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На основании экспериментальных данных можно говорить об аномально большом вкладе аланина
в стабилизацию альфа-спирали и других белковых конформаций. Независимые (в том числе экспе-
риментальные) данные свидетельствуют об особо большом вкладе аланина в стабилизацию альфа-
спирали. При этом выявляются позитивные вклады, как в энтропию системы, так и в энтальпию.
Высокий вклад аланина в энтальпию образования альфа-спирали противоречит общепринятому
взгляду: энтропия должна падать при образовании регулярных структур в белках. Аланин стабили-
зирует два типа вторичной структуры из трех: альфа-спираль и левую спираль типа «полипролин
II», а если говорить о фибриллярных белках, то аланин стабилизирует и бета-структуру. Стабилизи-
рующий эффект аланина на структуру альфа-спирали распространяется и на нативно-развернутые
белки, и на коньюгаты «альфа-спираль–подложка». Словом, не будет преувеличением сказать, что
проблема формирования вторичной структуры белка сводится к проблеме аланина. Вскрытые про-
тиворечия носят парадоксальных характер и их интерпретация (прежде всего, обоснование вклада
аланина в энтальпию плавления в терминах фундаментальной физики) на сегодняшний день отсут-
ствует. Между тем представленные в работе данные и комментарии позволяют надеяться на про-
гресс в разрешении выявленных противоречий. 

Ключевые слова: аланин, конформационно стабильные/лабильные сегменты белка, локальная структура
белка, конформационный анализ, статистический анализ, ЯМР, молекулярная динамика.

DOI: 10.31857/S0006302923020011, EDN: BZIYPK 

Если задаться вопросом, какая аминокислота
может рассматриваться как самый типичный
представитель соответствующего класса соедине-
ний, отражающий свойства других аминокислот
(здесь и далее мы имеем в виду так называемые
кодируемые аминокислоты), то ответ может быть
только один: аланин. Действительно, аланин
имеет простое химическое строение, но сохраня-
ет ряд свойств более сложных аминокислот. Про-
ще аланина только глицин, но глицин вообще
представляет собой исключение – это единствен-
ная ахиральная аминокислота из общего списка
из 20 аминокислот. 

Чтобы охарактеризовать вовлеченность ала-
нина в науку и технику приведем только по одно-
му примеру из области медицины и технологии. 

Уже то, что аланин влияет на уровень сахара в
крови, позволяет предположить, что он может
найти применение в медицине. И действительно,

несмотря на простоту химической формулы, ала-
нин эффективен в качестве лекарства и прописы-
вается как средство от дегидратации при диарее,
при гипертрофии предстательной железы, при
стрессе, шизофрении и т.д. (см. https://www.drug-
bank.ca/drugs/DB00160). Хотя спектр применения
его в качестве лекарственного средства достаточ-
но широк, почти нет данных о механизмах, стоя-
щих за терапевтическим эффектом аланина.

В качестве примера применения аланина в об-
ласти материаловедения можно привести связан-
ную с проблемой защиты окружающей среды ра-
боту [1], в которой показано, что аланин может
окислять оксид графена без катализатора или ис-
пользования щелочной среды.

Физико-химические свойства аланина не но-
сят крайнего характера; в группе гидрофобных
алифатических аминокислот (Ala, Val, Ley, Ile)
аланин, имея в качестве бокового радикала ме-
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тильную группу, обладает наименьшей гидро-
фобностью и наибольшей растворимостью. Ала-
нин широко распространен в белках, и во многих
белках это наиболее представленная аминокис-
лота. Это наиболее, если можно так выразиться,
замещающая и замещаемая аминокислота. Со-
гласно генетическим данным по аминокислот-
ным заменам аланин относится к наиболее легко
заменяемым аминокислотам, он делит второе и
третье места по «заменимости». Другими слова-
ми, это наиболее толерантная к заменам амино-
кислота [2]. На первом месте находится метио-
нин, содержание которого всегда незначительно,
а на последнем (максимальная незаменимость) –
пролин.

Ввиду перечисленных свойств аланина ис-
пользование этой аминокислоты в качестве моде-
ли в теоретических и экспериментальных иссле-
дованиях представляется наилучшим выбором,
можно привести многочисленные примеры работ
такого плана. 

Так, аланин часто используют как упрощен-
ную модель других аминокислот (кроме глици-
на). В экспериментах «host-guest» он может вы-
полнять как роль «гостя», так и «хозяина». 

Замены на аланин, как правило, ведут к повы-
шению стабильности альфа-спиральных host-
пептидов.

Наконец, широко востребована процедура
аланинового сканирования: в эксперименталь-
ном варианте и в варианте in silico, когда амино-
кислоты в цепи белка с первой до последней за-
мещаются на аланин. Оба варианта, эксперимен-
тальный и расчетный, дополняют друг друга. 

Все эти процедуры не свободны от эффекта
контекста. Типичным примером может служить
работа [3], в которой содержание альфа-спирали
в пептиде-хозяине оценивалось спектроскопиче-
скими методами при замещениях на все 20 ами-
нокислот (гость) и при этом учитывался кон-
текст. Оценка свободной энергии позволила ав-
торам прийти к выводу (не бесспорному), что
только Ala и Glu доказательно являются спираль-
стабилизирующими, тогда как все остальные бо-
ковые цепи являются нейтральными или деста-
билизирующими. 

Тем более неожиданными представляются об-
наруженные в результате исследований факты,
которые не вяжутся с ролью аланина как некого
среднего представителя аминокислотного ряда,
факты, которые не согласуются с данными о
структуре и свойствах этой молекулы. 

Соответствующие данные, представляющиеся
неожиданными, могут быть объединены под об-
щей рубрикой: стабилизирующий вклад аланина.
При этом речь идет о стабилизации альфа-спира-
ли и левой спирали типа «полипролин II», а в ва-

рианте фибриллярных белков аланин способ-
ствует формированию также и бета-структуры.

Аномалия аланина всплывает уже при анализе
обобщающих обширную экспериментальную ин-
формацию данных по статистике расстояний
Сα–Сα, используемых с целью построения
knowledge-based потенциалов. Эти данные позво-
ляют обнаружить, что взаимодействия между
Сα-атомами аланинов особенно велики [4]. 

СТАБИЛИЗАЦИЯ АЛЬФА-СПИРАЛИ 
ПО ДАННЫМ БИОИНФОРМАТИКИ

Методы биоинформатики, носящие как пра-
вило статистический характер, позволяют обна-
ружить определенные закономерности, напри-
мер, найти, какие остатки стабилизируют или де-
стабилизируют вторичную или локальную
структуру белка. Далее в лучшем случае получен-
ные тенденции интерпретируются исходя из
представлений физической химии и молекуляр-
ной биофизики, а обычно остаются просто сред-
ством для предсказаний. 

Что касается данных по аминокислотному со-
ставу, то обширный статистический материал
свидетельствует о том, что остатки MALEK име-
ют предпочтение для вхождения в альфа-спираль
и полипептидная цепь в местах скопления этих
остатков с большой вероятностью примет струк-
туру альфа-спирали. 

Можно считать, что наибольший спираль-об-
разующий вклад вносит аланин. Больший вклад
можно приписать только метионину, но метио-
нин находится среди наиболее редко встречаю-
щихся аминокислот (тогда как аланин – среди са-
мых распространенных). Поэтому вряд ли имеет
смысл говорить о заметной суммарной стабили-
зирующей роли метионина. 

Аминокислоты, избегающие альфа-спираль, –
это Pro и Ser. Обращает на себя внимание то, что
в группу стабилизирующих альфа-спираль ами-
нокислот входят остатки, не имеющие ничего об-
щего в их структуре и свойствах. Действительно,
E и K несут заряд разного знака, A, M и L вообще
не имеют заряда и сильно различаются друг от
друга. Невозможно, по крайней мере, на первый
взгляд, найти общее свойство этих остатков, ко-
торое можно было бы считать ответственным за
формирование и/или стабилизацию альфа-спи-
рали, да и вообще найти общее свойство этих
остатков. Более того, объяснить способность об-
разовывать спираль трудно даже для отдельных
остатков из этой группы и, пожалуй, особенно
трудно это сделать для аланина.

