. Средне-
взвешенные значения влажной массы листа, со-
держания воды в листе, площади листа и УЛП на 
ПКЛ меньше средних, а высота – больше. Это 
свидетельствует о важности более мелких сухих 
и жестких листьев при большей функциональной 
высоте особи для доминирования в сообществе. 
Преобладающей стратегией для видов ПКЛ явля-
ется стресс-толерантная. Бóльшая стресс-
толерантность и меньшая конкурентность и руде-
ральность способствуют отбору видов на ПКЛ, 
а доминированию в сообществе способствует еще 
больший вклад S-стратегии и меньший вклад 
R-стратегии. Зафиксирован высокий показатель 
дивергенции по размерным характеристикам ли-
ста. Функциональное богатство для всех призна-
ков было небольшим, за исключением содержа-
ния воды в листе: виды имеют разные адаптации 
водному стрессу, на ПКЛ встречаются как ксеро-
фиты, так и суккуленты.

Исследование выполнено в рамках государ-
ственного задания МГУ имени М.В. Ломоносо-
ва № 121032500089-1. Работа проведена без ис-
пользования животных и без привлечения людей в 
качестве испытуемых. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Functional plant traits and diversity  
of subalpine Bromus variegatus grasslands  

of the North-Western Caucasus
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The role of leaf functional traits (leaf area, mass, specific leaf area – SLA, water content), plant 
height and Grime’s CSR strategies in plant community formation and plant dominance was 
studied for subalpine grasslands of the NW Caucasus. These grasslands occur on snowless slopes 
with deep soil freezing and serve as pastures for high-mountain ungulates. We tested the 
hypothesis that plant community combines features of stress-tolerants and ruderals and differs 
from the previously studied high-mountain communities of the Caucasus. The mean 
aboveground biomass is 349 ± 15 g/m2. Comparison of the mean species trait values with 
a random sample of a local flora revealed the importance of all studied traits for species selection 
into community, for instance, leaf size characteristics in grasslands are 10 times lower than in the 
model community. Comparison of mean and weighted mean shows that dominants of 
community have smaller dry and stiff leaves at higher functional height of the individual. The 
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ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ РАЗНООБРАЗИЕ СУБАЛЬПИЙСКИХ ЛУГОВ

mean values of the C:S:R contribution were 26:45:29%. The high contribution of S-strategy is 
important for both species selection into grasslands and dominance in them. High richness (FR) 
was recorded for the leaf water content. Divergence (FD) was high only for leaf size traits.

Keywords: functional traits, ecological strategies, functional diversity, subalpine grasslands, 
aboveground biomass, specific leaf aarea
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

УДК 577.113.6:546.824-31+578.282:578.825.1

Эффективное ингибирование репликации вируса  
простого герпеса 1-го типа in vitro  

с помощью олигонуклеотид-содержащих нанокомпозитов

М.Н. Репкова1 , В.Ф. Зарытова1 , О.Ю. Мазурков2 , Н.А. Мазуркова2 ,  
Е.В. Макаревич2 , Е.И. Филиппова2 , М.Д. Некрасов1 ,  

М.С. Купрюшкин1 , А.С. Левина1, * 

1Институт химической биологии и фундаментальной медицины, Сибирское отделение Российской академии наук, 
Россия, 630090, г. Новосибирск, пр. Лаврентьева, д. 8;

2Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор»,  
Россия, Новосибирская область, 630559, Кольцово

*e-mail: asl1032@yandex.ru

Борьба с герпесвирусными инфекциями является насущной проблемой общественно-
го здравоохранения из-за широкой распространенности вируса простого герпеса, ко-
торый вызывает целый ряд заболеваний, начиная от легких первичных поражений 
кожи и заканчивая тяжелым, а иногда и смертельным энцефалитом. Использование 
антисмысловых олигонуклеотидов (ON, oligonucleotide) для подавления репликации 
вируса простого герпеса является многообещающим направлением в этой области. Для 
доставки ON в клетки мы создали нанокомпозиты, состоящие из антисмысловых ON, 
иммобилизованных на наночастицах TiO2 в форме анатаза (Ans~ON). Мы исследовали 
противовирусную активность нескольких нанокомпозитов, содержащих ON, нацелен-
ные на различные участки генома вируса простого герпеса 1. В работе использовались 
немодифицированные ON и ON с метилсульфонилфосфорамидными межнуклеотид-
ными группами. Наиболее эффективные нанокомпозиты снижали репликацию вируса 
в культуре клеток на 3–3,5 порядка. Значения индекса селективности этих нанокомпо-
зитов были оценены как 90–110 в лечебном режиме.

Ключевые слова: нанокомпозиты, антисмысловые олигонуклеотиды, TiO2-наночастицы 
(анатаз), противовирусный эффект, вирус простого герпеса

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-4-14

Сокращения
Ans – наночастицы TiO2 в кристаллической 

форме анатаз (от англ. anatase); 
IC50 – 50%-я эффективная концентрация об-

разца, приводящая к ингибированию вируса на 
50%; 

MOI – среднее количество вирусных частиц 
на одну клетку (multiplicity of infection); 

ON – олигонуклеотид (oligonucleotide); 
PL – полилизин (polylysine); 

TC50 – 50%-я токсическая концентрация об-
разца, приводящая к гибели 50% неинфицирован-
ных клеток;

ВПГ-1 – вирус простого герпеса первого типа; 
ДМСИ – модифицированная Дульбекко сре-

да Игла;
НК – нуклеиновая кислота;
ТЦД – тканевая цитопатическая доза;
ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка.
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НАНОКОМПОЗИТЫ TIO2-ОЛИГОРИБОНУКЛЕОТИД – ЭФФЕКТИВНЫЕ ИНГИБИТОРЫ ВПГ-1

Введение
Вирус простого герпеса (ВПГ) вызывает це-

лый ряд заболеваний, начиная от легких первич-
ных поражений кожи, слизистых оболочек и эпи-
телия роговицы и заканчивая тяжелыми, а иногда 
и смертельными эпизодами энцефалита. Широко 
используемые в настоящее время противогерпе-
тические аналоги нуклеозидов (в первую очередь, 
ацикловир) имеют ряд недостатков: низкую  
растворимость в воде, высокую клеточную ток-
сичность и резистентность к ним вновь появляю-
щихся вирусных изолятов. Поэтому существует 
необходимость в поиске новых способов лечения 
герпесвирусных инфекций. Антисмысловые оли-
гонуклеотиды (ON, oligonucleotide) потенциально 
могут быть использованы для подавления экс-
прессии мРНК генов, ответственных за размно-
жение патогенов. Преимущества этих препаратов 
перед низкомолекулярными противовирусными 
средствами заключаются в следующем: они изби-
рательно распознают целевые нуклеиновые кис-
лоты (НК) посредством комплементарных взаи-
модействий, воздействуют на геном вируса, не 
затрагивая геном организма-хозяина, и могут 
быть быстро перенаправлены на любую целевую 
НК путем изменения последовательности нукле-
отидов. Кроме того, ON хорошо растворимы 
в воде и менее токсичны, чем их нуклеозидные 
аналоги.

Концепция использования антисмысловых 
ON-препаратов была впервые предложена около 
50 лет назад [1, 2]. Однако их применение в меди-
цинской практике остается ограниченным из-за 
их слабого проникновения в клетки и низкой ста-
бильности в клеточной среде. В последнее десяти-
летие антисмысловые ON изучались как потенци-
альные лекарственные средства от различных 
заболеваний, связанных с «вредными» нуклеино-
выми кислотами [3]. Нусинерсен, будучи на сегод-
няшний день наиболее успешным препаратом на 
основе антисмысловых ON, продемонстрировал 
ценные терапевтические преимущества в клинике 
для лечения спинальной мышечной атрофии [4]. 
Показано, что ON эффективно ингибируют ре-
пликацию ВПГ в клеточной системе (более чем на 
90%) [5, 6] и увеличивают выживаемость лабора-
торных животных [6, 7]. 

Использование наночастиц в качестве средств 
доставки лекарственных препаратов на основе НК 
является многообещающим подходом [8]. Нано-
частицы TiO2 были идентифицированы как по-
тенциальные носители фрагментов НК благодаря 
их способности проникать через плазматическую 
мембрану, стабильности и возможности модифи-
кации поверхности для иммобилизации различ-
ных соединений [9, 10].

Целью настоящего исследования была разра-
ботка эффективного подхода к подавлению ре-

пликации ВПГ 1-го типа (ВПГ-1). Для этой цели 
использованы нанокомпозиты на основе наноча-
стиц TiO2, которые содержат антисмысловые ON, 
воздействующие на геном вируса. В работе ис-
пользовались немодифицированные ON и ON 
с метилсульфонилфосфамидными межнуклеотид-
ными группами.

Материалы и методы
В работе использовали пенициллин, стрепто-

мицин и поли-L-лизин гидробромид (PL, poly-L-
lysine hydrobromide; MW 15000–30000; Sigma-
Aldrich, США); клетки VERO и ВПГ-1 штамм VR-3 
(Вектор, Россия); модифицированную Дульбекко 
среду Игла (ДМСИ; Биолот, Россия); эмбриональ-
ную телячью сыворотку (ЭТС; Gibco, США).

Наночастицы TiO2 в форме анатаза (Ans, от 
англ. anatase; 5 нм) синтезированы, как описано 
ранее [11]. ON синтезировали амидофосфитным 
методом на ДНК-синтезаторе ASM-800 (Biosset, 
Россия) из соответствующих мономеров (Glen 
Research, США). Мезильные группы вводили 
в соответствии с ранее опубликованным прото-
колом [12].

Нативные и модифицированные ON очищали 
на хроматографе Agilent 1200 (Agilent Technologies, 
США), используя колонку Zorbax SB-C18 (5 мкм; 
4,6 × 150 мм; Agilent Technologies, США), в гради-
енте ацетонитрила (0–50%), содержащего 20 мМ 
ацетат триэтиламмония, рН 7,0.

Молекулярные массы ON (MW, molecular 
weight) определяли методом ESI-MS на масс-
спектрометре Agilent G6410A (Santa Clara, США) 
в режиме детектирования отрицательных ионов. 
MW (расчет/эксперимент) для ON-10, ON-10a 
и ON-10b составили 6731,2/6729,6, 7963,2/7962,5 
и 6432,0/6430,2 соответственно.

Конъюгаты Ans/PL и нанокомпозиты Ans/PL•ON 
синтезированы, как описано ранее [11]. Водный 
раствор PL интенсивно перемешивали с наноча-
стицами Ans в течение 30 мин с последующей про-
мывкой и суспендированием в 0,1 М NaCl. Полу-
чали конъюгаты Ans/PL с концентрацией 1 мг/мл. 
Элементный анализ Ans/PL: Ti – 42,2%, N – 4,8% 
и C – 13,2%, что соответствует содержанию 
~2 мкмоль аминогрупп на 1 мг TiO2. Ans/PL•ON 
(далее Ans~ON) получали после перемешивания 
Ans/PL (0,1 мг для наночастиц) и ON (2 нмоль) 
в течение 30 мин с последующей промывкой и су-
спендированием в 0,1 М NaCl. Нанокомпозиты 
получены с практически количественным выходом 
(90–100%) с емкостью ~20 нмоль/мг по ON. 

Оценка значений МПК для наночастиц и нано-
композитов в клетках VERO. Клетки VERO 
(105 кл/мл) инкубировали в течение 48 ч в среде 
ДМСИ в 96-луночных планшетах (100 мкл на лун-
ку) при 37°C и 5% CO2 и промывали питательной 
средой без сыворотки. Образцы исследуемых на-
ночастиц и нанокомпозитов разбавляли ДМСИ 
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до необходимой концентрации (5–100 мМ) и ин-
кубировали с клетками VERO при 37°C и 5% CO2 
в течение 48 ч. Деструктивные изменения в клет-
ках после окрашивания трипановым синим оце-
нивали с помощью инвертированного микро- 
скопа [13]. За максимально переносимую кон- 
центрацию (МПК) принимали максимальную  
концентрацию образцов, при которой в клетках не 
наблюдалось существенных изменений. 

Вирулицидные свойства наночастиц и наноком-
позитов. Вирусную суспензию ВПГ-1 (100 мкл) 
смешивали с тестируемыми образцами (Ans, 
Ans~ON-10 или Ans~ON-1) в среде ДМСИ 
(100 мкл). Конечные концентрации наноч- 
астиц Ans и ON в нанокомпозитах Ans~ON  
составляли 0,25 мг/мл и 5 мкМ соответственно; 
тканевая цитопатическая доза (ТЦД), вызывающая 
гибель 50% инфицированных клеток, составляла 
100 ТЦД50/100 мкл. После инкубации (1 ч, 14°C) 
реакционные смеси разбавляли с шагом 10, вноси-
ли в культуру клеток VERO и инкубировали в тече-
ние 48 ч при 37°C. Титр ВПГ-1 выражали как 
lgТЦД50/мл. В качестве контроля использовали ви-
русную суспензию в питательной среде ДМСИ.

Противовирусная активность нанокомпозитов. 
Противовирусную активность образцов изучали 
на клетках VERO, инфицированных ВПГ-1. Клет-
ки VERO (105 клеток/мл) в питательной среде 
ДМСИ, содержащей 10% ЭТС, высевали в 96-лу-
ночные планшеты (100 мкл на лунку) и инкубиро-
вали при 37°C, 5% CO2 и 100%-ной влажности.

Профилактический режим. После получения 
~80% монослоя среду удаляли, а исследуемые об-
разцы Ans~ON (2 мкМ или 5 мкМ в расчете на 
ON) добавляли в лунки в 100 мкл ДМСИ, содер-
жащей 2% ЭТС. В качестве контроля использова-
ли среду ДМСИ без добавления исследуемого об-
разца. После инкубации клеток (37°C, 5% CO2, 
влажность 100%, 4 ч) добавляли суспензию ВПГ-1; 
множественность инфицирования (MOI, multi-
plicity of infection) составляла 0,001 ТЦД50/кл. 
Клетки инкубировали в течение 48 ч в тех же усло-
виях. Вирусингибирующий эффект исследован-
ных образцов выражали в lgТЦД50/мл.

Лечебный режим. После достижения ~80%-го 
монослоя клеток VERO среду удаляли и к клеткам 
добавляли суспензию ВПГ-1 в среде ДМСИ, со-
держащей 2% ЭТС, в объеме 100 мкл/лунку (MOI 
0,001 ТЦД50/кл). После инкубации в стандартных 
условиях в течение 1 ч исследуемые образцы 
(2 мкМ или 5 мкМ в расчете на ON) добавляли 
в лунки в 100 мкл ДМСИ. Титр вируса оценивали 
через 48 ч, как описано выше для профилактиче-
ского режима.

Оценка значений 50%-ной токсической концен-
трации (TC50) и 50%-ной эффективной концентра-
ции (IC50) для Ans~ON. Цитотоксичность и противо-
вирусную эффективность исследуемых образцов 
оценивали колориметрическим методом по опти-

ческой плотности раствора красителя, поглощае-
мого живыми клетками в монослое [14].

Для оценки цитотоксичности исследуемые 
образцы в среде ДМСИ (0,1 мл, 0,025–50,0 мкМ 
для ON) вносили в лунки 96-луночных планшетов 
с клетками VERO. Контролем служили клетки 
в среде ДМСИ. После инкубации клеток (48 ч, 
37°C, 5% CO2) среду удаляли и МТТ-краситель 
(3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенилтетра- 
золийбромид) в буфере (фосфатная соль Дульбек-
ко; 0,75 мл, 1 мг/мл) вносили в каждую лунку.  
После инкубации клеток (90 мин, 37°C) раствор 
красителя удаляли, добавляли диметилсульфоксид 
(0,1 мл) и через 10 мин измеряли оптическое по-
глощение в каждой лунке на спектрофотометре 
Emax (Molecular Devices, США) при 540 нм, что 
является показателем количества жизнеспособ-
ных клеток в монослое. 