В попытках объяснения свойств аланина са-
мое естественное начать со свойств CH3-группы.
Поскольку боковая цепь аланина представляет
собой метильную группу, в этом случае боковой
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радикал имеет самый простой набор конформе-
ров (+гош-, –гош- и транс-конформеры). Пред-
ставляется естественным соотносить свойства
CH3-группы со свойствами всей аминокислоты,
тем более, что метильная группа сама по себе об-
ладает целым набором оригинальных свойств.
Так, существенная разница в динамике нуклеи-
новых кислот и белков, как полагают, обусловле-
на свойствами метильных групп при почти пол-
ном отсутствии таковых в нуклеиновых кислотах
и большом их содержании в белках. По мнению
авторов работы [5] метильная группа служит пла-
стификатором и обеспечивает молекулярную
гибкость. Метильные группы в ряде ферментов
располагаются вокруг таких центров динамики
как гибкие шарниры или активные центры. Эти
группы нельзя игнорировать при рассмотрении
таких явлений как гидрофобность, фолдинг, эн-
тропия. Авторы работы [5] полагают, что может
иметь место отбор числа и положения метильных
групп в ходе эволюции биополимеров, что, на
наш взгляд, представляется спорным. Что бес-
спорно, так это вовлеченность метильных групп в
процессы гидратации и дегидратации. В белках
динамика строго координирована с раствори-
телем. 

Оригинальные свойства аланина в аспекте
гидратации привлекают специалистов, владею-
щих самыми современными методами исследова-
ния. Так, ячейка гидратации аланина была
промоделирована с использованием квантовой
молекулярной динамики [6], что позволило ис-
следовать тонкие эффекты в ЯМР-химических
сдвигах и непрямых спин-спиновых парных кон-
стант для разных ионных форм этого соединения.
Обнаружено существенное различие в радиаль-
ных и угловых распределениях молекул воды во-
круг растворенного вещества. Авторы работы [6]
утверждают, что использование столь сложных
методов является необходимым для исследова-
ния не только свойств молекулы, но и ее взаимо-
действий с окружающей средой, включая раство-
ритель и подложку.

Интересно, что аланин стабилизирует кон-
формацию типа «полипролин II» также и в так на-
зываемых развернутых или неупорядоченных
белках, что убедительно доказано в работе [7].
Между тем, свойства других аминокислот в на-
тивной глобуле и в развернутом состоянии могут
существенно различаться. Таким образом, эти
белки не столь уж неупорядоченные, если при-
нять во внимание превалирование конформации
типа «полипролин II», особенно в присутствии в
первичной структуре аланина.

Это постоянство в оригинальном свойстве
проявляется не только в одинаковом эффекте
аланина в обычных и развернутых белках, но и,
например, при сравнении его действия в стан-

дартных альфа-спиралях и в коньюгатах «под-
ложка–пептид» что позволяет, как утверждают
авторы работы [8], говорить о внутренне прису-
щей этой аминокислоте спираль-образующей
тенденции.

Особую роль при исследованиях таких по-
движных групп, как CH3-группа, очевидно, игра-
ет метод ЯМР. Работа [9] дает представление о
тенденциях в исследованиях белков методом
ЯМР-спектроскопии. На примере SH3-домена
альфа-спектрина авторы оценили энергию акти-
вации барьеров вращения метильных групп. Для
33 метильных групп SH3-домена средняя высота
барьера составила 0.9 ккал/моль. Эта величина
варьирует, в соответствии с моделью «жидкой»
гидрофобной сердцевины белка, в зависимости
от контактов с окружающими атомами. Но поря-
док, который привел бы к систематическому по-
вышению (понижению) барьеров, отсутствует.
Для сравнения: молекулярная динамика приво-
дит к величине барьера от 3.1 до 3.5 ккал/моль.
Иногда изменение высоты барьера связано со
слишком быстрым «отжигом» к температуре 0 К.
В нескольких случаях барьеры выше 10 ккал/моль
служат индикатором возмущения ван-дер-вааль-
совых контактов. Авторы констатируют, что
таким образом может быть проложен мостик
между структурными и динамическими исследо-
ваниями.

МИКРОКАЛОРИМЕТРИЯ

Теперь мы подходим к самой важной инфор-
мации – результатам физических экспериментов.
С помощью прямых определений термодинами-
ческих параметров методом микрокалориметрии
был оценен вклад аланина в энтальпию перехода
«спираль–клубок» в альфа-спирали по сравне-
нию с другими аминокислотными остатками (ра-
зумеется, при нормировании на количество ато-
мов в остатке). Был обнаружен аномально боль-
шой вклад аланина в энтальпию плавления
альфа-спирального пептида, а также в энтропию. 

Высокий вклад аланина в энтальпию образо-
вания альфа-спирали противоречит общеприня-
тому взгляду, согласно которому энтропия долж-
на падать при образовании регулярных структур в
белках. Остановимся на этом моменте более по-
дробно.

Как известно, различные аминокислотные
остатки по-разному влияют на термодинамиче-
скую стабильность альфа-спирали, что объясня-
ют различием в потере конфигурационной энтро-
пии боковой цепи при образовании спирали. В
работе [10] на основании калориметрических ре-
зультатов для двенадцати пептидов было обнару-
жено, что имеют место существенные различия в
энтальпии перехода «спираль–клубок» для раз-
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личных аминокислотных остатков. Конечно, тот
факт, что остатки аланина влияют на стабиль-
ность альфа-спирали, был известен достаточно
давно [11], но важны количественные оценки.
Аланин в альфа-спирали стабилизирует спираль
по сравнению с Gly на 0.4 – 2.0 ккал/моль.

Как отмечают многие авторы, аланин благо-
приятным в смысле свободной энергии образом
встраивается в альфа-спираль из-за энтропийно-
го фактора. Действительно, для других аминокис-
лот (кроме пролина и глицина) вхождение в аль-
фа-спираль означает ограничение более или ме-
нее свободного вращения бокового радикала в
конформации клубка. По реалистичным оцен-
кам, потеря конформационной энтропии, пре-
пятствующая вхождению боковой цепи в альфа-
спираль, соответствует в среднем 1.11 ккал/моль–1.
Для аланина эта потеря, естественно, отсутствует.
Как ротамерное напряжение, так и χ-напряжение
для аланина равны нулю, что является дополни-
тельным к энтропийному фактором, способству-
ющим формированию альфа-спирали аланин-
содержащими цепями, и суммарный эффектив-
ный выигрыш для аланина по сравнению с други-
ми аминокислотами составляет 1.08 ккал/моль–1,
если принять оценки, приведенные в работе [12].

ИНТЕРПРЕТАЦИЯ

Какие же объяснения доминирующей роли
аланина в формировании альфа-спирали можно
представить с точки зрения современной физи-
ко-химии белка? 

Прежде всего, трудно говорить о стабилизиру-
ющих ван-дер-ваальсовых контактах остатка ала-
нина с атомами остова полипепидной цепи. Вза-
имодействия типа «остаток–остаток» для алани-
на весьма редки, а на участках скопления
аланинов исключены, между тем, эффект алани-
на носит аддитивный характер. Точно также труд-
но делать выводы о благоприятном вкладе элек-
тростатики, поскольку парциальные заряды на
атомах водородов метильной группы весьма ма-
лы. Очевидно, что исключены и водородные свя-
зи. Исследователи, изучающие роль квантово-хи-
мических эффектов для разных конформаций
остова полипептидной цепи, не отмечают каких-
либо особенностей, связанных с аланином. На-
конец, трудно привлечь для объяснения роли ала-
нина данные о гидратации альфа-спирали. Учи-
тывая внешнее расположение остатка аланина в
альфа-спирали и скорее гидрофобный характер
этого остатка, нет оснований предполагать суще-
ственную разницу в характере гидратации алани-
на в альфа-спирали и в денатурированной форме
белка. Последнее, что можно представить, – это
быстрое вращение CH3-группы, детектируемое

методом ЯМР, что, безусловно, влияет на гидра-
тацию и динамику.

В свете вышеизложенного мы приходим к за-
ключению о необходимости дальнейшего выяс-
нения роли аланина в контексте структуры,
свойств и функции белка, при этом немалую роль
играет переосмысление полученных ранее дан-
ных. Вскрытые противоречия носят парадоксаль-
ный характер и их интерпретация (прежде всего,
обоснование вклада аланина в энтальпию плавле-
ния в терминах фундаментальной физики) на се-
годняшний день отсутствует. Между тем пред-
ставленные в работе данные и комментарии поз-
воляют надеяться на прогресс в разрешении
выявленных противоречий. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Основной результат работы заключается в де-

монстрации уникальных свойств аланина в кон-
тексте участия этой аминокислоты в структуро-
образовании белков и стабилизации их струк-
туры.
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 Alanine: from the Usual to the Unexpected 
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Data from the experiments provides a possibility to talk about anomalously large contribution of alanine to
the stability of an  alpha-helix and other protein conformations. Independent data (and also experimental
ones) suggest that alanine plays an especially big role in stabilization of the alpha-helix. This can be seen
through the positive contribution of alanine both to the entropy of the system and to the enthalpy. The high
contribution of alanine to the enthalpy of formation of the alpha helix contradicts the generally accepted view
that the entropy should decrease during the formation of regular structures in proteins. Among three types of
helices in proteins, alanine stabilizes two secondary structures: the alpha helix and the left helix of polyproline
II, and in the case of fibrillar proteins, alanine also stabilizes the beta sheet. The stabilizing effect of alanine
on the alpha helix structure extends to both natively unfolded proteins and alpha helix–support conjugates.
Thus, it is no exaggeration to say that formation of secondary structure relies on alanine. The revealed con-
tradictions are of paradoxical nature and yet there is no interpretation of the above-mentioned findings (first
of all, substantiation of the contribution of alanine to the enthalpy of fusion in terms of fundamental physics)
so far to resolve them. Meanwhile, the data and comments presented in this work hold out the promise of
progress in resolving the revealed contradictions.

Keywords: alanine, conformationally stable/labile protein segments, local protein structure, conformational anal-
ysis, statistical analysis, NMR, molecular dynamics



БИОФИЗИКА, 2023, том 68, № 2, с. 218–229

218

ИМИТАЦИОННОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ РАБОТЫ 
ГЛУТАМАТ-ЦИСТЕИН ЛИГАЗЫ

© 2023  г.    В.С. Копылова*, #, С.Е. Бороновский*, Я.Р. Нарциссов*, **
*НИИ цитохимии и молекулярной фармакологии, ул. 6-я Радиальная, 24/14, Москва, 115404, Россия

**Biomedical Research Group, BiDiPharma GmbH, Bültbek, 5, 22962, Siek, Germany
#E-mail: kopilova.veronika@yandex.ru

Поступила в редакцию 27.10.2022 г.
После доработки 22.11.2022 г.

Принята к публикации 07.12.2022 г.

Глутатион (γ-глутамил-цистеинил-глицин) – один из основных внутриклеточных антиоксидантов,
играющих важную роль в клеточном обмене. В клетках млекопитающих глутатион синтезируется в
две стадии, первая из которых катализируется глутамат-цистеин лигазой и является лимитирую-
щей. В данной работе стохастический алгоритм на основе марковских цепей с непрерывным време-
нем был использован для моделирования работы глутамат-цистеин лигазы. Было рассмотрено не-
сколько механизмов работы, учитывающих обратное ингибирование глутатионом, а также порядок
присоединения АТФ. На основании физиологических концентраций участвующих в реакции мета-
болитов была рассчитана скорость работы глутамат-цистеин лигазы эритроцитов человека. Среди
возможных вариантов присоединения субстратов в активный центр исследуемого фермента только
механизм, предусматривающий первичное связывание с АТФ, позволяет получить значение для
скорости реакции, соответствующее экспериментальной измеренной активности глутамат-цисте-
ин лигазы при физиологических уровнях субстратов. В случае других схем присоединения субстра-
тов различие значений скорости составляет более порядка. Проведенный анализ позволяет сделать
вывод о том, что при моделировании биосинтеза глутатиона в условиях in vivo необходимо учиты-
вать как концентрацию молекул АТФ, так и обратное ингибирование глутатионом.

Ключевые слова: глутатион, глутамат-цистеин лигаза, имитационное моделирование, стохастиче-
ский алгоритм.
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Глутатион представляет собой трипептид, мо-
лекула которого содержит глутамат, цистеин и
глицин. Это соединение выполняет важную роль
в функционировании клеток, являясь партнером
по реакции детоксикации ксенобиотиков и ко-
фактором в реакциях изомеризации. Ключевую
роль глутатион играет как главный компонент ан-
тиоксидантной системы, которая выступает глав-
ным защитным механизмом при развитии целого
ряда нейродегенеративных заболеваний, сопро-
вождающихся острой и хронической гипоксией
[1–3]. Кроме того, глутатион представляет собой
форму хранения и транспорта цистеина, необхо-
дим для пролиферации клеток и поддерживает
окислительно-восстановительный потенциал тио-
лов, сохраняя сульфгидрильные группы белков в
восстановленной форме [4]. Возрастные измене-
ния, стимуляция иммунных реакций, развитие
острых и хронических заболеваний ассоциирова-
ны с синтезом глутатиона [5]. Глутатион суще-
ствует в двух основных формах – восстановлен-

ной (GSH) и окисленной (GSSG), структуры ко-
торых приведены на рис. 1. Почти все
биологические функции глутатиона реализуются
за счет превращения восстановленной формы в
окисленную с помощью различных ферментов,
таких как глутатион пероксидазы, пероксиредок-
сины, глутаредоксины, глутатион трансферазы и
другие [6]. Одновременно с этим происходит вос-
становление глутатиона при участии NADPH-за-
висимой глутатион редуктазы, основная функция
которой заключается в поддержании соотноше-
ния GSH/GSSG.

Основная доля GSH в клетках эукариот нахо-
дится в цитозоле, митохондриальный пул состав-
ляет 9–15%, при этом другие клеточные компарт-
менты (особенно микросомы) имеют значитель-
но более низкое содержание GSH [7]. В целом,
уровень глутатиона в клетках млекопитающих
очень высок и может достигать 12 мМ [4]. При
этом концентрация GSSG в тканях не превышает
0.5–1.0% от GSH, что объясняется необходимо-
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стью поддерживать тиол-дисульфидное равнове-
сие в клетке, препятствуя взаимодействию GSSG
с сульфгидрильными группами белков [5].

В отличие от белковых пептидов, образуемых 
путем матричного синтеза, глутатион имеет свой 
путь синтеза, который осуществляется в цитозоле 
всех клеток млекопитающих посредством двух 
последовательных АТФ-зависимых реакций. 
Первая реакция катализируется глутамат-цисте-
ин лигазой (GCL) (EC 6.3.2.2) с участием двуxва-
лентныx ионов магния или маpганца (рис. 2). 