Противовирусную активность образцов изу-
чали в лечебном режиме. Клетки VERO в моно-
слое на 96-луночных планшетах инфицировали 
вируссодержащей жидкостью (0,1 мл) при MOI 
0,001 ТЦД50/кл. После адсорбции вируса (1 ч) ви-
руссодержащую жидкость удаляли и в каждую 
лунку добавляли исследуемые образцы (0,1 мл; 
0,025–3 мкМ в расчете на ON). В качестве кон-
троля использовали клетки, к которым не добав-
ляли образец в ДМСИ. После инкубации клеток 
(48 ч, 37°C, 5% CO2) культуральную среду удаляли. 
Цитопатическое действие образцов оценивали по 
жизнеспособности клеток с помощью МТТ-теста, 
как описано выше. Значения TC50 и IC50 для каж-
дого образца рассчитаны с помощью компьютер-
ной программы SoftMaxPro-4.0 из зависимости 
оптического поглощения от концентрации иссле-
дуемого образца.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программы Statistica 12. Титр вируса 
в контроле и эксперименте рассчитывали по мето-
ду Спирмена–Кербера и выражали в lgТЦД50/мл. 
Различия между результатами с эксперименталь-
ными и контрольными образцами считались ста-
тистически значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
Синтез нанокомпозитов Ans~ON. Ранее мы 

продемонстрировали успешное использование 
TiO2-наночастиц для доставки ON в клетки. По-
казано, что ON-содержащие нанокомпозиты на 
основе таких наночастиц эффективно подавляют 
репликацию вируса гриппа А in vitro [11, 15] и in 
vivo [16, 17]. Нанокомпозиты этого типа использо-
вались также для коррекции артериальной гипер-
тензии на модели крыс НИСАГ (крыс с наследуе-
мой индуцируемой стрессом артериальной 
гипертензией) [18]. 

В настоящей работе мы использовали тот же 
подход для подавления репликации ВПГ-1. Для 
получения ON-содержащих нанокомпозитов мы 
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использовали TiO2-наночастицы в кристалличе-
ской форме анатаза [11]. Наночастицы были 
предварительно покрыты PL с последующей им-
мобилизацией ON за счет электростатического 
взаимодействия между отрицательно заряженны-
ми межнуклеотидными фосфатными группами 
ON и положительно заряженными аминогруппа-
ми полилизина. Таким образом были получены 
нанокомпозиты Ans~ON [11].

Выбор эффективного ON для ингибирования ре-
пликации ВПГ-1. Эффективность использования 
антисмысловых ON зависит не только от их успеш-
ной доставки в клетки, но и от выбора подходящей 
мишени в геноме вируса. Мишенями обычно явля-
ются мРНК, которые соответствуют сайтам ини- 
циации трансляции или сайтам сплайсинга не- 
посредственно ранних генов ВПГ-1. ON может 
связываться с комплементарным участком мРНК 
гена-мишени, что приводит либо к механическому 
блокированию мРНК, либо к ее деградации под 
действием РНКазы Н. Связывание с сайтами 
сплайсинга может модулировать альтернативный 
сплайсинг, что приводит к появлению различных 
вариантов белка. В обоих случаях ингибируется 
экспрессия соответствующего гена [19]. 

На основе анализа литературных данных [20] 
мы выбрали девять олигонуклеотидных последо-
вательностей (ON-2 – ON-10), которые показали 
90%-ное подавление репликации ВПГ-1. В каче-
стве контрольного ON использовали ON-1, не-
комплементарный вирусному геному. 

5’-ACGAGCGTGTTACTTCTGCG (ON-1) [21];
5’-GCGGGGCTCCATGGGGGTCG (ON-2) [22];
5’-ACGAGGGCGTTCCTCCTGCG (ON-3) [21];
5’-ACGTTCCTCCTGCGGGAA (ON-4) [23];

5’-GGTCGTATGCGGCTGGAGGGTCGC 
(ON-5) [7];

5’-GGTGTCGGATATGGCCTCTGGTGG 
(ON-6) [7];

5’-ACCGAGGTCCATGTGCGTACGC (ON-7) 
[24];

5’-GCGGGTGAGCCCC (ON-8) [25];
5’-CGTTCCTССTGС (ON-9) [26];
5’-GCCGAGGTCCATGTCGTACGC (ON-10) [5].
Сравнение противогерпетической активности 

Ans~ON. Значения МПК для наночастиц и нано-
композитов в отношении клеток VERO были оце-
нены как 0,5 мг/мл для Ans и 0,75 мг/мл для 
Ans~ON. Противовирусную активность наноком-
позитов Ans~ON изучали при меньших, т.е. неток-
сических концентрациях (0,05–0,25 мг/мл). При 
этом концентрации ON в нанокомпозитах Ans~ON 
составляли соответственно 1–5 мкМ с учетом ем-
кости нанокомпозита по ON (20 нмоль/мг). 

Все исследованные нанокомпозиты, содержа-
щие ON, комплементарные различным мРНК-ми- 
шеням генома ВПГ-1, оказались достаточно эф-
фективными. Они подавляли репликацию вируса 
в профилактическом режиме на 1–5 и 0,5–3,5 по-
рядка при концентрации ON в нанокомпозитах 
5 мкМ и 2 мкМ соответственно (рис. 1). Наиболее 
активным оказался нанокомпозит, содержащий 
ON-10, нацеленный на сайт инициации трансля-
ции мРНК гена, кодирующего белок UL13. Важно 
отметить, что этот ON может быть использован 
для подавления не только ВПГ-1, но также вируса 
герпеса второго типа (ВПГ-2) благодаря гомоло-
гичным нуклеотидным последовательностям их 
генов-мишеней [5]. Этот ON был выбран для 
дальнейших исследований. 

Рис. 1. Противовирусная активность нанокомпозитов Ans~ON в отношении ВПГ-1 в профилактическом режиме. Концентра-
ции ON в нанокомпозитах составляли 5 мкМ (темные столбцы) и 2 мкМ (светлые столбцы). Титр вируса в клетках без добавле-
ния образца, С. Представленные средние значения, стандартные отклонения и различия в значениях титра вируса были рассчи-
таны с использованием метода Спирмена-Кербера. Разница между значениями титра в контроле и образцах с нанокомпозитами 
при р ≤ 0,05.
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Нанокомпозит Ans~ON-1, содержащий ON, 
некомплементарный мРНК вирусного генома, 
оказался практически неактивным. Это указывает 
на избирательное действие ON, нацеленных на 
специфические участки вирусных мРНК. 

Вирулицидность наночастиц Ans и нанокомпо-
зитов Ans~ON. Мы проверили вирулицидные 
свойства наночастиц Ans и нанокомпозита 
Ans~ON-10 в бесклеточной системе. Для сравне-
ния использовали нанокомпозит Ans~ON-1.

Титр вируса в бесклеточной системе после об-
работки наночастицами или нанокомпозитами 
практически не изменялся по сравнению с кон-
тролем (вирус без образцов) независимо от того, 
использовался ли в нанокомпозитах антисмысло-
вой или контрольный ON (данные не приведены). 
Следовательно, ни наночастицы, ни нанокомпо-
зиты не проявляют вирулицидных свойств в бес-
клеточных экспериментах даже при высоких  
концентрациях (20 мкМ для ON), которые значи-
тельно превышают концентрацию, приводящую 
к эффективному подавлению репликации вируса 
в клетках. Следовательно, вирус недоступен для 
воздействия до попадания в клетку, т.е. наноча-
стицы не разрушают вирусную оболочку и не по-
зволяют ON проникать внутрь вируса. Внутри 
клетки вирусный геном может высвободиться из 
вирусной оболочки, после чего его дальнейшие 
трансформации приводят к образованию вирус-
ной мРНК, уязвимой для антисмысловых ON.  
Таким образом, только в клеточной системе ON 
может влиять на репликацию вируса.

Сравнение противогерпетического действия 
нативных и модифицированных ON. Для усиления 
биологического действия ON многие исследова-
тели модифицируют их различными способами, 
что позволяет повысить устойчивость олигоме-
ров к клеточным нуклеазам, изменить их взаи-
модействие с НК-мишенями, повысить способ-
ность проникать через цитоплазматическую 
мембрану и т.д. Мы сравнили противогерпетиче-
скую эффективность нативных и модифициро-

ванных ON при использовании нанокомпозитов 
Ans~ON.

Мы выбрали метилсульфонильную (мезиль-
ную) фосфамидную группу [12] для модификации 
сахарофосфатного остова ON-10. Эта модифика-
ция может обеспечить лучшую стабильность по от-
ношению к клеточным нуклеазам, а также сохране-
ние отрицательного заряда ON, необходимого для 
взаимодействия с аминогруппами полилизина при 
иммобилизации на наночастицах Ans/PL. Кроме 
того, этот тип модификации не исключает вовлече-
ния РНКазы Н в механизм действия антисмысло-
вого ON [27].

Мы использовали ON-10a с гапмер-подобной 
модификацией, когда модифицированы по две 
межнуклеотидные группы на обоих концах ON 
(четыре мезил-содержащие группы), и ON-10b 
с полностью модифицированным остовом (20 ме-
зил-содержащих групп). Мы также использовали 
гапмер-версию контрольного ON-1a. 
5’-G*C*CGAGGTCCATGTCGTAC*G*C ON-10a;
5’-G*C*C*G*A*G*G*T*C*C*A*T*G*T*C* 
G*T*A*C*G*C ON-10b; 
5’-A*C*GAGCGTGTTACTTCTG*C*G ON-1a;
* метилсульфонилфосфамидные (мезилфосфа-
мидные) межнуклеотидные группы.

На рис. 2 представлены структуры нуклео-
тидного звена после автоматизированного твер-
дофазного олигонуклеотидного синтеза, включа-
ющего обычные (а) или альтернативные (b) 
стадии окисления фосфиттриэфирного звена, 
которые приводят к образованию фосфодиэфир-
ной или мезилфосфамидной межнуклеотидных 
групп соответственно. 

Мы сравнили противогерпетическую актив-
ность нанокомпозитов Ans~ON-10, Ans~ON-10a 
и Ans~ON-10b, содержащих нативные и модифи-
цированные ON, в лечебном режиме, который бо-
лее целесообразен в практическом смысле для ле-
чения герпеса, чем профилактический режим. 
Результаты представлены на рис. 3.

Рис. 2. Схема автоматизированного твердофазного синтеза ON, включающего обычные (а) или альтернативные (b) стадии окис-
ления фосфиттриэфирного звена, которые приводят к образованию фосфодиэфирной или мезилфосфамидной межнуклеотид-
ных групп соответственно.
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Как и в предыдущих экспериментах, нано-
композиты, содержащие контрольные ON-1 
и ON-1a, практически не подавляли репликацию 
вируса, что подтверждает избирательное действие 
антисмысловых ON. Присутствие четырех моди-
фицирующих групп в ON-10a привело к сниже-
нию противовирусной активности, тогда как пол-
ностью модифицированный ON-10b проявил 
сравнимую активность с немодифицированным 
ON-10. При концентрации 1 мкМ подавление ре-
пликации вируса в обоих случаях произошло на 
два порядка, а при концентрации 2 мкМ – на 3,0 
и 3,5 порядка соответственно. Вероятно, модифи-
кация всех межнуклеотидных групп компенсиру-
ет пониженную активность гапмера. Возможно, 
изменение схемы модификации позволит опти-
мизировать противовирусное действие анти-
смысловых ON, поскольку показано, что паттерн 
модификации, т.е. взаимное расположение моди-
фицирующих групп вдоль олигонуклеотидной 
цепи, может радикально влиять на биологиче-
скую активность [28].

Таким образом, мы продемонстрировали, что 
модифицирующие группы в структуре ON не пре-
пятствуют проявлению их противовирусной ак-
тивности. Можно предположить, что модифици-
рованные ON будут более активны in vivo, как это 
было показано в нашей предыдущей работе [16].

Оценка значений IC50, TC50 и индекса селектив-
ности (SI) для исследуемых нанокомпозитов. Для 
оценки токсического и противовирусного дей-
ствия нанокомпозитов Ans~ON-10, Ans~ON-10a 
и Ans~ON-10b мы использовали колориметриче-
ский метод [29], изучив жизнеспособность клеток 
VERO после их обработки нанокомпозитами 
в различных концентрациях в отсутствие и в при-
сутствии ВПГ-1 соответственно. Противовирусное 
действие оценивали в лечебном режиме. Значе- 
ния 50%-ной токсической концентрации (TC50)  
и 50%-ной ингибирующей концентрации (IC50) для 
исследуемых нанокомпозитов позволили рассчи-
тать соответствующие значения SI (SI = TC50/IC50)  
(таблица). Достаточно высокие значения SI по-
зволяют рассматривать исследованные наноком-
позиты в качестве антисмысловых агентов для по-
давления репликации ВПГ-1.

Заключение
Продемонстрировано успешное использование 

предложенных нанокомпозитов, содержащих как 
нативные, так и модифицированные антисмысло-
вые ON, для подавления репликации вируса ВПГ-1. 
Наиболее эффективный нанокомпозит, содержа-
щий ON, нацеленный на удачно выбранную ми-
шень в геноме ВПГ-1, снижал репликацию вируса 
в культуре клеток на 3,5 порядка при концентрации 
2 мкМ. Индекс селективности этого нанокомпозита 
был оценен как ~100 в лечебном режиме.

Авторы благодарны докт. С. Яшник (Инсти-
тут Катализа СО РАН) за предоставление наноча-
стиц TiO2. Исследование выполнено при финан-
совой поддержке Российского научного фонда 
(проект №23-24-00184). Работа проведена без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.

Рис. 3. Противовирусная активность нанокомпозитов Ans~ON в отношении вируса ВПГ-1 в лечебном режиме. Концентрации ON 
в нанокомпозитах составляли 2 мкМ (темные столбцы) и 1 мкМ (светлые столбцы); титр вируса в клетках без добавления образца, 
С. Представленные средние значения, стандартные отклонения и различия в значениях титра вируса были рассчитаны с использо-
ванием метода Спирмена-Кербера. Разница между значениями титра в контроле и образцах с нанокомпозитами при р ≤ 0,05.

Таблица
Значения TC50, IC50 и SI для исследованных нанокомпозитов

Образец TC50, мкМa) IC50, мкМa) SI

Ans~ON-10 25,6 0,28 91,4

Ans~ON-10a 24,1 0,34 72,0

Ans~ON-10b 16,4 0,15 111,6
Концентрации (мкМ) для ON в нанокомпозитах.
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The control of herpesvirus infections is a pressing public health issue because of the widespread 
prevalence of herpes simplex virus (HSV), which causes a variety of diseases ranging from mild 
primary skin lesions to severe and sometimes fatal encephalitis. The use of antisense 
oligonucleotides (ONs) to suppress HSV replication is a promising development in this field. To 
overcome one of the major obstacles in delivering ONs into cells, we have prepared 
nanocomposites, which are composed of antisense oligonucleotides immobilized on titanium 
dioxide nanoparticles in the form of anatase (Ans~ON). We have investigated the antiviral 
activity of several nanocomposites bearing oligonucleotides targeting different regions of the 
HSV-1 genome. Unmodified oligonucleotides and oligonucleotides with methylsulfonyl 
phosphoramidate internucleotide groups have been used in the work. The most effective 
nanocomposites reduced virus replication in the cell culture by 3–3.5 orders of magnitude. The 
selectivity index values of these nanocomposites have been evaluated as 90–110 in the post-
infection mode.