На первом этапе синтеза образуется пептидная
связь с участием γ-карбоксильной группы глута-
миновой кислоты, эта необычная особенность
защищает дипептид от гидролиза внутриклеточ-

ными пептидазами и способствует устойчивости
глутатиона к внутриклеточной деградации. Глу-
тамат-цистеин лигаза представляет собой гетеро-
димер, состоящий из тяжелой (~73 кДа) и легкой
(~27 кДа) субъединиц. Тяжелая субъединица, ак-
тивируется во время окислительного стресса и
проявляет каталитическую активность фермента,
тогда как легкая субъединица играет регулирую-
щую роль, модулируя сродство тяжелой субъеди-
ницы к субстратам и ингибиторам [8]. Трехмер-
ная структура GCL была идентифицирована для
некоторых видов бактерий, растений, а также
дрожжей, однако, фермент человека до сих пор не
был кристаллизован [9]. В связи с этим использо-
вать точные методы для моделирования активно-

Рис. 1. Структура восстановленного (GSH) и окисленного (GSSG) глутатиона.

Рис. 2. Первая стадия синтеза глутатиона, катализируемая глутамат-цистеин лигазой.
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сти белка человека, такие как, например, методы
молекулярной динамики, не представляется воз-
можным.

Активность GCL регулируется на нескольких
уровнях, что позволяет ряду стимулов либо инду-
цировать, либо ингибировать активность фер-
мента. Глутатион может регулировать свой
собственный синтез в физиологических концен-
трациях путем ингибирования GCL по отрица-
тельной обратной связи, что свидетельствует о
быстрой реакции фермента на повышенную по-
требность в GSH [10]. Кроме того, активность
глутамат-цистеин лигазы может регулироваться
обратимыми ковалентными или нековалентны-
ми взаимодействиями между тяжелой и легкой
субъединицами. В ответ на окислительный стресс
или другие негативные условия, когда требуется
больше GSH, экспрессия GCL регулируется дву-
мя редокс-чувствительными сигнальными путя-
ми, состоящими из систем Nrf2-EpRE и AP-1 [11].

Вторая реакция катализируется глутатион 
синтетазой (EC 6.3.2.3), которая добавляет гли-
цин к γ-глутамилцистеину и образует GSH. Глу-
татион синтетаза функционирует как гомодимер, 
где каждая субъединица имеет молекулярную 
массу 52 кДа, и принадлежит к суперсемейству 
глутатионсинтетазных АТФ-связывающих доме-
нов [12]. Эксперименты по сверхэкспрессии GCL 
и глутатион синтетазы показали, что лимитирую-
щей стадией синтеза GSH является первая реак-
ция [13]. Помимо описанных выше стадий био-
синтеза глутатиона существует также механизм 
его деградации, включающий четыре реакции 
[14]. В совокупности они образуют γ-глутамиль-
ный цикл, который функционирует следующим 
образом: γ-глутамилтрансфераза катализирует 
перенос γ-глутамилового остатка на нуклеофиль-
ные акцепторы, в результате чего происходит 
гидролиз или трансглутамилирование. В первом 
варианте вода выступает в качестве акцептора, 
гидролизующего GSH, а во втором – акцептора-
ми выступают аминокислоты, дипептиды, а так-
же другая молекула GSH. Наиболее активным ак-
цептором аминокислот является цистин, но и 
другие нейтральные аминокислоты, особенно 
метионин и глутамин, могут выступать в этой ро-
ли [15]. На следующем этапе цистеинил-глици-
новая часть GSH гидролизуется на составляющие 
его аминокислоты дипептидазой. Затем цистеин 
транспортируется в клетки, где основная его мас-
са расходуется на синтез глутатиона. В свою оче-
редь, γ-глутамиламинокислота метаболизируется 
до 5-оксипролина и свободной аминокислоты с 
помощью γ-глутамилциклотрансферазы. В ко-
нечном итоге 5-оксипролин раскрывается 5-ок-
сипролиназой, превращая 5-оксипролин в глута-

мат, который затем может использоваться в син-
тезе GSH. Гамма-глутамильный цикл является
сложным метаболическим путем, все функции
которого на текущий момент до конца не уста-
новлены. Изначально предполагалось, что этот
цикл служит для переноса нейтральных амино-
кислот через плазматическую мембрану [16].
Кроме того, в большинстве клеток он позволяет
использовать глутатион в качестве источника ци-
стеина [15]. Помимо этого, в нейрональных клет-
ках γ-глутамильный цикл может компенсировать
снижение возбуждающей нейропередачи, так как
глутатион может являться одной из форм хране-
ния глутамата [17].

Мутации, приводящие к инактивации глута-
мат-цистеин лигазы, характеризуются развитием
различных патологических состояний, которые
сопровождаются гемолитической анемией, нев-
рологическими симптомами, миопатией и ами-
ноацидурией. При проведении исследований на
нокаутных мышах было показано, что отсутствие
легкой субъединицы фермента приводит к суще-
ственному снижению уровня глутатиона в клет-
ках без соматических проявлений, тогда как мы-
ши без тяжелой субъединицы погибают на ран-
них сроках беременности [18].

Большое количество экспериментальных ра-
бот посвящено изучению кинетики глутамат-ци-
стеин лигазы. Кинетический механизм был опи-
сан как упорядоченный [19], с первичным связы-
ванием АТФ и случайным присоединением
оставшихся субстратов [20] и полностью случай-
ным связыванием субстратов [21]. Первые иссле-
дования начальной скорости и ингибирования
указывают на частично случайный механизм ра-
боты белка, при котором сначала присоединяется
АТФ, а затем цистеин либо глутамат связываются
в случайном порядке с GCL. В соответствии с
предполагаемым механизмом АДФ является кон-
курентным ингибитором по отношению к АТФ и
неконкурентным ингибитором по отношению к
аминокислотным субстратам [20]. При этом при
изучении метаболизма глутатиона с использова-
нием математических моделей не всегда учитыва-
ется влияние АТФ на скорость работы глутамат-
цистеин лигазы. Так, например, в исследовании
синтеза GSH и фитохелатина в растениях на ос-
нове кинетических уравнений для описания ра-
боты GCL использовался обратимый случайный
биреактивный механизм Михаэлиса–Ментен с
конкурентным ингибированием GSH по глутама-
ту [22]. Аналогичная схема была использована и
при исследовании периода полураспада и регуля-
ции синтеза глутатиона, а также его чувствитель-
ности к колебаниям поступления аминокислот
[23]. В более поздней работе изучалась регуляция
концентрации глутатиона в эритроцитах с ис-
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пользованием математической модели, в которой
для GCL рассматривался упорядоченный меха-
низм работы белка [24]. Кроме того, на основе
глобальной аппроксимации данных о начальной
скорости глутамат-цистеин лигазы растений бы-
ло показано, что лучшее совпадение с экспери-
ментальными данными было достигнуто при ис-
пользовании механизма «random-ter» [25]. Одна-
ко авторы утверждают, что факторы
взаимодействия указывают на предпочтительный
порядок связывания субстратов с активным цен-
тром фермента. Необходимо отметить, что дан-
ные об образовании различных промежуточных
продуктов реакции не подтверждают механизм
«пинг-понг» для моделирования активности GCL
различных организмов [26].

Для разрешения неопределенности в выборе
возможного механизма работы фермента в работе
применяются комбинированные методы матема-
тического моделирования. Среди неизученных
вопросов особо необходимо отметить регуляцию
активности GCL глутатионом и АТФ, а также сам
механизм присоединения АТФ к белковым ком-
плексам при уровне субстратов близким к состо-
янию in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для моделирования активности глутамат-ци-

стеин лигазы используется компьютерный алго-
ритм, основанный на стохастическом подходе, в
котором каталитический цикл фермента пред-
ставлен как набор последовательных переходов
между отдельными состояниями с различным ко-
личеством метаболитов. В данной работе схема
переходов между дискретными состояниями реа-
лизуется на основе марковских цепей с непре-
рывным временем. Предполагается, что вероят-
ность перехода из состояния i в состояние j
P{i → j|Δt} прямо пропорциональна рассматривае-
мому отрезку времени Δt:

,
где qij – интенсивность перехода, характеризую-
щая скорость соответствующего процесса, а
P{i → j|Δt} – вероятность остаться системе в состо-
янии j.

Имитационное моделирование работы белка
осуществляется путем генерации непрерывных и
дискретных случайных величин, зная законы пе-
рехода между различными состояниями и коли-
чественные параметры. В качестве основного па-
раметра в данной модели выступает матрица интен-
сивностей, на основе которой определяется
направление перехода по цепи, а также рассчитыва-
ется время пребывания в конкретном состоянии.

Таким образом, вероятность перехода из со-
стояния i в состояние j за время t с учетом времени
перехода τ:

Суть имитационного моделирования таких си-
стем заключается в поиске путей реакции с по-
следующей количественной оценкой необходи-
мых биологических характеристик. В целом зада-
чу по поиску путей протекания процесса с
использованием данного метода исследования
можно разделить на несколько основных этапов.
В первую очередь необходимо выбрать начальное
состояние системы. На следующем шаге рассчи-
тывается время перехода в текущее состояние пу-
тем генерации непрерывной случайной величи-
ны, распределенной экспоненциально. Затем
определяется следующее состояние системы с
учетом выбранного времени перехода с использо-
ванием относительных интенсивностей перехо-
дов. Таким образом, полученное состояние ста-
новится новым начальным и далее используется
для генерации дальнейшего перехода к следую-
щему состоянию. Далее процесс моделирования
продолжается до достижения конечного состоя-
ния системы, в котором фермент находится в сво-
бодной форме. Рассмотренный в работе алгоритм
применялся для моделирования работы изолиро-
ванного белка на примере цитохромоксидазы ми-
тохондрий [27]. В целом, методический подход по
оценке активности единичного белка на основе
различных стохастических комбинированных
механизмов использовался также для оценки ак-
тивности FoF1-АТФ-синтазы [28], глутаминсин-
тетазы [29] и глутаматного переносчика в нейро-
нах [30].

В связи с тем, что на сегодняшний день точ-
ный механизм работы глутамат-цистеин лигазы
неизвестен, и существуют разные подходы к мо-
делированию активности этого фермента, в дан-
ной работе рассматривается несколько схем рабо-
ты GCL, учитывающих обратное ингибирование
глутатионом, а также порядок присоединения
АТФ. На риc. 3а представлена схема I, в которой
последовательно присоединяется каждый из суб-
стратов, а затем в обратном порядке происходит
диссоциация продукта. При этом ингибирование
глутатионом происходит конкурентно с пустой
формой белка. Схема II представляет собой рас-
ширение относительно конкурентного связыва-
ния GSH известной концепции [31], предполага-
ющей, в первую очередь, присоединение АТФ, а
затем случайное связывание с остальными суб-
стратами (рис. 3б). Кроме того, интересным для
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рассмотрения представляется механизм, который
предусматривает полностью случайный порядок
связывания субстратов c конкурентным по глута-
мату ингибированием глутатионом (схема III,
рис. 3в). Моделирование работы белка на основе
приведенных схем с использованием методов ки-
нетики позволяет описать ансамбль белков, одна-
ко, единичный белок работает стохастически, в
отличие от работы в ансамбле. Следовательно,
для оценки активности единичного фермента
предпочтительнее использовать описанный вы-
ше имитационный подход.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Используемый в данной работе подход позво-

ляет воспроизвести процесс протекания реакции,
катализируемой GCL. Результатом единичного
компьютерного эксперимента является зависи-
мость потоков всех метаболитов от времени в
единичной точке пространства концентраций.
Чтобы оценить количество полученного в ходе
реакции продукта, были построены зависимости
произведенного γ-глутамилцистеина от времени
для трех описанных выше схем работы глутамат-

цистеин лигазы (рис. 4). Для каждого варианта
моделирования активности фермента было про-
ведено 10 экспериментов, каждый из которых со-
стоял из 2·107 шагов. Как видно из приведенных
графиков, в случае первичного связывания с АТФ

Рис. 3. Схемы работы глутамат-цистеин лигазы c кон-
курентным по глутамату ингибированием глутатио-
ном: (а) – последовательное присоединение каждого
из субстратов; (б) – первичное присоединение АТФ с
последующим случайным присоединением оставших-
ся субстратов; (в) – полностью случайный порядок
связывания субстратов. E – GCL в активной форме,
A – глутамат, B – цистеин, С – АТФ, P – ADP, Q –
γ-глутамилцистеин, R – глутатион.

Рис. 4. Зависимость произведенного единичным
белком γ глутамилцистеина от времени для трех схем
работы: (а) – схема I; (б) – схема II; (в) – схема III.
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поток γ-глутамилцистеина является наимень-
шим, а максимальная эффективность достигает-
ся при полностью случайном порядке присоеди-
нения субстратов. Кроме того, схема II характе-
ризуется наиболее стохастическим протеканием
реакции, при котором количество произведенно-
го γ-глутамилцистеина существенно отличается
от эксперимента к эксперименту, тогда как для
схемы III количество продукта практически не
изменяется в серии экспериментов. Такой харак-
тер работы белка связан с высокой чувствитель-
ностью к концентрации АТФ и GSH, которые в
данной схеме являются лимитирующими факто-
рами, в особенности в условиях in vivo. Большая
часть времени модельного эксперимента прихо-
дится на переходы между состояниями E, E-АТФ
и E-GSH, что приводит как к существенному раз-
личию между отдельными модельными экспери-
ментами, так и к кратному падению средней ско-
рости синтеза γ-глутамилцистеина. Для схемы с
последовательным присоединением субстратов
(рис. 4а) характерно относительно случайное
протекание процесса, а количество произведен-
ного γ-глутамилцистеина близко с аналогичной
характеристикой для схемы III.

Стохастический алгоритм также применяли
для оценки скорости работы фермента при раз-
личных концентрациях одного из субстратов, при
этом значения концентраций двух других суб-
стратов фиксировались на уровне насыщения,
который используется при экспериментальном
изучении кинетики GCL [32]. Для каждой точки в
пространстве концентраций было рассчитано
среднее значение скорости и стандартное откло-
нение по серии из 20 экспериментов (рис. 5). По-

лученные значения основных кинетических па-
раметров хорошо согласуются с эксперименталь-
ными данными для каждой из рассматриваемых
схем работы белка (табл. 1). При этом значение
константы Km для цистеина, учитывая клеточную
концентрацию этой аминокислоты в условиях
in vivo, свидетельствует о том, что именно кон-
центрация цистеина является лимитирующим
фактором работы глутамат-цистеин лигазы. Дан-
ный вывод подтверждается экспериментальными
исследованиями, в которых показано, что регуля-
ция синтеза глутатиона в целом осуществляется
на первом этапе за счет нехватки цистеина. Кро-
ме того, молекул АТФ также может быть недоста-
точно для высокой скорости протекания реак-
ции, исходя из рассчитанных значений Km, при-
чем наиболее существенно это сказывается для
механизма работы GCL с первичным связывани-
ем с АТФ. Наряду с этим модельное значение kcat
согласуется с результатами исследования глута-
мат-цистеин лигазы эритроцитов человека [24].