Keywords: nanocomposites; antisense oligonucleotides; TiO2 nanoparticles (anatase); antiviral 
effect, herpes simplex virus
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Влияние метилирования промоторов генов регуляции апоптоза 
на интенсивность клеточной гибели лимфоцитов у облученных людей
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Апоптоз играет жизненно важную роль в поддержании баланса между пролиферацией 
клеток и их гибелью. Аберрантное метилирование промоторных регионов генов, регули-
рующих клеточную гибель, может влиять на их транскрипционную активность и, как 
следствие, на реализацию апоптоза. Дефекты в реализации апоптотического пути при-
водят к развитию различных заболеваний, в том числе онкологических. Целью настоя-
щего исследования был анализ влияния метилирования CpG-динуклеотидов в промо-
торных областях генов BCL2, BAX, TP53 и MDM2 на интенсивность клеточной гибели 
лимфоцитов периферической крови (ЛПК) у лиц, подвергшихся хроническому низко-
интенсивному радиационному воздействию. Всего было обследовано 279 жителей при-
брежных сел реки Течи (Южный Урал). Из них 145 человек подверглись хроническому 
низкоинтенсивному радиационному воздействию в результате сбросов радиоактивных 
отходов производственным объединением «Маяк» в реку Теча в период с 1949 по 1956 гг. 
(средняя накопленная доза облучения красного костного мозга обследованных лиц со-
ставила 734 ± 49,40 мГр). Анализ метилирования промоторных регионов генов MDM2, 
TP53, BAX и BCL2 проводился методом метилспецифической полимеразной цепной ре-
акции в реальном времени. Исследование апоптотической гибели ЛПК проводилось ме-
тодом проточной цитометрии. Было установлено, что в отдаленном периоде после нача-
ла хронического радиационного воздействия в группе облученных людей наблюдались 
статистически значимые различия в распределении обследованных людей по уровню 
метилирования CpG-динуклеотидов в промоторных регионах генов BCL2 и TP53 по 
сравнению с необлученными людьми. При оценке влияния метилирования на интен-
сивность клеточной гибели как в объединенной группе, так в группе облученных лиц ре-
гистрируется повышение частоты ЛПК на ранней и поздней стадии апоптоза в группах 
с гипометилированными участками промотора гена MDM2. 

Ключевые слова: хроническое радиационное воздействие, клеточная гибель, метилирование 
ДНК, промоторные регионы генов, лимфоциты, апоптоз 
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Введение
Изменения в характере метилирования промо-

торных областей генов могут влиять на транскрип-
ционную активность этих генов. Аберрантное ме-
тилирование в генах, регулирующих клеточную 
гибель, вероятно отражается на эффективности 
поддержания клеточного гомеостаза [1]. Апоптоз 
играет жизненно важную роль в регуляции клеточ-
ного баланса. Дефекты в реализации апоптотиче-
ского пути приводят к развитию различных забо-
леваний, в том числе онкологических [2].

Степень метилирования зависит от многих 
факторов: активности ДНК-метилтрансфераз, об-
раза жизни (питание, курение, употребление ал-
коголя), возраста, а также экзогенных факторов 
окружающей среды. Ионизирующее излучение 
является одним из факторов, приводящих к изме-
нению паттерна метилирования [3]. При этом мо-
жет наблюдаться как гиперметилирование, так 
и гипометилирование в зависимости от дозы, 
вида радиационного воздействия, времени после 
облучения [4, 5]. Локальное гипометилирование 
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может привести к аномальной активации генов, 
включая онкогены, в то время как гиперметили-
рование способствует подавлению транскрипции, 
в том числе и генов-супрессоров опухолей [6]. 
Аналогичное явление может происходить в генах, 
регулирующих пути клеточной гибели. Такие 
эпигенетические модификации могут влиять на 
баланс между экспрессией про- и антиапоптоти-
ческих белков, что отражается на реализации кле-
точной гибели.

Данная работа является продолжением цикла 
исследований о влиянии ионизирующего излуче-
ния на эпигенетические показатели у лиц, под-
вергшихся хроническому низкоинтенсивному  
радиационному воздействию вследствие прожива-
ния на радиационно-загрязненных территориях 
(Южный Урал). В ранее проведенных исследова-
ниях у людей, подвергшихся хроническому радиа-
ционному воздействию, наблюдались изменения 
показателей апоптоза как на клеточном, так и на 
молекулярном уровне. Спустя более 60 лет после 
начала хронического радиационного воздействия 
у облученных людей были выявлены количествен-
ные изменения интенсивности апоптотической 
гибели лимфоцитов периферической крови 
(ЛПК) [7], регистрировалось снижение относи-
тельного содержания мРНК антиапоптотического 
гена BCL-2 и увеличение относительного содер-
жания мРНК проапоптотического гена BAX [8], 
наблюдались изменения в уровне метилирования 
промоторного региона гена BCL2, а также дозоза-
висимое изменение метилирования промоторного 
региона гена ATM [9].

Целью настоящей работы было исследование 
влияния метилирования промоторных областей 
в генах BCL2, BAX, TP53 и MDM2 на интенсив-
ность клеточной гибели ЛПК у лиц, подвергшихся 
хроническому низкоинтенсивному радиационно-
му воздействию.

Материалы и методы
Характеристика исследуемых лиц. В исследо-

вании влияния метилирования промоторов генов 
апоптоза на интенсивность клеточной гибели 
ЛПК приняло участие 279 жителей прибрежных 
сел реки Течи, проходящих стационарное лечение 
в клинике Уральского научно-практического цен-
тра радиационной медицины Федерального меди-
ко-биологического агентства России (УНПЦ РМ 
ФМБА России). В группу облученных людей вош-
ли 145 человек, проживающих на побережье реки 
Течи и подвергшихся хроническому низкоинтен-
сивному радиационному воздействию в результате 
сбросов радиоактивных отходов в 1949–1956 гг. 
в реку Теча. Облучение носило пролонгирован-
ный характер: внешнее γ-излучение вследствие 
нахождения вблизи реки и поймы, а также вну-
треннее β-излучение от радионуклидов (преиму-
щественно Sr90 и Cs137), поступающих в организм 
с молоком, овощами, мясом и рыбой [10]. Сред-
няя накопленная доза облучения красного кост-
ного мозга (ККМ) у облученных людей составила 
734 ± 49,40 мГр, а средняя накопленная доза облу-
чения тимуса и периферических лимфоидных ор-
ганов (ТиПЛО) – 98,10 ± 8,93 мГр. 

Группу сравнения составили 134 человека, 
чьи накопленные дозы облучения ККМ не пре-
вышали фоновой уровень за весь период жиз- 
ни (70 мГр) [11]. Средняя накопленная доза  
облучения ККМ в группе сравнения была 
17,40 ± 1,44 мГр, а средняя накопленная доза об-
лучения ТиПЛО – 7,07 ± 0,84 мГр. Подробная ха-
рактеристика исследуемых людей представлена 
в табл. 1.

Все пациенты подписывали добровольное ин-
формированное согласие на проведение исследова-
ния, одобренное этическим комитетом УНПЦ РМ 
ФМБА России (протокол № 2 от 20 июля 2021 г.).

Таблица 1 
Характеристика обследованных лиц

Характеристика группы Облученные люди
N = 145

Группа сравнения
N = 134

Возраст на момент обследования, лет: M ± SE (min-max) 71,86 ± 0,46
(62–87)

65 ± 0,61
(54–87) 

Пол, человек (%)
Мужчины 50 (35) 47 (35)

Женщины 95 (65) 87 (65)

Этническая принадлежность, человек (%)

Славяне 60 (41) 80 (60)

Татары 66 (46) 45 (34)

Башкиры 19 (13) 9 (6)

Поглощенная доза облучения ККМ, мГр: M ± SE (min–max) [10] 734 ± 49,40
(77,70–3507)

17,40 ± 1,44
(0–68)

Поглощенная доза облучения ТиПЛО, мГр: M ± SE (min–max) 98,10 ± 8,93
(0,29–645)

7,07 ± 0,84
(0–39,40)
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Анализ уровня метилирования промоторных об-
ластей генов. Для исследования процента метли-
рования CpG-динуклеотидов использовали образ-
цы ДНК, взятые из «Коллекции биологических 
образцов» УНПЦ РМ ФМБА России [13]. Геном-
ную ДНК подвергали бисульфитной конверсии 
с использованием набора реагентов EpiJET 
Bisulfite Conversion Kit (Thermo Scientific, США). 
Конвертированную ДНК амплифицировали 
с праймерами, специфичными для метилирован-
ных участков промоторных регионов генов 
MDM2, TP53, BAX и BCL2. Последовательности 
праймеров были сконструированы с использова-
нием программы Methyl Primer Express Software 
V.1.0 (Applied Biosystems; США) и синтези- 
рованы фирмой ДНК-Синтез (Россия). После- 
довательность праймеров: TP53 (Forward: 
GTAGTTTGAACGTTTTTATTTTGGC; Reverse: 
CCTACTACGCCCTCTACAAACG); MDM2 (For-
ward: TTTGTCGGGTTATTAGTGTGAAC; Reverse: 
CCTTTTACTACAATTTCGAAACGTA); BCL-2 
(Forward: GTTTTTAGCGTTCGGTATCGG; 
Reverse: AAATCTCTATCCACGAAACCGC); BAX 
(Forward: GAGGGGTAGAAATTTTCGGAT; Re-
verse: ATAATACGAACGACAAACCCG). Ампли-
фикацию проводили методом полимеразной цеп-
ной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) на 
амплификаторе StepOnePlus Real-Time PCR 
System (Thermo Scientific, США). В качестве реак-
ционной смеси использовали 5× qPCRmix-HS 
(Евроген, Россия). Температурный и временной 
режимы ПЦР-РВ: первая денатурация (95°, 5 мин), 
денатурация (95°, 30 с), отжиг (температура отжи-
га для каждого гена) и элонгация (72°, 30 с) – 
50 циклов; кривая плавления (95°, 10 с; 60°, 1 мин; 
95°, 15 с; 60°, 15 с). В качестве контролей для 
оценки процента метилирования исследуемых 
CpG-динуклеотидов использовали коммерческие 
образцы 100% метилированной ДНК (CpG 
Methylated Human Genomic DNA; Thermo Fisher 
Scientific, США) и 0% метилированной ДНК 
(Human Genomic DNA: Male; Promega, США). 

Анализ клеточной гибели ЛПК. Этапы пробо-
подготовки и методологии исследования подроб-
но описаны в ранее [14]. 

Апоптотическая гибель ЛПК оценивалась 
с помощью набора FITC Annexin V Apoptosis 
Detection Kit (BD, США), в котором компонент ан-
нексин V-FITC (AnnV-FITC) связывается с моле-
кулой фосфатидилсерина на поверхности мембра-
ны, служащей маркером процесса апоптоза. 
Маркером некроза является проникновение в клет-
ку ДНК тропного красителя – пропидия йодида. 
Анализ пробы проводился на проточном цитометре 
Navios (Beckman Coulter, США). Результаты пред-
ставляли собой процентное соотношение клеток: 
ранняя стадия апоптоза (AnnV-FITC+/PI-), позд-
няя стадия апоптоза (AnnV-FITC+/PI+) и некроз 
(AnnV-FITC-/PI+) [14].

Статистическая обработка данных. Стати-
стическую обработку результатов осуществляли 
с использованием программного комплекса SPSS 
Statistics 17.0. Для сравнения распределений об-
следованных лиц по уровню метилирования ис-
пользовали критерий Хи-квадрат (χ2) c поправкой 
Йетса. Сравнение выборок данных клеточной ги-
бели проводили с использованием U-критерия 
Манна-Уитни. Статистически значимыми счита-
ли различия при р ≤ 0,05. Корреляционный ана-
лиз с целью оценки влияния дозы облучения 
ККМ и возраста на уровень метилирования про-
водили путем расчета коэффициентов ранговой 
корреляции (Rs) по Спирмену. 

Результаты и обсуждение
В ходе исследования было получено распреде-

ление обследованных лиц по уровню метилирова-
ния СpG-динуклеотидов в промоторах генов 
TP53, MDM2, BCL2 и BAX в группе хронически об-
лученных людей и у людей из группы сравнения 
(рисунок).

Распределение облученных людей по уровню 
метилирования СpG-динуклеотидов в промоторах 
генов BCL2 (χ2 = 16,56; р = 0,002) и TP53 (χ2 = 9,59; 
р = 0,05) статистически значимо отличалось от та-
кового для группы контроля. В группе сравнения 
количество человек с уровнем метилирования 
СpG-динуклеотидов в промоторе гена BCL2 от 0 до 
10% составило 97,8% и 1,1 % с уровнем метилиро-
вания 50–100%, в то время как 12% людей, под-
вергшихся хроническому радиационному воздей-
ствию, имели уровень метилирования 50–100%. 
При сравнении только этих двух групп значение χ2 

с поправкой Йейтса составило 8,04 (р = 0,005).  
Основные различия в распределении обследован-
ных лиц по уровню метилирования СpG-дину- 
клеотидов в промоторе гена TP53 были в диапазоне 
от 0% до 5% и от 25% до 100%. В группе сравнения 
у 22% обследованных регистрировалось гипомети-
лирование, а у 7,8% гиперметилирование, в то вре-
мя как в группе облученных таких людей было 
11,8% и 1,3% соответственно. При сравнении от-
дельно только этих групп также наблюдались ста-
тистически значимые различия (χ2 = 7,27; р = 0,03). 
Однако следует заметить, что как в группе облучен-
ных, так и в группе сравнения у большинства об-
следованных лиц уровень метилирования составил 
от 5% до 25%. Для остальных генов не было найде-
но статистически значимых различий в распределе-
нии обследованных лиц по уровню метилирования 
CpG-динуклеотидов. 

В доступной литературе имеется информация 
об изменении уровня метилирования промоторов 
различных генов в лейкоцитах крови: так, у лик-
видаторов аварии на Чернобыльской атомной 
электростанции (ЧАЭС) наблюдалось гипермети-
лирование СpG-динуклеотидов промоторов генов 
p16/INKA и GSTP1 [15], а у облученных работни-
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ков реакторного производства производствен- 
ного объединения «Маяк» гиперметилирование  
СpG-островков промоторов генов GSTP1, Tp53 
и SOD2 [16]. Однако стоит заметить, что характер 
радиационного воздействия и дозы облучения как 
у ликвидаторов аварии на ЧАЭС, так и у работни-
ков ПО «Маяк» отличались от этих показателей для 
лиц, обследованных в нашей работе. Большая часть 
работников ПО «Маяк» подвергалась внешнему 
γ-излучению, контактировала с аэрозолями плуто-
ния, а часть работников подверглась внутреннему 
действию α-излучений, суммарная доза внешнего 
γ-облучения составила от 0,96–4,1 Гр [16]. В наших 
исследованиях мы не наблюдаем явно выраженно-
го гиперметилирования СpG-динуклеотидов в про-
моторных областях исследуемых генов, у большин-
ства людей в обеих группах уровень метилирования 
не превышает 10%. Такие различия в результатах, 
вероятно, могут быть обусловлены разным характе-
ром радиационного воздействия (хроническое низ-
коинтенсивное радиационное воздействие) и сум-
марными накопленными дозами.

Для выявления роли радиационного воздей-
ствия, а также влияния возраста на уровень мети-
лирования был проведен корреляционный анализ. 
Однако, согласно полученным результатам, не 
было установлено корреляционных связей меж- 
ду уровнем метилирования СpG-динуклеотидов 

в промоторных регионах изученных генов и дозой 
облучения ККМ, дозой облучения ТиПЛО, а так-
же достигнутым возрастом (табл. 2).

Дифференциальное метилирование промо-
торных регионов генов, регулирующих клеточную 
гибель может приводить к изменению количества 
мРНК и, следовательно, концентрации белковых 
продуктов генов, что может влиять на реализацию 
клеточной гибели. В связи с этим на следующем 
этапе работы было проведено исследование кле-
точной гибели в зависимости от уровня метилиро-
вания СpG-динуклеотидов в промоторах генов 
TP53, MDM2, BAX и BCL2.

Рисунок. Распределение обследованных лиц по уровню метилирования СpG-динуклеотидов в промоторных регионах генов 
TP53, MDM2, BAX и BCL2. По оси абсцисс отложен процент метилирования CpG-динуклеотидов, по оси ординат – процент об-
следованных людей; цифры над столбцами указывают количество человек в каждой группе.