Как было описано ранее, GCL ингибируется
глутатионом по типу обратной связи, что указы-
вает на необходимость учитывать влияние данно-
го метаболита при моделировании активности
глутамат-цистеин лигазы. Оценка ингибирова-
ния GCL глутатионом проводилась путем расчета
скорости реакции с увеличением концентрации
глутамата для каждой фиксированной концен-
трации GSH. На рис. 6а приведена зависимость
обратной скорости от обратной концентрации
глутамата при различных концентрациях GSH,
лежащих в пределах физиологического диапазо-
на. Эффект ингибирования активности фермента
показан только для схемы с последовательным

Таблица 1. Сравнение кинетических параметров GCL, полученных для трех рассматриваемых механизмов
работы, с литературными данными

Субстрат Схема
kcat, c–1 Km, мМ

Результаты 
моделирования

Результаты 
моделирования Экспериментальные данные

L-глутамат

I 129.9 2.0

1.9–2.4 [8, 31]II 125.7 2.0

III 134.1 2.1

L-цистеин

I 127.2 0.30

0.1–0.5 [31, 33]II 123.6 0.33

III 131.2 0.28

АТФ

I 128.2 0.38

0.35–0.88 [31, 34, 35]II 130.6 0.86

III 132.0 0.41
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присоединением субстратов, так как для двух дру-
гих механизмов двойная обратная зависимость
выглядит аналогичным образом. Полученные
значения константы ингибирования (Ki = 2.27–
2.32) согласуются с экспериментальными данны-
ми для каждой из рассматриваемых схем работы
GCL [36]. Также была построена зависимость от-
носительной активности фермента от концентра-
ции глутатиона (рис. 6б). Относительная актив-
ность представляет собой отношение активности
GCL в присутствии различных концентраций
GSH к аналогичной активности в отсутствии дан-
ного ингибитора. Эффективность работы глута-
мат-цистеин лигазы уменьшается на 10% при
концентрации GSH, равной 1 мМ, при этом до-
бавление 10 мМ глутатиона вызывает снижение

активности на 30%. Следует отметить, что такие
значения концентраций глутатиона наблюдаются
в клетках в условиях in vivo. Представленная зави-
симость полностью совпадает с аналогичной кри-
вой, полученной при экспериментальном иссле-
довании кинетики ингибирования глутатионом
глутамат-цистеин лигазы человека [33].

Наиболее интересным представляется изуче-
ние активности фермента при концентрациях
субстратов и регуляторов, соответствующих из-
меренному in vivo. В данном исследовании с этой
целью проводили моделирование работы глута-
мат-цистеин лигазы эритроцитов человека. Кон-
центрации метаболитов, участвующих в реакции,
были зафиксированы на физиологическом уров-
не в соответствии с экспериментальными данны-

Рис. 5. Скорость работы единичного белка в зависимости от концентрации одного из субстратов для каждой из трех схем
работы фермента: верхний ряд – схема I; средний ряд – схема II; нижний ряд – схема III. Результаты представлены в
виде M ± SD для 20 независимо проведенных компьютерных экспериментов.
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ми. Так, концентрацию цистеина принимали
равной 5 мкМ [37], а концентрацию глутатиона –
1.4 мМ [38]. Поскольку гликолиз достаточно ста-
бильно поддерживает концентрации АТФ и АДФ
в эритроцитах на одном уровне, концентрации
этих двух метаболитов также поддерживались по-
стоянными и равнялись 0.65 мМ и 0.085 мМ соот-
ветственно [39]. На рис. 7 представлена зависи-
мость скорости работы GCL от концентрации
глутамата для трех рассматриваемых схем. Как
видно из приведенных результатов, скорости ра-
боты фермента существенно отличаются для каж-
дого из механизмов. Так, с максимальной скоро-
стью работает белок в случае полностью случай-
ного порядка присоединения субстратов
(рис. 7в), при этом при последовательном связы-
вании субстратов скорость GCL существенно
снижается (рис. 7а). С учетом физиологической
концентрации глутамата в эритроцитах человека,
равной 0.4 мМ [40], была рассчитана скорость ра-
боты глутамат-цистеин лигазы в условиях in vivo. 

Необходимо отметить, что несмотря на то,
что значения Km, рассчитанные при концентра-
циях субстратов, соответствующих уровню насы-
щения, для всех трех моделей входят в диапазон
экспериментальных значений Km (табл. 1),
только для механизма, предусматривающего пер-
вичное связывание с АТФ, величина скорости
(V = (0.049 ± 0.027) c–1) согласуется с экспери-
ментально измеренной в эритроцитах человека
скоростью работы GCL [41]. Так, для схемы с по-
следовательным присоединением субстратов
(схема I) скорость работы фермента превосходит
экспериментальное значение более, чем в пять

раз, тогда как при полностью случайном порядке
связывания субстратов (схема III) различие зна-
чений составляет более порядка. Таким образом,
можно сделать вывод, что наиболее точно меха-
низм работы фермента в условиях in vivo воспро-
изводится с использованием схемы II. Более того,
моделирование биосинтеза глутатиона в предпо-
ложении, что происходит насыщение АТФ, не от-
вечает физиологическим условиям, поскольку
значения Km по АТФ для схемы II (табл. 1) лежат
выше соответствующих эритроцитарных концен-
траций. В условиях стресса, влияющих на биохи-
мические пути выработки АТФ, данное предпо-
ложение может оказаться еще менее достовер-
ным. Так, например, на модели дрожжей было
показано, что снижение концентрации АТФ ни-
же 2 мМ приводит к резкому снижению уровню
глутатиона, аналогичная реакция на изменение
АТФ ожидается и от растительной системы [22].

Поскольку экспериментальные измерения
концентрации γ-глутамилцистеина в эритроци-
тах человека не проводились, концентрация дан-
ного метаболита в системе принималась равной
нулю. Однако если предположить, что концен-
трация γ-глутамилцистеина сопоставима с изме-
ренной в растительных клетках (0.04 мМ [42]), то
скорость работы GCL в случае присоединения
АТФ в качестве первого субстрата снизится в пол-
тора раза: V = (0.031 ± 0.018) c–1. Данная величина
также соответствует физиологическому диапазо-
ну скорости работы эритроцитарной GCL чело-
века.

Следует подчеркнуть, что экспериментально
измеренные концентрации глутатиона в эритро-

Рис. 6. Ингибирование единичного белка глутатионом. (а) – двойная обратная зависимость скорости реакции от
концентрации глутамата в присутствии 0, 5 и 10 мМ GSH; (б) – зависимость относительной активности от концентрации
глутатиона. Результаты представлены в виде M ± SD для 20 независимо проведенных компьютерных экспериментов.
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Рис. 7. Скорость работы единичного белка при концентрациях субстратов и регуляторов, соответствующих измеренному
in vivo, в зависимости от концентрации глутамата для каждой из трех схем работы фермента: (а) – схема I; (б) – схема II;
(в) – схема III. Результаты представлены в виде M ± SD для 20 независимо проведенных компьютерных экспериментов.

цитах человека лежат в широком диапазоне от
1.2 мМ до 8.8 мМ [41, 43]. Увеличение уровня
GSH в клетках крови человека может существен-
но снижать скорость работы глутамат-цистеин

лигазы (рис. 8). Так, изменение концентрации
глутатиона в указанном диапазоне приводит к
уменьшению относительной активности фермен-
та до 0.41. Таким образом, одним из механизмов
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поддержания необходимой концентрации GSH
является регуляция активности глутамат-цистеин
лигазы. Следовательно, при моделировании син-
теза глутатиона в условиях in vivo необходимо
учитывать обратное ингибирование GCL.

Кроме того, оценивали распределение частот
состояний, в которых находилась система в тече-
ние модельного эксперимента (рис. 9). Концен-
трации всех метаболитов в данном исследовании
были установлены на физиологическом для эрит-

роцитов человека уровне, концентрация GSH, в
частности, принималась равной 1.4 мМ. В соот-
ветствии с проведенным анализом, белок чаще
всего находится в свободном состоянии (E), либо
связан с глутатионом (E-GSH). По-видимому,
это объясняется достаточно низкими концентра-
циями аминокислотных метаболитов и высоким
уровнем глутатиона в клетках крови человека.
Также высока вероятность нахождения фермента
связанным с АТФ, причем как в свободном со-

Рис. 8. Относительная скорость работы единичного белка при концентрациях субстратов и регуляторов,
соответствующих измеренному in vivo, в зависимости от концентрации глутатиона для схемы II. Результаты
представлены в виде M ± SD для 20 независимо проведенных компьютерных экспериментов.

Рис. 9. Частота (темные столбики) и взвешенная по времени частота (светлые столбики) нахождения единичного белка
в определенном состоянии при концентрациях субстратов и регуляторов, соответствующих измеренным in vivo.
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стоянии (E-АТФ), так и в комплексе с глутатио-
ном (E-GSH-АТФ). Интересно, что реже всего
встречается состояние, в котором GCL связан со
всеми субстратами (E-АТФ-Glu-Cys), при этом,
исходя из взвешенной по времени гистограммы,
данная стадия является достаточно быстрой. Об-
ратная ситуация наблюдается для фермента, свя-
занного с АТФ и глутаматом (E-АТФ-Glu), что,
скорее всего, обусловлено конкуренцией глута-
тиона и глутамата за сайт связывания с GCL.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Моделирование активности фермента с ис-

пользованием стохастических алгоритмов может
быть полезно для оценки существующих теорий и
экспериментальных данных, так как такой под-
ход позволяет воспроизвести работу единичного
белка, основываясь на известных физиологиче-
ских параметрах. Изучение работы единичного
белка является первым шагом на пути моделиро-
вания метаболического пути, в частности, γ-глу-
тамильного цикла, что объясняется необходимо-
стью корректного математического представле-
ния активности всех участвующих в нем
ферментов. В данной работе с помощью описан-
ного. подхода было показано, что при моделиро-
вании биосинтеза глутатиона в условиях in vivo
необходимо учитывать влияние концентрации
АТФ на эффективность работы глутамат-цистеин
лигазы, которая катализирует лимитирующую
стадию синтеза GSH. Сравнение рассчитанной
скорости работы глутамат-цистеин лигазы в усло-
виях in vivo с экспериментальными значениями
позволяет сделать вывод о том, что первичной
стадией синтеза γ-глутамилцистеина является
связывание GCL с молекулой АТФ. Также суще-
ственное влияние на скорость работы данного
фермента оказывает обратное ингибирование
глутатионом, концентрация которого в клетках
человека может сильно варьироваться. Необхо-
димо подчеркнуть, что в состоянии оксидативно-
го стресса, сопровождаемого изменениями кле-
точных концентраций глутатиона, ингибирова-
ние будет оказывать еще большее влияние на
эффективность синтеза GSH. Данный механизм
является одним из способов поддержания необ-
ходимой клеточной концентрации глутатиона.
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 Simulation Modeling of Glutamate Cysteine Ligase Activity
 V.S. Kopylova*, S.E. Boronovskiy*, and Ya.R. Nartsissov*, **

*Institute of Cytochemistry and Molecular Pharmacology, ul. 6-ya Radialnaya 24/14, Moscow, 115404 Russia
**Biomedical Research Group, BiDiPharma GmbH, Bültbek, 5, 22962, Siek, Germany 

L-γ-glutamyl-L-cysteinyl glycine, or glutathione, as one of the basic intracellular antioxidants, plays a vital
role in cellular metabolism. In mammalian cells, glutathione is synthesized via two steps. The first step that
is considered rate limiting is catalyzed by glutamate cysteine ligase. In this work, a stochastic algorithm based
on continuous-time Markov chains was used to simulate the activity of glutamate-cysteine ligase. Several dif-
ferent mechanisms of enzymatic activity including reversible inhibition of glutathione, and an ATP binding
motif have been considered. Based on physiological metabolite measurements made for human erythrocytes,
the activity of glutamate cysteine ligase was determined. There are many possible ways for substrates to bind
to an active site of the studied enzyme, but, only the mechanism by which primary binding to ATP can occur
makes it possible to obtain the catalytic rate value similar to that of the experimentally measured glutamate-
cysteine ligase activity relative to physiological concentrations of substrates. In other cases, the values differ
by more than one order of magnitude. The performed analysis allows the conclusion that when models for
glutathione biosynthesis are constructed in vivo conditions, the ATP concentration and reversible inhibition
of glutathione should be taken into account.

Keywords: glutathione, glutamate-cysteine ligase, simulation modeling, stochastic algorithm
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Исследовано влияние ряда сверхвысоких разведений люциферина (в диапазоне разведений от 1010

до 10102 раз) на люциферин-люциферазную реакцию светлячков. Концентрацию субстрата люцифе-
рина варьировали от 0.0025 до 2.5 нМ, концентрация АТФ оставалась постоянной. Оценка интен-
сивности биолюминесценции после добавления в биолюминесцентную систему люциферина или
воды в сверхвысоких разведениях показала наличие существенных разнонаправленных отличий.
Количество сверхвысоких разведений из исследуемого ряда, при добавлении которых обнаружива-
лись достоверные отличия, резко увеличивалось при снижении концентрации субстрата до
0.0025 нМ. Аналогичное сравнение влияния сверхвысоких разведений неспецифического контроля
имидазола и сверхвысоких разведений воды на интенсивность свечения не выявило различий.
Можно сделать вывод, что присутствие сверхвысоких разведений люциферина специфически ин-
гибирует люциферин-люциферазную реакцию.

Ключевые слова: супрамолекулярные взаимодействия, биолюминесценция, фермент-субстратные
взаимодействия, сверхвысокие разведения, люциферин-люциферазная реакция светлячков. 

DOI: 10.31857/S0006302923020035, EDN: BZYXIY

Ферменты являются природными биологиче-
скими катализаторами, необходимыми для обес-
печения многих процессов жизнедеятельности.
Благодаря их каталитической активности специ-
фические субстраты способны связываться с ак-
тивным центром ферментов и образовывать фер-
мент-субстратный комплекс. В дальнейшем
субстрат подвергается ряду модификаций с пре-
вращением в продукт реакции, который обладает
важными биологическими функциями. Варьируя
концентрацию субстрата, можно менять скорость
фермент-субстратных взаимодействий, которые
обеспечивают работу многих биологических си-
стем, в том числе и человеческого организма. По-
мимо этого, фермент-субстратные взаимодей-
ствия принимают участие в патогенезе и являют-
ся мишенями при лечении многих заболеваний
[1]. Ферментативные реакции широко использу-
ются в медицине, применяются в биоаналитиче-
ских системах, генной инженерии, при исследо-
вании активных центров ферментов [2–6], а так-

же в текстильной и бумажной промышленности
[7, 8]. В связи с этим поиск новых способов опти-
мизации фермент-субстратных взаимодействий
всегда будет являться приоритетной задачей. 

Вода в стационарном состоянии представляет
собой открытую неравновесную систему, способ-
ную депонировать дополнительную свободную
энергию [9]. К настоящему времени показано,
что внешнее воздействие (оптическое, плазмен-
ное, механическое и т.п.) способно сильно изме-
нить макроскопические свойства водных раство-
ров [10–18]. Частным случаем образования таких
систем является сочетание внешнего воздействия
и последовательного многократного разбавления
исходного вещества. Сверхвысокие разведения
(СВР) веществ, полученные по этой технологии,
имеют ряд особенностей, характерных для нели-
нейной системы. Например, относительно недав-
но применение современных методов исследова-
ний позволило установить, что полученные в ходе
этого процесса разведения приобретают специ-
фические долговечные физико-химические и
биологические свойства, отличные как от свойств
исходного вещества, так и от свойств растворите-
ля (воды) [12, 19, 20]. Было показано, что образ-

Сокращения: СВР – сверхвысокие разведения, RLU – от-
носительные световые единицы, LOD – предел качествен-
ного обнаружения, LOQ – предел количественного обна-
ружения.
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цы, полученные в результате последовательного
разведения, могут модифицировать функцио-
нальную активность молекул исходного вещества
[21–23]. Все больший интерес вызывают исследо-
вания СВР в качестве модификаторов межмоле-
кулярных взаимодействий [24–26], в связи с чем
изучение влияния СВР на ферментативные реак-
ции представляется весьма актуальным вопро-
сом. 