Таблица 2 
Коэффициенты ранговой корреляции Спирмена (Rs) процента 
метилирования СpG-динуклеотидов в промоторных регионах 

исследуемых генов с поглощенной дозой облучения ККМ 
и ТиПЛО, а также возрастом пациента на момент исследования

Ген
Доза 

облучения 
ККМ

Доза 
облучения 

ТиПЛО

Возраст 
на момент 

исследования

MDM2 0,01 (0,9) 0,06 (0,4) 0,1 (0,3)
BAX 0,02 (0,8) -0,01 (0,9) -0,1 (0,2)
BCL2 0,08 (0,2) 0,12 (0,08) -0,01 (0,9)
TP53 0,06 (0,4) -0,03 (0,6) -0,1 (0,4)

Примечание: В скобках указано p-значение, рассчитан-
ное для коэффициентов ранговой корреляции Спирмена (Rs).
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Было обнаружено, что у обследованных лиц 
как в объединенной группе, включающих облучен-
ных лиц и группу сравнения, так и отдельно в груп-
пе облученных людей наблюдается изменение ча-
стоты клеток на ранней и поздней стадии апоптоза 
в зависимости от уровня метилирования СpG-ди- 
нуклеотидов промотора гена MDM2 (табл. 3).  
В случае гипометилирования СpG-динуклеотидов 
в промоторе MDM2 регистрируется повышение ко-
личества клеток на ранней и поздней стадиях апоп-
тоза по сравнению с уровнем метилирования более 
5%. Анализ корреляции уровня метилирования 
СpG-динуклеотидов в гене MDM2 с частотой кле-
ток, находящихся на ранней и поздней стадии 
апоптоза, также показал статистически значимую 
отрицательную корреляционную связь как в объе-
диненной группе (Rs = -0,46; р < 0,001 для частоты 
апоптоза на ранней стадии и Rs = -0,45; р < 0,001 
для частоты апоптоза на поздней стадии), так 
и в группе облученных лиц (Rs = -0,53; р < 0,001 
для ранней стадии и Rs = -0,46; р < 0,001 для позд-
ней стадии апоптоза). При этом для генов, которые 
различались по уровню метилирования, у облучен-
ных лиц и группы сравнения статистически значи-
мых различий не обнаружено.

Ген MDM2 функционально может проявлять 
признаки как онкогена, так и супрессора опухо-
лей. Показано, что белок MDM2 является нега-

тивным регулятором убихинон-оксидредуктазы, 
что приводит к снижению митохондриального ды-
хания, выраженному окислительному стрессу 
и активации апоптоза по митохондриальному 
пути [17]. В нашем исследовании мы наблюдаем 
увеличение интенсивности апоптоза ЛПК как на 
ранней стадии, так и на поздней стадии в группах, 
где отсутствует метилирование изученных СpG-
островков в промоторной области гена MDM2 (0% 
метилирования), что, вероятно, указывает на реа-
лизацию апоптотической гибели именно по этому 
пути. Однако стоит заметить, что с гена MDM2 
синтезируется множество транскриптов мРНК, 
это приводит к экспрессии полноразмерного 
MDM2 дикого типа, а также возникновению мно-
жества изоформ [18]. В нашей работе мы рассма-
тривали уровень метилирования лишь одного 
участка промоторной области этого гена, поэтому 
для подтверждения полученных результатов тре-
буются дополнительные исследования.

Заключение
В результате проведенного исследования 

было установлено, что в отдаленном периоде, спу-
стя более 60 лет после начала хронического радиа-
ционного воздействия, в группе облученных лиц 
(в диапазоне дозы облучения ККМ от 77,70 до 
3507 мГр) наблюдались статистически значимые 

Таблица 3 
Интенсивность клеточной гибели ЛПК в зависимости от уровня метилирования СpG-динуклеотидов  

в промоторах генов TP53, MDM2, BAX и BCL2

Уровень 
метилирования

Облученные люди Объединенная группа

Ранняя стадия, % Поздняя стадия, % Некроз, % Ранняя стадия, % Поздняя стадия, % Некроз, %

Ген TP53

До 10% 2,19
(0,25–8,08)

0,01
(0–0,04)

0,03
(0,01–0,06)

2,99
(0,83–8,08)

0,01
(0–0,17)

0,02
(0,01–0,04)

Более 10% 2,24
(0,57–6,38)

0,01
(0–0,11)

0,03
(0,01–0,09)

1,91
(0,53–5,29)

0,02
(0–0,09)

0,04
(0,01–0,07)

Ген MDM2

0% 6,38
(2,72–10,29)

0,06
(0,02–0,11)

0,02
(0,01–0,05)

6,51
(2,72–9,91)

0,07
(0,02–0,15)

0,02
(0,01–0,06)

Более 5% 1,01
(0,17–3,95)
p = 0,0002

0,01
(0–0,06)
p = 0,001

0,03
(0,01–0,07)

1,39
(0,36–3,77)

p = 0,001

0,01
(0–0,02)
p = 0,004

0,03
(0,02–0,06)

Ген BAX

До 10% 1,81
(0,21–6,71)

0,01
(0–0,09)

0,04
(0,01–0,09)

2,71
(0,55–7,03)

0,01
(0–0,08)

0,03
(0,01–0,06)

Более 10% 4,81
(1,65–9,32)

0,02
(0,01–0,09)

0,02
(0,01–0,03)

4,82
(1,79–9,32)

0,03
(0,01–0,11)

0,02
(0,01–0,05)

Ген BCL-2

0% 6,38
(4,08–10,25)

0,08
(0,03–0,11)

0,02
(0,01–0,06)

5,13
(3,19–10,25)

0,08
(0,03–0,11)

0,03
(0,01–0,09)

Более 5% 2,62
(0,42–9,33)

0,02
(0,01–0,11)

0,03
(0,01–0,04)

6,38
(1,85–,32)

0,06
(0,01–0,15)

0,02
(0,01–0,04)



351

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2024. Т. 79. № 4

МЕТИЛИРОВАНИЕ ПРОМОТОРОВ ГЕНОВ И АПОПТОЗ ЛИМФОЦИТОВ У ОБЛУЧЕННЫХ ЛЮДЕЙ

различия в распределении обследованных людей 
по уровню метилирования СpG-динуклеотидов 
в промоторных регионах генов BCL2 и TP53 по 
сравнению с необлученными людьми. В обеих 
группа преобладали люди пожилого возраста. Од-
нако корреляционных связей с дозовым факто-
ром, а также возрастом на момент обследования 
установлено не было.

При оценке влияния метилирования на ин-
тенсивность клеточной гибели как в объединен-
ной группе, так в группе облученных лиц реги-
стрируется повышение частоты ЛПК на ранней 
и поздней стадии апоптоза в группах с гипомети-
лированием СpG-островков в промоторе гена 
MDM2. Результаты корреляционного анализа так-
же подтверждают связь интенсивности апоптоти-

ческой гибели с уровнем метилирования гена 
MDM2. Однако для подтверждения полученных 
результатов требуется проведение дальнейших ис-
следований метилирования всех промоторных об-
ластей гена MDM2.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Федерального медико-биологическо-
го агентства в рамках выполнения федеральной 
целевой программы «Обеспечение ядерной и ра-
диационной безопасности на 2016–2020 гг. и на 
период до 2030 г.» (контракт № 27.501.21.2 от 
11.06.2021 г). Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов. Исследование одобрено 
этическим комитетом УНПЦ РМ ФМБА России 
протокол № 2 от 20 июля 2021 г.
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Effect of gene promoter methylation of apoptosis regulation  
on the intensity of lymphocyte cell death in exposed people
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Apoptosis plays a vital role in maintaining the balance between proliferating cells and their 
death. Modifications in the methylation level of promoter regions of genes regulating cell death 
can affect the transcriptional activity of these genes and, consequently, the execution of 
apoptosis. At the same time, any defects in the implementation of the apoptotic pathway lead to 
the development of various diseases, including cancer. The objective of the study was to analyse 
the effect of methylation of promoter regions in BCL2, BAX, TP53 and MDM2 genes on the 
intensity of cell death of peripheral blood lymphocytes in individuals exposed to chronic low 
dose rate radiation. A total of 279 residents of the Techa riverside villages (Southern Urals) were 
examined, 145 of them were exposed to chronic low dose rate radiation due to the discharge of 
radioactive waste by the Mayak Production Association into the Techa River between 1949 and 
1956 (the average accumulated dose to red bone marrow was 734 ± 49.40 mGy). Methylation of 
promoter regions of MDM2, TP53, BAX and BCL2 genes was analysed by methyl-sensitive real-
time PCR. Apoptotic death of peripheral blood lymphocytes (PBLs) was studied by flow 
cytometry method. It was found that in the long-term period, after the onset of chronic radiation 
exposure, statistically significant differences were observed in the distribution of the examined 
people in the group of exposed people by the level of methylation of promoter regions of BCL2 
and TP53 genes in comparison with unexposed people. When assessing the effect of methylation 
on the intensity of cell death in both the combined group and the group of exposed individuals, 
an increased frequency of PBLs at early and late stages of apoptosis is registered in the groups 
with hypomethylated MDM2 gene promoter.

Keywords: chronic radiation exposure, cell death, DNA methylation, promoter regions of genes, 
lymphocytes, apoptosis
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В работе представлены данные о содержании, составе, а также межгодовой и сезонной 
динамике фотосинтетических пигментов в Нижнекальмиусском и Старобешевском во-
дохранилищах реки Кальмиус Донецкой Народной Республики. Среднее содержание 
хлорофилла а по водохранилищам составляло от 54,24 ± 1,4 до 106,47 ± 1,5 мкг/л. Ниж-
некальмиусское водохранилище характеризовалось более высокими значениями кон-
центрации фотосинтетических пигментов при меньшем биоразнообразии фитопланкто-
на. Наличие постоянной доминантной группы и повышенных концентраций биогенных 
элементов характеризует экосистему водохранилища как нестабильную. Высокие значе-
ния концентрации хлорофилла а определяются летним «цветением» цианобактерий. 
Рост абсолютного и относительного числа цианобактерий свидетельствует о переходе 
к эвтрофному типу водоема. Старобешевское водохранилище характеризовалось широ-
кой вариабельностью значений хлорофилла а при отсутствии однопикового характера 
развития фитопланктона. Межгодовые изменения хлорофилла а косвенно зависят от 
температурного фактора и в большей степени – от варьирования концентраций и био-
генных элементов. Ежегодное увеличение температуры приводит к удлинению периода 
максимальных концентраций хлорофилла а. В целом экосистема Старобешевского 
и Нижнекальмиусского водохранилища справляется с антропогенным воздействием.
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Введение
Река Кальмиус расположена в Северном При-

азовье, при этом ее бассейн территориально не 
выходит за границы центрального Донбасса. Дли-
на реки от истока до устья составляет 209 км. Сток 
реки зарегулирован плотинами, на месте которых 
созданы водохранилища для нужд населения 
и промышленности Донбасса. В верхнем участке 
реки вблизи истока расположено Верхнекальми-
усское водохранилище, обеспечивающее питьевой 
водой г. Донецк. В среднем участке реки располо-
жены два водохранилища (Нижнекальмиусское 
и Старобешевское). Нижнекальмиусское водохра-
нилище используется для водообеспечения про-
мышленных предприятий города. Ниже по тече-
нию находится Старобешевское водохранилище, 
которое выполняет функцию водоема-охладителя 
Старобешевской теплоэлектростанции (ТЭС). 
В нижнем участке реки Кальмиус зарегулировано 
Павлопольское водохранилище, (находящееся 
в 30 км от Азовского моря) которое интенсивно 

используется для ирригации близлежащих сель-
скохозяйственных угодий [1–3]. Следовательно, 
по гидрологическим характеристикам река Каль-
миус относится к категории малых рек с высокой 
степенью антропогенного воздействия, что вызы-
вает большой интерес для ее исследования. 

Фитопланктон является первичным проду-
центом органического вещества в водных экоси-
стемах. Он формирует трофический базис и энер-
гетическую основу для всех последующих этапов 
продукционного процесса в водоеме. Одним из 
наиболее распространенных методов изучения 
экологического состояния водоемов является 
определение содержания фотосинтетических пиг-
ментов фитопланктона [4, 18, 19].

Хлорофилл а (хл а) – основной пигмент фи-
топланктона, определяется как универсальная 
эколого-физиологическая характеристика состоя-
ния фотосинтетической активности водорослей, 
обеспечивающая интегральную оценку процессов, 
протекающих в водных экосистемах. Хлорофиллы 
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b и с играют важную роль как вспомогательные 
пигменты. Их присутствие дополняет спектраль-
ный диапазон поглощения света, что способствует 
более эффективному использованию доступной 
энергии фитопланктоном [5]. 

Удельное содержание хл а в биомассе фито-
планктона изменчиво и зависит от ряда факторов, 
что усложняет определение общего переходного 
коэффициента между концентрацией хлорофилла 
и биомассой, который может быть применим для 
водоемов различных типов [6].

Исследование биоразнообразия фитопланкто-
на реки Кальмиус ведется с 50-х гг. XX в. Согласно 
литературным данным, за последние 20 лет фито-
планктон водохранилищ и притоков бассейна  
реки Кальмиус был представлен пятью отделами: 
Heterokontophyta, Chlorophyta, Euglenophyta, Cy-
anobacteria и Dinoflagellata, при этом доминируют 
диатомовые и протококковые водоросли (в сово-
купности до 76 % от общего состава альгофлоры). 
Цианобактерии демонстрируют сравнительно низ-
кий уровень биоразнообразия (от 4 % до 16 % от 
общего состава альгофлоры). Эвгленовые и диноф-
лагелляты представлены единичными видами (от 
1% до 8% от общего состава альгофлоры). Данные 
по фотосинтетическим пигментам носят отрывоч-
ный характер и требуют дальнейших исследова-
ний [20, 21]. На современном этапе проходит ком-
плексное изучение растений в экосистемах 
Донбасса на базе кафедры ботаники и экологии 
Донецкого государственного университета [7–10]. 
Объектом исследования являются водохранилища, 
зарегулированные на реке Кальмиус.

Целью настоящей работы стало исследование 
состава фотосинтетических пигментов фитоплан-
ктона в водохранилищах бассейна реки Кальмиус 
для оценки современного экологического состоя-
ния вод.

Материалы и методы
Материалом для работы послужили 126 фик-

сированных проб воды, (отобранных с периодич-
ностью ~2 раза в месяц) в водах Нижнекальмиус-
ского и Старобешевского водохранилищ в период 
2019–2023 гг. (рис. 1). 

Оценку количества фотосинтетических пиг-
ментов в фитопланктоне осуществляли спектро-
фотометрическим методом, основанным на изме-
рениях концентрации хл а, пигментного индекса 
и дополнительных пигментов (хлорофиллов b, 
c1 + с2 и каротиноидов) [11, 12]. Взвесь, осажден-
ную на фильтр из стекловолокна, гомогенизиро-
вали в ступке вместе с фильтром. После добавле-
ния туда же нескольких кубических сантиметров 
90%-го ацетона в течение 1 мин растирали. Полу-
ченный экстракт сливали в центрифужную про-
бирку. Светорассеивающую взвесь удаляли из экс-
тракта методом центифугирования. После этого 
экстракт переносили в стеклянную мерную про-
бирку, чтобы довести его объем до объема фото-
метрической кюветы. Полученный экстракт изу-
чали методом спектрофотометрирования [12–14].

При спектрофотометрировании использовали 
кюветы с рабочей длиной 1 см и брали отсчеты 
оптических плотностей при четырех длинах волн: 
664, 647, 630 и 750 нм. Спектрофотометрирование 

Рис. 1. Карта-схема расположения точек отбора проб. НК – Нижнекальмиусское водохранилище; СТ – Старобешевское водо-
хранилище.
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производили дважды, до и после подкисления 
экстракта несколькими каплями раствора соляной 
кислоты в ацетоне. После добавления кислоты из-
мерение проводили на двух длинах волн: 664 
и 750 нм [13, 14]. 

Определение азота проводили методом Кьель-
даля (с добавлением селена), определение фосфо-
ра проводили спектрофотометрическим методом 
ИСО 6878 [15].

Температуру воды и воздуха определяли с по-
мощью лабораторного ртутного термометра в пе-
риод отбора проб. Концентрацию растворенного 
кислорода определяли с помощью йодометриче-
ского титрования, методом Винклера [16]. Видо-
вой состав и количественные характеристики  
фитопланктона (численность и биомассу) опреде-
ляли методом прямого микрокопирования при 
помощи микроскопа Primo Star Carl Zeiss (Carl 
Zeiss, Германия). Оценку численности фитоплан-
ктона делали при помощи камеры Горяева в трех 
повторностях с установлением среднего значения. 
Расчет биомассы проводили спектрофотометриче-
ским методом [16].

Таксономическое положение видового соста-
ва было описано в соответствии с международной 
базой данных Algaebase [17]. Статистическую об-
работку проводили с помощью компьютерных 
программ Statistica 10 и Excel. 

Результаты и обсуждение
Динамика температуры показала высокую сте-

пень неоднородности на исследуемых участках во-
дохранилищ. Для Нижнекальмиусского водохра-
нилища среднегодовая температура варьировала 
в пределах 17,63–21,04°C, при этом максимум от-
мечен для августа 2021 г. – 29,7°C. Водный бассейн 
Старобешевского водохранилища характеризовал-
ся тенденцией к быстрому прогреванию (за счет 
притока подогретых вод Старобешевской ТЭС), 
что вызывало удлинение периода повышенных 
температур и отсутствие ледостава. Максимальная 
температура была отмечена для августа 2021 г. – 
42°C вблизи канала спуска теплых вод. Среднего-

довая температура Старобешевского водохрани-
лища варьировала в пределах 19,29–21,07°C 
и была больше этого показателя для Нижнекаль-
миусского (табл. 1).

Содержание растворенного кислорода имела 
высокую изменчивость в зависимости от павод-
ков, вертикальной стратификации, эвтрофирова-
ния, «цветения» фитопланктона, термоклина 
и ряда других экологических и климатических  
параметров. Минимальные значения наблюдались 
в Нижнекальмиусском водохранилище в августе 
2021 г. (0,86 мг О2 /л), что являлось критически 
низким показателем, приближенным к аналити-
ческому нулю.

В Старобешевском водохранилище в летний 
период концентрация растворенного кислорода 
опускалась до 3,96 мг О2 /л, в то время как зимой 
не превышала 12 мг О2 /л, что соответствует нор-
мальным значениям для пресноводных конти- 
нентальных водоемов [15]. Анализ среднегодовых 
показателей (табл. 1) указывает на дефицит рас-
творенного кислорода в Нижнекальмиусском во-
дохранилище, что, вероятно, вызвано высокой 
концентрацией биогенов и, как следствие, массо-
вым развитием цианобактерий, а также появлени-
ем заморов в следствии образования мортмассы. 

Содержание биогенных элементов в водоемах 
имело достаточно неоднородную картину. Ниж-
некальмиусское водохранилище характеризова-
лось постоянно завышенными показателями по 
содержанию общего азота и фосфора. Максималь-
ная концентрация биогенов наблюдалась в летний 
период, когда в отдельных заводях и мелководьях 
количество общего азота достигало 5,68 мг/л, 

а фосфора – 6,78 мг/л. Среднегодовые показатели 
варьировали от 2,56 ± 0,8 до 2,96 ± 0,7 мг/л для азота 
и от 4,26 ± 1,2 до 5,60 ± 0,9 мг/л для фосфора. Исхо-
дя из полученных данных по биогенным элемен-
там, можно констатировать, что Нижнекальмиус-
ское водохранилище относится к гиперэвтрофному 
типу. Это является результатом антропогенного  
эвтрофирования и приводит к «цветению» фито-
планктона [15, 18].

Таблица 1
Среднегодовые значения гидрологических и гидрохимических параметров вод Старобешевского и Нижнекальмиусского водохранилищ

Год Температура, °C Содержание кислорода О2, мг/л Азот общий, мг/л Фосфаты, мг/л Хлорофилл а, мкг/л

Нижнекальмиусское водохранилище

2019 17,63 ± 0,2 4,20 ± 0,3 2,82 ± 0,9 4,26 ± 1,2 97,11 ± 1,5
2020 18,11 ± 0,1 3,91 ± 0,5 2,56 ± 0,8 5,46 ± 0,8 102,78 ± 1,9
2021 21,04 ± 0,2 3,95 ± 0,4 2,70 ± 0,9 5,60 ± 0,9 106,47 ± 1,5
2022 21,01 ± 0,2 3,49 ± 0,2 2,96 ± 0,7 4,39 ± 0,4 79,14 ± 2,6

Старобешевское водохранилище

2019 19,29 ± 0,1 8,83 ± 0,2 0,51 ± 0,7 2,02 ± 0,7 54,24 ± 1,4
2020 20,11 ± 0,2 9,14 ± 0,2 0,69 ± 0,9 2,15 ± 0,9 67,69 ± 1,3
2021 21,44 ± 0,2 8,87 ± 0,2 0,59 ± 0,8 2,23 ± 0,8 57,96 ± 1,3
2022 21,07 ± 0,2 8,95 ± 0,2 0,61 ± 0,7 2,22 ± 0,4 59,67 ± 1,2
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Старобешевское водохранилище прилегает 
к ряду сельскохозяйственных территорий и под-
вергается прямому воздействию со стороны Ста-
робешевской ТЭС. При этом наблюдаемые кон-
центрации биогенных элементов находились 
в пределах предельно допустимых концентраций 
для пресных водоемов [15] (табл. 1).

Определение концентрации фотосинтетиче-
ских пигментов проведено в корреляции с систе-
матической структурой водорослей фитопланкто-
на. Фитопланктон исследуемых водохранилищ 
бассейна реки Кальмиус по видовому составу имел 
следующую систематическую структуру (рис. 2).

Отдел Chlorophyta характеризовался как до-
минирующий по количеству видов, формируя 
35,64% от общего количества видов. Отдел 
Heterokontophyta по встречаемости видов являлся 
субдоминантом, формирующим 31,58% от общего 
количества видов. Разнообразие видов отдела 
Cyanobacteria было значительно ниже – 18,69% от 
общего количества видов. Отделы Euglenophyta 
и Dinophlagellata суммарно формировали 14,09% 
от общего количества видов. 

Количественные показатели фитопланктона 
в Нижнекальмиусском водохранилище определя-
лись влиянием высокого антропогенного воздей-
ствия, т.к. водохранилище принимает практиче-
ски все бытовые и промышленные стоки 
г. Донецка. Видовое разнообразие (по индексу 
Шенонна-Уивера) варьировало в пределах от 
0,12 бит/экз. зимой, до 4,23 бит/экз. весной. Со-
гласно индексу выравненности Пиелу наиболее 
сложная структура фитопланктона была выявлена 
в мае 2019 г., она варьировала в широких преде-
лах – от 0,01 бит/экз. до 0,68 бит/экз., что связано 
с высокой степенью вариабельности видового раз-
нообразия фитопланктона. В Старобешевском во-
дохранилище индекс Шеннона-Уивера варьиро-
вал от 0,86 бит/экз. зимой, до 3,96 бит/экз. 
осенью. Согласно индексу Пиелу наиболее слож-
ная структура фитопланктона выявлена в октябре 

2021 г. Она варьировала в широких пределах – от 
0,12 бит/экз. до 0,97 бит/экз.

Динамика количественных показателей чис-
ленности фитопланктона исследуемых водохрани-
лищ находилась в разнопиковом состоянии. По-
вышенные концентрации биогенных элементов 
в Нижнекальмиусском водохранилище свидетель-
ствуют об антропогенном эвтрофировании, что 
выражается в ежегодном летнем «цветении» циа-
нобактерий и приводит в состояние биотического 
неблагополучия водную экосистему Нижнекаль-
миусского водохранилища, провоцируя падение 
уровня кислорода и появление процессов замора. 
Содержание основного фотосинтетического пиг-
мента хл а в Нижнекальмиусском водохранилище 
имело широкий диапазон варьирования. Зачастую 
в летний период концентрации хл а изменялась от 
56 до 165 мкг/л, а диапазон наиболее часто встре-
чаемых концентраций составлял от 60 до 90 мкг/л. 
Морфометрическое строение водохранилища, его 
протяженность и использование в народном хо-
зяйстве характеризуют сложную гидрохимическую 
картину. Так, низкая скорость течения, неболь-
шая глубина (до 4 м) формируют «бульон» из био-
генных элементов и растворенного органического 
вещества. Весной и осенью состав фитопланктона 
имеет наиболее высокое разнообразие – так, мера 
разнообразия Шенонна-Уивера по динамике хл а 
варьировала от 0,5 бит/экз. до 3,71 бит/экз. При 
этом в летний период происходила стагнация био-
разнообразия и максимальные концентрации хл а 
возрастали за счет монодоминантных групп циа-
нобактерий. Стоить выделить тот факт, что в от-
дельных участках (заводи и мелководье) наблюда-
лась увеличение концентрации хл а, что является 
типичным для водоемов эвтрофного типа. 

В Старобешевском водохранилище концентра-
ция хл а изменялась в широких пределах. Диапазон 
часто встречаемых значений варьировал от 12 до 
78 мкг/л. Вследствие отсутствия ледостава в зим-
ний период наблюдалось ранне-сезонное увеличе-

Рис. 2. Количество видов доминирующих отделов фитопланктона в Нижнекальмиусском и Старобешевском водохранилищах.
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ние концентрации хл а. Так, в марте 2021 г. кон-
центрация хл а достигала значений 23 мкг/л. 
Ранний прогрев влечет за собой увеличенное био-
разнообразие фитопланктона. Весной мера разноо-
бразия Шенонна-Уивера по динамике хл а варьи-
ровала в диапазоне от 2,5 бит/экз. до 4,12 бит/экз., 
что и является пиковым значением в сезонном раз-
нообразии фитопланктона. В летний период сохра-
няются высокая концентрация биогенных элемен-
тов и большой диапазон концентраций хл а. 
Максимальное значение определено для заводей, 
поросших сплошными зарослями рдеста и рогоза 
от 11 до 57 мкг/л. Стоит выделить, что в припло-
тинном участке Старобешевского водохранилища 
наблюдается замедленный водообмен. Это опреде-
ляет увеличение концентрации хл а в среднем на 
5–8 мкг/л. Осенний период характеризовался по-
нижением концентрации хл а до 14–28 мкг/л. Сле-
довательно, Старобешевское водохранилище имеет 
концентрации хлорофилла а в 2–5 раз ниже, чем 
Нижнекальмиусское водохранилище, что опреде-
ляет его как водохранилище олиготрофного типа.

На фоне широкой вариабельности концентра-
ции хл а дополнительные пигменты дают важную 

информацию для более глубокого понимания осо-
бенностей функционирования водных экосистем. 
Содержание концентрации хл b изменялась в диа-
пазоне от 2 до 45 мкг, что в 6–10 раз меньше содер-
жания основного пигмента, коэффициент вариа-
ции составлял 32–37% в Старобешевском 
водохранилище. В Нижнекальмиусском водохра-
нилище, несмотря на пиковые значения хл а, пока-
затели дополнительных пигментов характеризуют-
ся средней степенью изменчивости. Концентрации 
хл b и хл с превышают концентрацию основного 
пигмента на 19–78%. Превышение концентраций 
хл b и хл с над показателями хл а вероятнее всего 
связаны с высокой численностью зеленых водорос-
лей, золотистых водорослей рода Dinobrion и ди-
нифлагеллят рода Ceratium. Феопигменты (продук-
ты распада хлорофилла) в пиковые периоды 
«цветения» фитопланктона варьировались в диапа-
зоне 2,5–7,3 мкг, что ниже по отношению к хл а, 
что вероятно отражало высокую степень изменчи-
вости количественных показателей фитопланкто-
на. С уменьшением «цветения» фитопланктона. 
В первой декаде лета и осени наблюдалось увеличе-
ние концентрации феопигментов. 

Таблица 2
Сезонные изменения содержания фотосинтетических пигментов водорослей в водоемах водохранилищ реки Кальмиус (2021 г.)

Точка 
отбора Месяц

Хлорофилл мкг/л
Феопигменты Каротиноиды Пигментный 

индекс (440/664)a b c

НК

V
165,3 ± 4,2

27,3
27,2 ± 0,8

32,1
11,5 ± 0,9

41,9
64,8 ± 8,3

69,7
48,2 ± 0,2

83,2
2,3±0,9

25,9

VII
155 ± 1,1

39,3
25,8 ± 0,9

31,3
14,3 ± 1,2

18,3
21,6 ± 1,2

45,7
28,1 ± 14,3

68,1
2,6 ± 0,9

53,8

IX
114,1 ± 1,9

57,12
17,9 ± 1,5

37,9
1,4 ± 1,6

39,2
31,6 ± 1,2

44,2
160,3 ± 0,3

4,6
4,6 ± 0,7

52,2

СТ

V
48,2 ± 2,1

33,3
11,0 ± 0,5

22,1
6,1 ± 0,9

12,2
5,9 ± 1,6

19,3
53,6 ± 0,9

72,1
9,5 ± 5,6

127,2

VII
51,1 ± 0,9

2,1
15,9 ± 0,7

18,7
5,4 ± 1,3

11,1
5,2 ± 1,6

41,6
13,6 ± 0,7

48,3
10,8 ± 10,3

120,3

IX
57,2 ± 2,6

12,9
13,9 ± 1,9

39,9
8,9 ± 1,4

12,1
5,6 ± 0,9

17,6
9,6 ± 0,8

42,6
10,6 ± 15,6

92,6
Примечание: Над чертой – показатели со стандартной ошибкой, под чертой – коэффициент вариации. НК – Нижнекаль-

миусское водохранилище, СТ – Старобешевское водохранилище. 

Таблица 3
Коэффициенты корреляции содержания хлорофилла а с содержанием других пигментов  

в водохранилищах бассейна реки Кальмиус (июнь–август 2021 г.)

Точка отбора* p-0,05** Хлорофилл b Хлорофилл c Феофитин Каротиноиды Пигментный индекс

НК1 0,168 0,982 0,573 0,709 0,919 0,083
НК2 0,215 0,734 0,620 0,953 0,523 0,510
НК3 0,171 0,768 0,078 0,842 0,546 0,889
СТ1 0,116 0,347 0,032 0,199 0,985 0,357
СТ2 0,187 0,655 0,509 0,735 0,530 0,002
СТ3 0,196 0,857 0,653 0,016 0,496 0,880

Примечание: *НК – Нижнекальмиусское водохранилище, СТ – Старобешевское водохранилище. ** статистически значи-
мое отличие от контроля, p < 0,05 – статистически достоверные (значимые) различия.
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Следовательно, определение динамики фео-
пигментов, как продуктов распада хлорофилла, 
позволило охарактеризовать процессы деградации 
органического вещества и оценить интенсивность 
изменений в составе фитопланктона. В свою  
очередь, анализ концентраций каротиноидов  
предоставил возможность выявить особенности 
фотосинтетической активности и установить до-
минирующие группы водорослей в периоды «цве-
тения». Превышение значений содержания каро-
тиноидов над концентрацией хл а в августе на 71% 
свидетельствовал о превышении деструкции орга-
нического вещества над ассимиляцией. Макси-
мальные концентрации каротиноидов регистри-
ровались в периоды интенсивного «цветения» 
монодоминантных групп цианобактерий. 

Заключение 
Содержание хл а в исследуемый период изме-

нялась в диапазоне от 12 до 165 мкг/л. Наиболее 
высокие значения показателей наблюдались в лет-
ний период в Нижнекальмиусском водохранили-
ще вследствие «цветения» цианобактерий. Увели-
чение концентрации хл а вероятнее всего связано 
с увеличением количественных показателей био-
генных элементов. Старобешевское водохранили-
ще имело широкую вариабельность хл а, что  
подтверждается наличием нескольких пиков кон-

центраций. В зимний период вследствие притока 
теплых вод концентрация хл а составляла до 
14 мкг/л. Межгодовые изменения хл а, по-ви- 
димому, зависят в большей степени от климатиче-
ских факторов. Ежегодное увеличение температуры 
приводит к удлинению периода максимальных 
концентраций хл а.

Следовательно, водные экосистемы водохра-
нилищ имеют разную реакцию на внешние факто-
ры. Нижнекальмиусское водохранилище имеет 
эвтрофный статус, который ежегодно поддержи-
вается увеличенными концентрациями биогенных 
элементов путем формирования монодоминант-
ных групп автотрофов. Экосистема Старобешев-
ского водохранилища регулируется температур-
ным фактором, в следствии которого происходит 
поддержание мезотрофного статуса при увеличен-
ных показателях биоразнообразия. 

Исследование выполнено в рамках молодеж-
ной лаборатории «Диагностика и механизмы адап-
тации природных и антропогенно-трансформиро-
ванных экосистем Донбасса» (№ госрегистрации 
НИОКТР 1023110700153-4-1.6.19;1.6.11;1.6.12).  
Исследование проведено без использования жи-
вотных и без привлечения людей в качестве испы-
туемых. Автор заявляет об отсутствии конфликта 
интересов.
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The paper presents data on the content, composition, and interannual and seasonal dynamics of 
photosynthetic pigments in the Nizhnekalmius and Starobeshevo reservoirs of the Kalmius River 
in the Donetsk People’s Republic. The average chlorophyll a content in the reservoirs ranged 
from 54.24 ± 1.4 to 106.47 ± 1.5 µg/litre. The Nizhnekalmius reservoir was characterised by 
higher values of photosynthetic pigment concentration with lower phytoplankton biodiversity. 
The presence of a constant dominant group and increased concentrations of nutrients 
characterise the reservoir ecosystem as unstable. The summer bloom of cyanobacteria 
determines high chlorophyll a concentrations. The increase in the absolute and relative number 
of cyanobacteria indicates the transition to the eutrophic type of the reservoir. The Starobeshevo 
reservoir was characterised by a wide variability of chlorophyll a values with no single peak 
character of phytoplankton development. Interannual changes in chlorophyll a depend 
indirectly on the temperature factor and largely on the variation of concentrations and biogenic 
elements. The annual increase in temperature leads to a prolongation of the period of maximum 
chlorophyll a concentrations. In general, the ecosystem of the Starobeshevo and Nizhnekalmius 
reservoirs is coping with anthropogenic impacts.
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Некоторые физико-химические характеристики  
мареннин-подобного пигмента,  
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Мареннин и мареннин-подобные пигменты, продуцируемые некоторыми представителя-
ми диатомовых водорослей рода Haslea, представляют собой уникальные водораствори-
мые соединения, обладающие рядом ценных свойств. Химическая структура пигментов 
этой группы до сих пор не раскрыта. Данные о физико-химических характеристиках ма-
реннина получены преимущественно для одного вида – H. ostrearia. За последние полтора 
десятилетия описаны четыре новых мареннин-продуцирующих вида, что открывает пер-
спективу изучения биоразнообразия рода Haslea и соответственно разнообразия маренни-
нов. Мареннин-продуцирующие представители диатомовых рода Haslea накапливают 
пигмент в апикальных концах клеток, а также выделяют его во внешнюю среду, благодаря 
чему она приобретает зеленовато-синий цвет. Роль мареннина в функционировании кле-
ток диатомовых неизвестна, но можно допустить, что пигмент, не участвующий в фото-
синтезе и поглощающий свет преимущественно в ультрафиолетовой, фиолетовой и крас-
ной областях, является фотопротектором. Химический состав и спектральные 
характеристики мареннинов, продуцируемых разными видами Haslea, слегка различают-
ся. В то время как у некоторых видов, особенно у H. ostrearia, физико-химические свой-
ства мареннина описаны достаточно обстоятельно, пигмент H. karadagensis – эндемика 
Черного моря – остается практически неисследованным. В работе представлены в сравне-
нии характерные для заданных условий спектрофотометрические и физико-химические 
показатели мареннинов H. karadagensis и H. ostrearia. Определены значения кажущихся 
констант диссоциации и изобестических точек для мареннинов обеих диатомей.

Ключевые слова: диатомовые, Haslea karadagensis, мареннин, пигмент, спектрофотоме-
трия, изобестические точки, кажущиеся константы диссоциации
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Введение
Диатомовая водоросль Haslea karadagensis 

Davidovich, Gastineau & Mouget относится к ма-
реннин-продуцирующим видам рода Haslea 
Simonsen. Эта водоросль является эндемиком 
Черного моря, впервые была обнаружена у бере-
гов Карадага, благодаря чему и получила свое на-
звание [1]. Близкородственный вид Haslea ostrearia 
(Gaillon) Simonsen – космополит, встречается во 
многих морях Мирового океана, отмечен также 
в прибрежной части Черного моря [2].

Мареннин существует в двух формах – вну-
триклеточной и внеклеточной. Внутриклеточный 

мареннин накапливается в апикальных областях 
клеток, внеклеточный мареннин прижизненно 
выделяется клетками во внешнюю среду. Две фор-
мы мареннина имеют разные молекулярные мас-
сы и спектральные характеристики [3]. Обе фор-
мы очищенного мареннина у H. karadagensis 
и H. ostrearia проявляли антиоксидантную, проти-
вовирусную и противогрибковую активность [4–6]. 
У водных неочищенных экстрактов мареннина 
H. ostrearia наблюдалась антипролиферативная, 
противоопухолевая и антикоагулянтная актив-
ность [7, 8]. Обе формы мареннина H. ostrearia ин-
гибируют рост и развитие патогенных бактерий, 

© Давидович Н.А., Кириенко Е.С., 2024

https://orcid.org/0000-0002-3510-0453
https://orcid.org/0009-0002-4110-8424
mailto:esk-00@bk.ru


361

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2024. Т. 79. № 4

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МАРЕННИНА HASLEA KARADAGENSIS

поражающих устриц [5, 9]. Эксперименты по 
окрашиванию моллюсков-фильтраторов с исполь-
зованием мареннинов H. karadagensis и H. ostrearia 
показали, что благодаря мареннину тело моллю-
сков приобретает зеленоватый цвет [6, 10] – свой-
ство, издавна используемое в аквакультуре устриц.

Было предложено несколько иногда противо-
речивых гипотез, касающихся химической при- 
роды пигмента и хромофоров, определяющих его 
сине-зеленый цвет. В структуре мареннина 
H. ostrearia обнаружены моносахариды, такие как: 
галактоза, ксилоза, манноза, рамноза и фуко-
за [11]. Также установлено, что этот пигмент со-
держит в своей структуре 1,3-β-глюкан [12]. Роберт 
и Халлет [13], основываясь на микроспектрофото-
метрическом анализе in vivo, сообщили, что пиг-
мент очень похож на c-фикоцианин, в то время 
как Бокат [14] предположил, что мареннин являет-
ся хромопротеином, совершенно отличным от фи-
коцианина. Рэнсон [15] считал, что простетиче-
ская группа пигмента может быть каротиноидом. 
По мнению Бахраха [16], Моро [17] и Женев  
с соавт. [18] синий пигмент был продуктом распада 
хлорофилла, чему противоречат наблюдения 
Тремблина и Робера [19], которые не обнаружили 
никаких изменений в количестве хлорофилла 
в связи с производством мареннина. Нейвилль 
и Даст [20] связали мареннин с антоцианами. Хар-
дуэн и др. [21] описали мареннин как смесь  
нескольких макромолекул. Фенольную природу 
хромофора мареннина предположили Пувро с со-
авт. [3]. По мнению Франсесон и др. [22] цвет пиг-
мента обусловлен наличием системы хинонов 
и фенильных колец. Наконец, данные исследова-
ний Зебири и др. [11], основанные на изучении 
спектров  ядерного магнитного резонанса, свиде-
тельствуют о том, что мареннин – это гетерополи-
сахарид с высокой степенью ветвления, при этом 
не было обнаружено никаких конкретных призна-
ков потенциального хромофора.

Мареннин не выполняет светособирающей 
функции и, скорее всего, является фотопротекто-
ром, экранирующим избыток света [23]. Он харак-
теризуется наличием относительно широких полос 
поглощения в УФ-видимом диапазоне, а также 
в красной области [3, 15]. Давно было замечено, 
что спектральные характеристики мареннина в за-
висимости от pH изменяют свой цвет от фиолето-
вого и синего в кислой среде до желто-зеленого 
в щелочной [10, 22]. Соответственно изменяются 
спектры поглощения пигментов, и для них можно 
определить изобестические точки [3]. Положение 
изобестических точек является важной характери-
стикой пигмента. Для хорошо изученной H. os-
trearia установлены характерные изобестические 
точки для внутри- и внеклеточной форм пигмента, 
для H. karadagensis такие данные отсутствуют.

Еще одной важной характеристикой марен-
нинов служит кажущаяся константа диссоциа-

ции, значение которой можно найти по спектрам 
поглощения, полученным для разных значений 
pH. Так же, как и в случае с изобестическими 
точками, значения кажущихся констант диссо-
циации были установлены только для мареннина 
H. ostrearia [3].

Цель нашей работы состояла в том, чтобы 
определить значения ранее неизученных физико-
химических характеристик мареннина H. karada-
gensis, что позволит оценить разнообразие марен-
нинов и ближе подойти к раскрытию природы 
этого уникального пигмента.

Материалы и методы
Определение физико-химических свойств 

было проведено на нативном внеклеточном ма-
реннине, накапливающемся в клоновых культурах 
H. karadagensis и H. ostrearia, находившихся в экс-
поненциальной фазе роста. Штаммы H. karadagen-
sis были выделены из бентосных проб, отобранных 
в прибрежной части Карадагского природного за-
поведника в ноябре 2022 г., и содержались в спе-
циально оборудованном помещении с постоянной 
температурой 20 ± 2°C при естественном рассеян-
ном освещении. Клоновые культуры H. ostrearia, 
являющиеся потомками клонов, выделенных с ат-
лантического побережья Франции, были взяты из 
Коллекции диатомовых водорослей Мирового 
океана (Карадагская научная станция, Институт 
биологии Южных морей РАН, https://ibss-ras.ru/
about-ibss/structure-ibss/tsentry-kollektivnogo-
polzovaniya/collection-of-diatoms-of-world-ocean/). 
Альгологически чистые культуры содержали в кол-
бах Эрленмейера объемом 50 мл в модифициро-
ванной среде ESAW [24] с уровнями солености 
20‰ для черноморской H. karadagensis и 36‰ для 
океанической H. ostrearia. Продолжительность 
культивирования H. karadagensis и H. ostrearia, до-
статочная для получения необходимой для иссле-
дования концентрации внеклеточного мареннина, 
составляла 10 сут, в течение которых культуры на-
ходились в экспоненциальной фазе роста. В этой 
фазе накопление внеклеточного пигмента в среде 
происходит за счет прижизненного выделения 
клетками. Внутриклеточный мареннин остается 
внутри клеток. Влияние компонентов среды, кото-
рые могли бы изменить спектры поглощения пиг-
ментов, не учитывалось.

Отметим, что мареннином принято называть 
пигмент, синтезируемый H. ostrearia, в то время 
как пигменты у других видов Haslea считают ма-
реннин-подобными ввиду наблюдающихся не-
больших различий [25]. В дальнейшем изложении 
мы будем использовать обобщающий термин «ма-
реннин».

Для спектрального анализа взятые из культур 
клонов H. karadagensis и H. ostrearia среды про-
фильтровывали через бумажные плотные, узкопо-
ристые фильтры медленной фильтрации (Filtrak, 

https://ibss-ras.ru/about-ibss/structure-ibss/tsentry-kollektivnogo-polzovaniya/collection-of-diatom
https://ibss-ras.ru/about-ibss/structure-ibss/tsentry-kollektivnogo-polzovaniya/collection-of-diatom
https://ibss-ras.ru/about-ibss/structure-ibss/tsentry-kollektivnogo-polzovaniya/collection-of-diatom
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ГДР). Растворы помещали в стеклянные кюветы 
с длиной оптического пути 50 мм. Регистрацию 
спектров в диапазоне длин волн от 400 до 900 нм 
производили, используя спектрофотометр  
ПромЭкоЛаб ПЭ-5400УФ (Shanghai Mapada In-
struments Co, Ltd., Китай) и прилагаемое к нему 
программное обеспечение Scan54. Выполнено 
шесть серий экспериментов для H. karadagensis 
и четыре серии для H. ostrearia.

Используемая нами искусственная морская 
вода (модифицированная среда ESAW), обладаю-
щая буферными свойствами, имела pH = 8,25. Для 
получения спектров поглощения при разных зна-
чениях pH исходный раствор внеклеточного ма-
реннина подкисляли концентрированной соляной 
кислотой. Значения рН измеряли с помощью  
pH-метра pH-150МИ (ООО НПО «Измерительная 
техника ИТ», Россия). Температура в процессе из-
мерений не изменялась и составляла 20°С.

Результаты
На основании полученных спектров погло- 

щения для внеклеточной формы мареннинов 
H. karadagensis и H. ostrearia установлено положе-
ние изобестических точек и диапазоны длин волн, 
в которых изменялось положение максимумов по-
глощения при изменении pH. Для каждой серии 
экспериментов для 7–11 длин волн построены 
графики зависимости поглощения света от уровня 
pH. Аппроксимация выполнена полиномом чет-
вертой степени. Графическим методом [26] опре-
делены значения кажущейся константы диссоциа-
ции. Рассчитаны средние значения константы 
диссоциации для каждой серии и общие средние.

В диапазоне длин волн от 400 до 900 нм рас-
твор внеклеточного мареннина H. karadagensis 
и H. ostrearia имел один максимум поглощения, 
положение которого изменялось при различных 
показателях pH (рис. 1 А, Б). В нативном состоя-
нии (pH среды 8,25) максимум поглощения пиг-
мента соответствовал длине волны 663–665 нм 
у обоих видов. При подкислении раствора (вплоть 
до pH = 4,8–5,0) положение максимума не изме-
нялось. Дальнейшее подкисление приводило 
к резкому переходу максимума в синюю область 
(гипсохромный сдвиг) и при значениях pH мень-
ше 2,5–3,0 его положение (562–567 нм) опять ста-
новилось практически неизменным (рис. 1 В, Г).

По спектрам поглощения, полученным для 
разных значений pH, можно определить две изо-
бестические точки. Для внеклеточного мареннина 
H. karadagensis (рис. 1 А) одна изобестическая точ-
ка находилась вблизи 614 нм, другая вблизи 
507 нм. Для внеклеточной формы пигмента H. os-
trearia (рис. 1 Б) одна изобестическая точка распо-
лагалась в области 612 нм, другая в области 
516 нм. Для обоих видов следует отметить относи-
тельно широкий диапазон разброса точек пересе-
чения спектров, составлявший порядка 20 нм.

Рис. 1. Спектры поглощения внеклеточного мареннина Haslea 
karadagensis (А) и H. ostrearia (Б) и положение максимумов аб-
сорбции у H. karadagensis (В) и H. ostrearia (Г) при разных зна-
чениях pH. Штриховыми линиями показано расположение 
изобестических точек
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Полученные спектрофотометрические дан-
ные позволили установить кажущиеся константы 
диссоциации мареннина для изученных видов 
(рис. 2). Для H. karadagensis и H. ostrearia средние 
значения кажущихся констант диссоциации  
и доверительные интервалы для них (при уровнях 
значимости 95%) составили 4,02 ± 0,21 (n = 6) 
и 3,83 ± 0,13 (n = 4) pH соответственно. Дисперси-
онный анализ (тест ANOVA в программе Origin 
Pro 9) показал отсутствие статистически значимых 
различий между двумя средними.

Обсуждение
Изобестические точки характеризуют оптиче-

ские свойства пигментов, их наличие говорит 
о том, что хромофорные группы могут находиться 
в двух альтернативных состояниях в зависимости 
от pH среды. Ранее было установлено положение 
изобестических точек внеклеточного мареннина 
H. ostrearia, которое соответствовало длинам волн 
490 и 635 нм [3]. В условиях наших экспериментов 
получены иные средние значения изобестических 
точек для мареннина H. ostrearia, которые находи-

лись вблизи 516 и 612 нм. Такое расхождение  
в положении изобестических точек может объяс-
няться разными причинами – в частности, отли-
чающимися условиями экспериментов и тем, что 
в наших экспериментах использован не экстраги-
рованный и очищенный мареннин, а мареннин 
в его нативном состоянии. При всем различии  
условий экспериментов полученные нами данные 
для мареннина H. ostrearia могут служить «репер-
ной точкой» для сравнения с данными, получен-
ными для H. karadagensis.

Положения изобестических точек, установ-
ленные нами для H. karadagensis и H. ostrearia, 
в оранжевой области спектра практически совпа-
дали, в то время как в зеленой области изобести-
ческая точка у H. karadagensis была смещена в сто-
рону коротких волн приблизительно на 9 нм. 

Пока остается открытым вопрос относительно 
пути формирования внеклеточного мареннина [3]. 
Потенциально возможны два способа: (1) высво-
бождение внутриклеточного мареннина в культу-
ральную среду в связи с гибелью клеток при их 
длительном культивировании с последующим  
превращением во внеклеточную форму и (2) при-
жизненное выделение пигмента в форме внекле-
точного мареннина как продукта метаболизма. 
Внутриклеточный мареннин, выделившийся в сре-
ду, но не претерпевший трансформации во внекле-
точную форму, может повлиять на получаемые 
спектры поглощения, поскольку молекулярная 
масса и оптические свойства двух форм пигмента 
различны. Например, внутриклеточный мареннин 
H. ostrearia имеет только одну явно выраженную 
изобестическую точку, соответствующую длине 
волны 650 нм [3]. Небезынтересно отметить, что 
в случае с Haslea provincialis Gastineau, Hansen & 
Mouget у обеих форм пигмента (внутри- и внекле-
точной) наблюдалась единственная изобестическая 
точка, соответствующая 640 нм [27]. Другие водо-
растворимые метаболиты водорослей также могут 
иметь полосы поглощения, которые искажают 
спектры поглощения самого мареннина [15, 28, 29].

В отличие от изобестических точек, получен-
ные нами значения кажущейся константы диссо-
циации для внеклеточного мареннина H. ostrearia 
(3,83 ± 0,13) оказались вполне сопоставимыми с ли-
тературными данными (4,02 ± 0,02) [3]. Точно такое 
же значение (4,02 ± 0,10) мы получили для кажу-
щейся константы диссоциации внеклеточного ма-
реннина H. karadagensis. Это второе значение, по-
лученное для мареннин-продуцирующих видов.

В целом, мареннин-продуцирующие виды рода 
Haslea демонстрируют схожие положения пиков 
в спектрах поглощения (таблица). При этом у на-
тивного (без подкисления) внеклеточного марен-
нина H. nusantara Mouget, Gastineau & Syakti отсут-
ствовало плечо в области 430–470 нм [30], которое 
явно прослеживалось у H. ostrearia [15] и было хо-
рошо выражено у наших клонов H. karadagensis.

Рис. 2. Изменение поглощения раствора внеклеточного ма-
реннина Haslea karadagensis (А) и H. ostrearia (Б) на нескольких 
длинах волн в зависимости от pH. Штриховые линии, соот-
ветствующие точкам перегиба кривых, обозначают положение 
кажущейся константы диссоциации (pKс)
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Как уже выше упоминалось, существенные 
межвидовые различия могут наблюдаться в поло-
жении и количестве изобестических точек. Пока-
зано, что H. provincialis филогенетически близка 
к H. karadagensis и H. ostrearia [30], однако наличие 
только одной изобестической точки, расположен-
ной на длине 640 нм, определяет наибольшее сход-
ство пигментов H. provincialis и H. silbo Gastineau, 
Hansen & Mouget [31].

Таким образом, положение пика поглощения 
в красной области спектра для внеклеточной 
формы мареннина у H. karadagensis совпадало 
с положением пиков у других мареннин-продуци-
рующих представителей рода Haslea, при этом от-
мечены некоторые межвидовые различия в поло-
жении и количестве изобестических точек. 
С учетом условий, заданных в экспериментах, 
различие физико-химических характеристик пиг-
ментов может служить дополнительным критери-
ем для разграничения видов.

До настоящего времени структура молекул 
мареннина остается неизвестной, несмотря на 

более чем столетний период его изучения [3, 11]. 
Это также относится к хромофору. Какова бы ни 
была его природа – полифенольная [3], отчасти 
полисахаридная [11] или другого типа – вполне 
возможно, что он составляет лишь небольшую 
часть молекулы [25]. Возможно, именно слож-
ность структуры молекулы мареннина породи- 
ла большое количество предположений о приро-
де пока неизвестного для данного вещества  
хромофора.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№24-24-00054). В работе были использованы ма-
териалы Научно-образовательного центра коллек-
тивного пользования Института биологии южный 
морей имени А.О. Ковалевского «Коллекция диа-
томовых водорослей Мирового океана». Работа 
выполнена без использования лабораторных жи-
вотных и без привлечения людей в качестве испы-
туемых. Авторы заявляют об отсутствии конфлик-
та интересов.

Таблица
Положение пиков поглощения и изобестических точек для внутри- и внеклеточных форм мареннина 

у представителей рода Haslea

Вид
Пики поглощения мареннина*  
в видимой области спектра, нм Изобестические точки для мареннинов, нм

Источник
внутриклеточного внеклеточного внутриклеточного внеклеточного

H. ostrearia

623 460–466, 663 – – [28]

672 677 650 490, 635 [3]

672 677 – – [29]

– 663–665 – 516, 612 Наши данные

H. karadagensis – 663–665 – 507, 614 Наши данные

H. provincialis 570 (pH = 2),
670 (pH = 12)

570 (pH = 2),
670 (pH = 12) 640 640 [27]

H. nusantara – 663 – – [30]

H. silbo – – 640 640 [31]
Примечание: * – для нативного состояния мареннина при pH, близком к 8,2
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SHORT COMMUNICATIONS

Some physico-chemical characteristics  
of the marennine-like pigment synthesized by the marine diatom 

Haslea karadagensis (Bacillariophyta)
N.A. Davidovich* , E.S. Kirienko 

T.I. Vyazemsky Karadag Scientific Station – Nature reserve of RAS – Branch of A.O. Kovalevsky Institute of Biology  
of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, 24 Nauki st., Kurortnoye, Feodosia, Republic of Crimea, 298188, Russia

*e-mail: nickolaid@yandex.ru

Marennine and marennine-like pigments produced by certain diatom species of the genus 
Haslea are unique water-soluble compounds with several valuable properties. The exact 
chemical structure of these pigments has not been fully elucidated, but data on the physical and 
chemical characteristics of marennines have been obtained primarily for H. ostrearia. Over the 
past fifteen years, four additional species producing marennine have been identified, which 
opens up the opportunity to explore the diversity within the genus Haslea and, consequently, the 
diversity of marennines. Diatom representatives of the genus Haslea, that produce marennine, 
accumulate pigment at the apices of their cells and release it into the external environment, 
giving the surrounding water a greenish-blue color. Although the exact role of marennine in 
diatom cellular function is unknown, it is believed to act as a photoprotectant, absorbing light in 
the ultraviolet (UV), violet, and red wavelengths, as it does not participate in photosynthesis. 
The chemical composition and spectral properties of marennines produced by different Haslea 
species vary slightly, although the physical and chemical characteristics of marennine from 
H. ostrearia have been extensively studied. While the physicochemical properties of marennine 
in some species, particularly H. ostrearia, have been described in detail, the pigment in 
H. karadagensis, an endemic species of the Black Sea region, remains largely unexplored. The 
study presents a comparison of the spectrophotometric and physicochemical characteristics of 
marennine from H. karadagensis and H. ostrearia under given conditions. The apparent 
dissociation constants and isobestic points of marennine from both diatom species were 
determined.

Keywords: diatoms, Haslea karadagensis, marennine, pigment, spectrophotometry, isobestic points, 
apparent dissociation constants
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МНЕНИЕ

УДК 57.017.67:576.385

Антиоксиданты: полезные, вредные или нейтральные  
в плане влияния на старение и продолжительность жизни?  

Все зависит от обстоятельств*
А.Н. Хохлов 

Сектор эволюционной цитогеронтологии, биологический факультет, Московский государственный университет  
имени М.В. Ломоносова, Россия, 119234, г. Москва, Ленинские горы, д. 1, стр. 12

e-mail: khokhlov@mail.bio.msu.ru

Обсуждается проблема эффективности антиоксидантов в плане их влияния на «нормаль-
ное» старение и возрастные болезни. Подчеркивается, что в течение многих лет антиокси-
данты считались самыми перспективными геропротекторами, способными замедлять ста-
рение, лечить возрастные болезни и увеличивать как среднюю, так и максимальную 
продолжительность жизни животных и человека. Однако, как отмечается, в последние 
годы ситуация начала кардинально меняться. Рассматриваются методологические аспекты 
этой проблемы – в частности, подчеркивается сложность корректного подбора эффектив-
ных концентраций таких препаратов в экспериментально-геронтологических исследова-
ниях как на многоклеточных организмах, так и на клеточных культурах. Анализируются 
данные литературы, свидетельствующие о том, что во многих случаях антиоксиданты, 
к сожалению, могут быть даже вредны для организма, вызывая «парадоксальный» окисли-
тельный стресс и подавляя некоторые важные физиологические функции. 

Ключевые слова: старение, продолжительность жизни, свободные радикалы, питание, экс-
периментальная геронтология, синтетические и природные антиоксиданты, возрастные 
болезни, геропротекторы

DOI: 10.55959/MSU0137-0952-16-79-4-4

Идея о том, что антиоксиданты могут быть 
эффективными геропротекторами (т.е. соедине-
ниями, замедляющими старение и увеличиваю-
щими продолжительность жизни), получила ши-
рокое распространение во второй половине 
XX века. Она основывалась на концепции о веду-
щей роли свободных радикалов – главным обра-
зом, активных форм кислорода – в процессе ста-
рения и возникновении возрастных болезней. 
Концепция изначально была сформулирована 
Д. Харманом [1] и Н.М. Эмануэлем [2], а затем 
подвергалась многочисленным модификациям 
при участии большого количества ученых-герон-
тологов. В частности, большую роль в этом про-
цессе сыграл В.П. Скулачев [3], долгие годы зани-
мавшийся изучением возможности использования 
в качестве геропротекторов митохондирально-
ориентированных антиоксидантных соединений. 
В результате появилось огромное количество экс-

периментальных работ, обосновывающих точку 
зрения, согласно которой введение в организм 
препаратов, перехватывающих свободные радика-
лы, приводит к замедлению процесса старения 
и увеличению как средней, так и максимальной 
продолжительности жизни. Фактически на протя-
жении многих лет геронтологи использовали тер-
мины «геропротекторы» или «антивозрастные 
препараты» (geroprotectors / anti-aging drugs) как 
раз для обозначения самых разных антиоксидан-
тов. Необходимо подчеркнуть, что в этих случаях 
речь шла о синтетических антиоксидантах (в про-
тивовес природным), концентрации которых, как 
тогда казалось, можно достаточно легко контро-
лировать (см. ниже).

Надо отметить, что термин «геропротекторы» 
был введен в обращение учеными из Инсти- 
тута химической физики АН СССР в последней  
четверти прошлого столетия специально для  

© Хохлов А.Н., 2024
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синтетических антиоксидантов, разработанных 
в этой организации [4]. Мы довольно подробно 
исследовали один из них, эпигид (гидрохлорид 
2-этил-6-метил-3-оксипиридина), в плане его 
возможного влияния на «стационарное старе-
ние» [5] культивируемых клеток разной приро-
ды [6, 7]. Оказалось, что эпигид по-разному дей-
ствует на разные клетки. В частности, нам удалось 
замедлить «стационарное старение» нормальных 
эмбриональных диплоидных фибробластов только 
на поздних пассажах, что выразилось в увеличе-
нии высоты «плато» (насыщающей плотности, яв-
ляющейся показателем биологического возраста 
клеток) на кривой их роста. Кроме того, мы не 
смогли с помощью эпигида достоверно изменить 
высоту «плато» на кривой роста трансформиро-
ванных клеток китайского хомячка, обладающих 
неограниченным пролиферативным потенциалом 
и требующих, по-видимому, очень мощных геро-
протекторов для «омоложения» [8]. В результате 
мы уже тогда заключили, что, вероятно, невоз-
можно с помощью антиоксидантов помочь «моло-
дым» клеткам с высокими показателями жизне-
способности и пролиферативной активности 
стареть медленнее. Если, конечно, мы не вызыва-
ем у них специально окислительный стресс тем 
или иным способом (например, с помощью повы-
шения содержания кислорода в воздушной смеси 
над культуральной средой), что довольно часто 
используется в современных экспериментально-
геронтологических работах [9, 10]. В последую-
щем мы провели много других экспериментов по 
исследованию потенциальных геропротекторов-
антиоксидантов на клеточных культурах. Это 
были тот же эпигид, а также дибунол, митохон-
дриально-направленный антиоксидант SkQ и др. 
К сожалению, ни в одном эксперименте нам не 
удалось получить данные, представляющие инте-
рес в геронтологическом плане. Однако у коллег, 
работавших на «нестандартных» культурах, как 
уже отмечалось [9, 10], часто получались вполне 
обнадеживающие результаты. И конечно, многое 
зависело от той модели клеточного старения, ко-
торую исследователи использовали в своих экспе-
риментах. А надо сказать, что эти модели принци-
пиально различаются по концептуальным 
принципам и подходам [5, 11]. Нам, в частности, 
не очень нравятся модели, в которых авторы спе-
циально ухудшают клетки с помощью тех или 
иных факторов (окислительный стресс, H2O2, ми-
томицин C, этанол, ионизирующая радиация, 
доксорубицин и др.), вызывающих повреждения 
ДНК. Мы предпочитаем, чтобы такие поврежде-
ния возникали вследствие клеточного старения, 
а не являлись его причиной [12]. И если мы работа-
ем на нормальных фибробластах человека, то 
очень желательно, чтобы они были получены от 
практически здоровых доноров, иначе артефакты 
неминуемы [13].

Многочисленные исследования геропротек-
торных свойств антиоксидантов в экспериментах 
на лабораторных животных, на первый взгляд, 
продемонстрировали их значительную эффектив-
ность в плане замедления старения и увеличения 
продолжительности жизни – как средней, так 
и максимальной. Однако, во-первых, оставалось 
неясным, насколько возможно использовать по-
лученные результаты для людей – включая их 
применение для подавления развития возрастных 
болезней типа спорадической болезни Альцгейме-
ра [14]. Казалось бы, признание многими исследо-
вателями ведущей роли свободных радикалов 
в этиологии и патогенезе этого заболевания долж-
но было автоматически означать, что бороться 
с ним нужно с помощью антиоксидантов. И таких 
попыток было предпринято огромное количество. 
С одним «но». На сайте организации Alzheimer’s 
Society в разделе «Антиоксиданты и деменция» на-
писано, что хотя лабораторные испытания на жи-
вотных перспективных в этом плане препаратов 
давали обнадеживающие результаты, на сегод-
няшний день, к сожалению, не существует надеж-
ных данных о возможности использования анти-
оксидантов для предотвращения или лечения 
болезни Альцгеймера у людей. 

И во-вторых, очень много вопросов возникало 
по поводу корректного выбора контрольных объ-
ектов и формирования когорт в таких экспери-
ментах [15]. Как правило, это были животные 
либо с определенными генетическими аномалия-
ми, либо помещенные в явно неблагоприятные 
условия обитания [16]. В обоих случаях у них раз-
вивался значительный окислительный стресс. 
Очевидно, что положительное влияние антиокси-
дантов на их жизнеспособность было вполне ожи-
даемым. Во всех упомянутых лабораторных экспе-
риментах по изучению болезни Альцгеймера 
ученые использовали животных с так называемой 
«модельной» болезнью, симптомы которой в пер-
вом приближении соответствовали симптомам 
«настоящего» заболевания. Действительно, в та-
ких работах были получены очень интересные 
данные о роли окислительного стресса в развитии 
патологических процессов в головном мозге, но, 
на наш взгляд, они не никак не продвинули чело-
вечество в понимании того, как возникает болезнь 
Альцгеймера и каким образом ее можно было бы 
лечить. Видимо, этот вывод касается большей ча-
сти работ, посвященных попыткам повлиять на 
это заболевание [14].

Кроме того, интерпретация полученных 
в упомянутых геронтологических исследованиях 
результатов во многом определялась также суще-
ствующими значительными различиями в пред-
ставлениях о том, что же это все-таки такое – ста-
рение [17]. Очень часто классическое определение 
старения как совокупности возрастных измене-
ний организма, ведущих к увеличению вероятно-
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сти смерти в отсутствие очевидной патологии, 
просто игнорировалось.

Мы не должны забывать о том, что свободные 
радикалы в организме часто совершенно необхо-
димы для его нормального функционирования, 
так что нельзя сказать, что их устранение всегда 
обязательно полезно [18, 19]. И об этом свиде-
тельствует очень большое количество соответству-
ющих публикаций. В частности, целый специаль-
ный выпуск журнала «Oxidative Medicine and 
Cellular Longevity», озаглавленный «Harmful and 
Beneficial Role of ROS 2020» («Вредная и полезная 
роль активных форм кислорода 2020»), был посвя-
щен этому вопросу [20].

Необходимо также подчеркнуть следующее 
обстоятельство: если передозировка природных 
антиоксидантов, попадающих в наш организм 
с пищей, практически невозможна, то в случае 
синтетических антиоксидантов [21] она стано-
вится реальной и происходит в очень многих слу-
чаях, так как очень непросто определить концен-
трацию этих препаратов в органах и тканях при 
поступлении их с питьем и пищей. Как ни пара-
доксально, на протяжении многих лет исследова-
тели как раз утверждали, что действующие кон-
центрации синтетических антиоксидантов очень 
легко контролировать. Однако фармакодинамику 
и фармакокинетику никто не отменял. Да 
и в клеточных культурах введенные препараты 
непрерывно взаимодействуют как с самими клет-
ками, так и с компонентами культуральной сре-
ды, что приводит к постоянному изменению их 
реальной концентрации. Передозировка антиок-
сидантов, с одной стороны, может парадоксально 
вызывать окислительный стресс (так называемый 
«антиоксидантный парадокс» [22]), а с другой – 
подавлять соответствующие функции, для кото-
рых свободные радикалы необходимы [19]. 
В частности, было показано, что увеличенная 
продукция активных форм кислорода играет 
очень важную роль в остром β-адренергически-
индуцированном инотропном ответе кардиомио-
цитов. Этот стимуляторный эффект опосредован 
cAMP–PKA-зависимым и Ca2+-независимым 
сигналингом [23]. Кроме того, известно, что сво-
бодные радикалы (как активные формы кислоро-
да, так и реакционноспособные производные 
азота) необходимы для нормальной работы им-
мунной системы, обеспечивающей защиту орга-
низма от различных инфекций, а также для про-
цессов созревания клеточных структур и для 
поддержания функционирования систем клеточ-
ного сигналинга [24]. В частности, известно, что 
фагоциты (нейтрофилы, макрофаги, моноциты) 
высвобождают свободные радикалы для уничто-
жения проникающих в организм патогенных ми-
кробов, что является важной составляющей на-
ших систем защиты от заболеваний [25].

Необходимо упомянуть также весьма пара-
доксальную, на первый взгляд, точку зрения, со-
гласно которой прооксиданты в некоторых случа-
ях могут быть даже полезнее для организма, чем 
антиоксиданты [26].

Таким образом, складывается впечатление, 
что популярная идея, согласно которой антиокси-
данты являются панацеей против «нормального» 
старения, на сегодняшний день не может считать-
ся доказанной на 100%. Очевидно, что с помощью 
таких препаратов мы можем довольно эффектив-
но бороться с окислительным стрессом, возника-
ющим при многих патологических процессах, 
и таким образом увеличивать среднюю продолжи-
тельность жизни (а иногда, возможно, даже мак-
симальную). Можно полагать, что в некоторых 
случаях это происходит из-за подавления «окис-
лительно-стрессовых» проявлений возрастных бо-
лезней, что, в принципе, тоже неплохо, но, к со-
жалению, никак не приближает нас к пониманию 
механизмов функционирования «фонтана вечной 
молодости».

Собственно, обсуждаемая ситуация напоми-
нает мне таковую с «плохим» и «хорошим» холе-
стерином [27]. В течение многих лет считалось, 
что поступление в организм избыточного холесте-
рина, а также повышенное его содержание в плаз-
ме крови вредны в 100% случаев. Однако оказа-
лось, что все не так просто и зависит от 
метаболического статуса конкретного человека, 
так что во многих случаях ни первое, ни второе не 
оказывает никакого вредоносного действия на ор-
ганизм, а чрезвычайно распространенные во всем 
мире «антихолестериновые» препараты статины 
часто могут способствовать развитию проблем 
с сердечно-сосудистой системой, особенно у лиц 
пожилого возраста.

По всей видимости, если у кого-то нет осо-
бых проблем со здоровьем и ему дают антиокси-
данты, они могут ему только навредить. Поэто-
му мне кажется нецелесообразной ставшая 
чрезвычайно распространенной постоянная ре-
клама антиоксидантных добавок в пище, косме-
тике, напитках и т.п. Игнорирование весьма 
возможных побочных эффектов может, к сожа-
лению, привести к достаточно неприятным по-
следствиям.

Краткое заключение: Возможно, нам все-
таки нужно взять на вооружение – по крайней 
мере, в некоторых случаях – слоган «Свободу ра-
дикалам!».

Работа выполнена в рамках государственного 
задания МГУ имени М.В. Ломоносова без исполь-
зования животных и без привлечения людей в ка-
честве испытуемых. Автор заявляет об отсутствии 
у него конфликта интересов.
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The problem of antioxidant efficiency in terms of their impact on “normal” aging and age-
related diseases is discussed. It is emphasized that for many years antioxidants were considered 
the most promising geroprotectors (anti-aging drugs) capable of slowing down aging, treating 
age-related diseases and increasing both the average and maximum lifespan of animals and 
humans. However, as noted, in recent years the situation has begun to change dramatically. The 
methodological aspects of this problem are considered – in particular, the complexity of the 
correct selection of effective concentrations of such drugs in experimental gerontological studies 
on both multicellular organisms and cell cultures is emphasized. The literature data is analyzed, 
indicating that, in many cases, antioxidants, unfortunately, can even be harmful to the body, 
causing “paradoxical” oxidative stress and suppressing some important physiological functions.
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Таблицы и рисунки
Число таблиц и рисунков не должно быть избыточным (рекомендуется приводить не более трех 

единиц суммарно, каждая не более половины листа А4). Не допускается представление одних и тех 
же материалов в табличной и графической формах, предпочтение отдается рисункам. Подписи 
к рисункам и фотографиям, содержащие расшифровку условных обозначений, приводятся не на са-
мих иллюстрациях, а на отдельной странице в конце рукописи (после сведений об авторах). Они 
должны быть информативными и понятными без прочтения статьи. Рисунки и таблицы должны 
иметь порядковый номер, который указывается при ссылке на них в тексте статьи (пример: рис. 1, 
табл. 2). Если в статье только один рисунок (или одна таблица), то слово «рисунок» («таблица») при 
ссылке на него в тексте не сокращается и не нумеруется.

Графические иллюстрации и фотографии представляются в формате TIFF в виде отдельных 
файлов, другие форматы не принимаются. Файлам с рисунками присваивают такое же название, 
как и файлу статьи, при этом добавляют слово «рис» и порядковый номер (если рисунков несколь-
ко). Не допускается вставка рисунков, фотографий и таблиц в основной текст. Пиксельное реаль-
ное (не интерполированное!) разрешение фотографий должно обеспечивать ясность всех деталей 
(не менее 300 точек на дюйм). Иллюстрации могут быть цветными, однако необходимо учитывать, 
что цвет будет сохранен лишь в электронной версии статьи, но не в печатной. В связи с этим необ-
ходимо подобрать цвета таким образом, чтобы при переводе рисунка в оттенки серого его смысл не 
терялся и все элементы были различимы.

Таблицы печатаются на отдельных страницах после сведений об авторах.

Список литературы
Список литературы оформляется в соответствии с форматом Vancouver. Указатель литерату-

ры к статьям формируется в порядке упоминания в тексте, а не по алфавиту. Мы рекомендуем ав-
торам придерживаться осмысленного соотношения объемов текста статьи и пристатейного спи-
ска литературы. Как правило, список литературы должен занимать от 20 до 40% общего объема 
рукописи.

Желательно, чтобы список литературы состоял преимущественно из ссылок на научные статьи, 
в основном – напечатанные в последнее десятилетие (в некоторых областях биологии допустимы 
отклонения от этого правила, которые необходимо согласовывать с редакцией). Ссылки на все 
остальные варианты публикаций следует свести к минимуму.

В тексте ссылка на цитируемый источник приводится в квадратных скобках с указанием ее по-
рядкового номера. При наличии нескольких источников они перечисляются в порядке возрастания 
номеров через запятую, например: [3, 5, 8], а если номера идут подряд, то через тире [3–7]. Фами-
лии иностранных авторов приводятся в тексте статьи на русском языке, например, «…что соответ-
ствует выводам Смита [19]».

Ссылки в списке литературы оформляются следующим образом:
1) Статья в журнале. Авторы (инициалы после фамилии). Название статьи. Название журнала 

(принятый сокращенный вариант). Год;том(номер):страницы.
2) Книга. Авторы (инициалы после фамилии). Название книги. Город: Название издательства 

(без кавычек); год. Общее количество страниц.
3) Статья в сборнике. Авторы (инициалы после фамилии). Название статьи. Название сборника. 

Под ред. (Eds.) Инициалы и фамилия (если редактора два, то между ними ставится и/and). Город: 
Название издательства (без кавычек); год:страницы.

4) Электронный ресурс. Название сайта [Электронный ресурс]. Год. Дата обновления (если 
есть): дд.мм.гггг. URL: htpp://www… (дата обращения: дд.мм.гггг). [Дата обращения – это дата по-
следнего посещения сайта, она обязательно должна быть указана].

5) Электронная публикация. Авторы (инициалы после фамилии). Название публикации [Элек-
тронный ресурс]. Название источника. Год. URL: htpp://www… (дата обращения: дд.мм.гггг).

Если авторов больше 15, то приводятся только фамилии и инициалы первых трех (Сидоров С.С., 
Иванов И.И., Петров П.П. и др.; Smith A., Jones J., Brown R., et al.). При указании журнала следует 
приводить его принятое сокращенное название (Бюллетень МОИП – Бюл. МОИП, Journal of 
Biochemistry – J. Biochem. и т.п.), то же касается и городов (Москва – М., New York – N.Y. и т.д.). 
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издавалась в бумажном виде.
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Примеры оформления источников в списке литературы:

Статья в журнале:
Litchfield K., Reading J.L., Puttick C., Thakkar K., Abbosh C., Bentham R., Watkins T.B., Rosenthal 

R., Biswas D., Rowan A., Lim E. Meta-analysis of tumor- and T cell-intrinsic mechanisms of sensitization 
to checkpoint inhibition. Cell. 2021;184(3):596–614.

Marchena M., Echebarria B. Influence of the tubular network on the characteristics of calcium 
transients in cardiac myocytes. PloS One. 2020;15(4):e0231056.

Гребенкин И.В., Алексеенко А.Е., Гайворонский Н.А., Игнатов М.Г., Казённов А.М., Коза-
ков Д.В., Кулагин А.П., Холодов Я.А. Применение ансамбля нейросетей и методов статистиче-
ской механики для предсказания связывания пептида с главным комплексом гистосовместимо-
сти. Комп. исслед. моделир. 2020;12(6):1383–1395.

Книга:
Holliday R. Aging: the paradox of life: why we age. Dordrecht: Springer; 2007. 132 pp.
Рязанова Г.И. Поведение насекомых. М.: Изд-во Моск. ун-та; 2019. 232 с.

Статья в сборнике:
Mahajan M., Yadav R.K. Labeling and sorting of Arabidopsis SAM cell populations to capture their 

transcriptome profile. Plant Stem Cells: Methods and Protocols, vol. 2094. Eds. M. Naseem and 
T. Dandekar. N.Y.: Humana; 2020:39–47.

Храмченкова О.М., Бачура Ю.М. Альгодиагностика деградированных почв. Радиация, эколо-
гия и техносфера: материалы междунар. науч. конф. (Гомель, 26–27 сент. 2013 г.). Под ред. А.Д. На-
умова. Минск: Ин-т Радиологии; 2013:174–176.

Электронный ресурс:
Senescence.info [Электронный ресурс]. 1997. Дата обновления: 18.08.1989. URL: http://www.

senescence.info (дата обращения: 11.03.2021).
Официальный сайт ЮНЕСКО [Электронный ресурс]. 2009. URL: htpp://www.unesco.org (дата 

обращения: 15.02.2021).

Электронная публикация:
Bizzarro J.J. Slatyspotted guitarfish (Rhinobatos glaucostigma) [Электронный ресурс]. IUCN Red List 

of Threatened Species. 2009. URL: htpp://www.iucnredlist.org (дата обращения: 10.07.2014).

Ссылки на неопубликованные или находящиеся в печати работы не допускаются.
При цитировании статей, опубликованных в российских журналах и при этом имеющих пере-

водные версии на английском языке, желательно указывать выходные данные англоязычных вер-
сий. Это позволит избежать проблем при переводе списков литературы.

 
Дополнительные правила оформления

Все размерности физических величин должны соответствовать Международной системе еди-
ниц (СИ), например: м – метр, кг – килограмм, мин – минута, ° – градус и т.д. Все сокращения раз-
мерностей и величин приводятся по ГОСТу. В десятичных дробях целая часть от дробной отделяет-
ся запятой. В тексте можно использовать только прямые кавычки. Цифры до десяти включительно 
пишутся словами. Знак процента (%) не отделяется от цифры пробелом, например, 50%. Между 
цифрами всегда ставится тире без пробелов, например, 1–3 км, 50–120 мкл и т.п.

Химические соединения следует указывать согласно номенклатуре, рекомендуемой ИЮПАК 
(1979 г.). Вместо названий простых веществ допускается использование их формулы, например, 
хлорид натрия – NaCl, углекислый газ – CO2 и т.д. Разрешается пользоваться общепринятыми 
аббревиатурами наиболее часто используемых соединений. К ним относятся: нуклеотиды, нукле-
иновые кислоты, аминокислоты (например, аденозинтрифосфорная кислота – АТФ, дезоксири-
бонуклеиновая кислота – ДНК, аргинин – Арг, валин – Вал). Все прочие нестандартные сокра-
щения должны быть пояснены в тексте при первом упоминании.

Названия генов пишутся курсивом, их продуктов – обычным шрифтом. Например: 
ген – FOXO3, его продукт – FOXO3.

При наличии в тексте русских названий представителей различных царств живых организмов 
обязательно должны быть указаны соответствующие латинские названия (род, вид), желательно 
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пользоваться Международными кодексами номенклатуры (Международный кодекс ботанической 
номенклатуры, Международный кодекс номенклатуры бактерий и т.д.). Курсивом выделяются 
только родовые, видовые и подвидовые названия.

Например: … два вида кузнечиков подсемейства мечников (Tettigoniidae, Conocephalinae): меч-
ник обыкновенный Conocephalus fuscus (Fabr.) (= discolor Thunb.) и мечник короткокры-
лый C. dorsalis (Latr.)…

Подготовка к печати
Рукопись, присланная автором, проверяется редколлегией на соответствие профилю и пра-

вилам оформления журнала. На первичное рассмотрение отводится 7–10 дней. Если в оформле-
нии статьи обнаруживаются ошибки, ее рассмотрение занимает больше времени, так как редакто-
рам необходимо составить список недочетов. Если работа совсем не соответствует требованиям, 
она возвращается авторам без рецензирования. Правильно оформленные статьи поступают на ре-
цензию. Рецензирование занимает от двух недель до месяца. Срок рецензирования включает 
в себя не только непосредственную работу рецензентов с рукописью, но и поиск подходящих спе-
циалистов (поиск может занять от двух дней до двух недель). После рецензирования рукописи, 
при необходимости, отправляются авторам на доработку и исправление ошибок. Исправленный 
вариант статьи должен быть возвращен в редакцию не позднее, чем через 7 дней, вместе с подроб-
ным ответом на все замечания рецензентов. Если автор присылает исправленный вариант позд-
нее указанного срока, статья рассматривается как вновь поступившая. Возможно несколько раун-
дов рецензирования, если у рецензентов возникают новые замечания или они не согласны 
с исправлениями и ответами авторов. Далее над рукописью работают редакторы, исправленный 
текст и замечания отсылаются авторам на 2–3 рабочих дня.

Корректуры (русско- и англоязычная) статей направляются авторам также на 2–3 рабочих 
дня, в течение которых необходимо тщательно проверить текст, рисунки, таблицы и т.д., внеся 
в гранки необходимую правку. В случае англоязычной корректуры желательно уделить особое 
внимание специальным терминам, которые могут быть неправильно интерпретированы перевод-
чиками. Приветствуется практика публикации в английской версии авторских переводов статей.

Важно: если авторы подают статью, написанную на английском языке в русскоязычную вер-
сию журнала, она публикуется только в этой версии и не публикуется в переводной версии 
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