Физико-химические исследования СВР пока-
зали, что в процессе последовательного разведе-
ния с интенсивным встряхиванием на каждом
этапе, снижение концентрации исходного веще-
ства происходит нелинейно, что противоречит
теоретически ожидаемому [27]. При встряхива-
нии, сопровождающем каждую стадию разбавле-
ния, образуются нанопузырьки, способные ад-
сорбировать на своей поверхности молекулы ис-
ходного вещества [28, 29]. Такие нанопузырьки
преимущественно переносятся в следующее раз-
ведение за счет эффекта флотации [11, 27–31],
что, в свою очередь, может привести к возможно-
му присутствию молекул исходного вещества в
СВР. В то же время есть вероятность, что спон-
танно образующиеся наноассоциаты или класте-
ры являются «носителем» той активности, кото-
рая определяет особые физико-химические и
биологические свойства СВР [19, 32]. Такие на-
ноассоциаты могут воздействовать на клеточные
мишени – ферменты, рецепторы, ионные каналы
и пр., влияя на их физические, химические и био-
логические свойства [24, 33–37].

В настоящем исследовании мы проверяли ги-
потезу о том, может ли присутствие СВР изме-
нить ход взаимодействия фермента с субстратом.
В качестве исследовательской модели использо-
вали высокочувствительный люциферин-люци-
феразный биолюминесцентный анализ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. Люциферин (ООО «Люмтек», Рос-
сия) реконструировали в фосфатно-солевом бу-
фере (0.15 M NaCl + 0.01 M Na-фосфатный буфер,
pH 7.4). Далее аликвоту исходного раствора раз-
бавляли в 40 раз в 0.5 М Na-карбонатном буфере
(pH 11.5) и определяли концентрацию люцифери-
на путем измерения оптической плотности при
385 нм на спектрофотометре Lambda 35 (Perkin-El-
mer, Великобритания) с использованием моляр-
ного коэффициента экстинкции 18200 М–1см–1

[38]. pH фосфатно-солевого буфера или раствора
люциферина определяли с помощью pH-метра
MP220 (Mettler Toledo, Испания) и корректиро-
вали по мере необходимости. Реагент для опреде-
ления люциферина (LH2-реагент [39]) содержал
рекомбинантную люциферазу светлячков Luciola
mingrelica и АТФ (Sigma-Aldrich, США). В каче-

стве контроля использовали имидазол (Sigma-Al-
drich, Германия, чистота 99%) или деионизиро-
ванную воду. Деионизированная вода высокой
чистоты (вода I типа с удельным сопротивлением
18.2 MОм/см при 25°C) была получена с помо-
щью системы очистки воды WaterPro PS Polishing
System/UF Life Science Model (Labconco, США).

Приготовление образцов. Растворы люцифери-
на готовили с концентрациями 10 нМ (10–8 M),
1 нМ (10–9 M) и 0.1 нМ (10–10 M) путем последо-
вательного разведения исходного раствора люци-
ферина в деионизированной воде при объемном
соотношении 1:99. Для исследования биолюми-
несценции растворы люциферина разводили в
четыре раза реакционной смесью (см. параграф
«Регистрация биолюминесценции»). Таким об-
разом, конечные концентрации люциферина в
смеси составили 2.5 нМ, 0.25 нМ и 0.025 нМ.

СВР люциферина, имидазола и воды были
приготовлены и предоставлены ООО «НПФ МА-
ТЕРИА МЕДИКА ХОЛДИНГ» (Москва, Рос-
сия). Кратко процедуру приготовления СВР мож-
но описать следующим образом: исходный рас-
твор люциферина с концентрацией 10нМ
смешивали с очищенной водой в соотношении
1:100, после чего энергично встряхивали до полу-
чения первого 100-кратного разведения. Для при-
готовления каждого последующего разведения
брали сотую часть объема от предыдущего разве-
дения и добавляли к 99 частям воды. Образец при
каждом последующем разведении также подвер-
гали энергичному вертикальному встряхиванию с
частотой 4.4 Гц в течение 4.8 с [40, 41]. Данную
процедуру выполняли в соответствии с жестким
протоколом: в стерильных условиях в ламинар-
ном боксе (класс чистоты D по классификации
международного стандарта ISO 14644-1:2015),
стерильными автоматическими пипетками и сте-
рильными наконечниками для пипеток. Все об-
разцы были приготовлены в один день одним со-
трудником и в одинаковых условиях. Диапазон
разведения люциферина, использованного в дан-
ной работе, составлял от 1010 до 10102, шаг разве-
дения составлял 102. Процедура приготовления
СВР имидазола (концентрация исходного рас-
твора 1 нМ) и воды была идентична процедуре
приготовления СВР люциферина. Теоретическая
концентрация люциферина или имидазола в СВР
составляла от 10–18 до 10–110 M, однако этот рас-
чет не учитывает нелинейное снижение концен-
трации растворенного вещества, описанное во
введении [19, 27–29].

Все растворы готовили в стеклянных флаконах
в стерильных условиях, они были защищены от
длительного воздействия света и хранились при
комнатной температуре. Исследование СВР об-
разцов проводили на следующий день после при-
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готовления и заканчивали не позже, чем через
24 ч с момента приготовления. В работе [19] было
показано, что активность СВР сохраняется около
суток после приготовления образца. 

Регистрация биолюминесценции. Биолюминес-
центные методы имеют высокую чувствитель-
ность, которая превышает фемтомолярный
уровень [42]. В связи с этим в качестве исследова-
тельской модели была выбрана биолюминесцент-
ная люциферин-люциферазная реакция светляч-
ков, основанная на взаимодействии фермента
люциферазы и двух субстратов – люциферина и
АТФ (см. рис. 1).

Интенсивность биолюминесценции регистри-
ровали на микропланшетном мультидетекторе
Spectramax M5 (Molecular Devices, США) в белых
96-луночных планшетах высокой сорбционной
емкости (Agilent Technologies, Германия,
No. 6610022400) в диапазоне длин волн от 250 до
850 нм. Внесение разведений люциферина в 96-
луночные планшеты проводили в ламинарном
шкафу GS (Babcock, Germany). Уровень фоново-
го шума измеряли в образцах, полученных сме-
шиванием 100 мкл деонизированной воды и
100 мкл LH2-реагента. 

Анализ данных. Статистическая обработка дан-
ных была проведена в программе RStudio Version
1.2.1335 (RStudio Inc., США) с использованием
пакета R версии 3.6.0. Нормальность распределе-
ния оценивали по тесту Шапиро–Уилка, гомо-
генность дисперсий – по тесту Бартлетта. Для
экспериментов с добавлением в систему разных
концентраций люциферина сравнение групп
проведено с использованием U-критерия Ман-
на–Уитни и t-критерия Стьюдента (приближе-
ние Уэлча в случае отсутствия гомогенности дис-
персий).

Для оценки результатов измерений образцов,
содержащих СВР имидазола, сравнение групп
проведено с использованием дисперсионного
анализа (при необходимости попарного сравне-
ния групп использовалась поправка Тьюки) или
теста Краскела–Уоллиса (при необходимости по-
парного сравнения групп – тест Данна с поправ-
кой Холма). В случае нормального распределения
переменных и отсутствия гомогенности диспер-

сий использовали попарное сравнение групп с
помощью t-критерия Стьюдента с поправкой
Холма, так как при соблюдении требований к
данным, он имеет наибольшую мощность.

Различия считали статистически значимыми
при p < 0.05.

Ход эксперимента. Для оценки линейности за-
висимости интенсивность биолюминесценции от
концентрации люциферина были проведены че-
тыре независимых исследования с различными
концентрациями (0, 0.025, 0.25 и 2.5 нM). Изме-
рение интенсивности биолюминесценции повто-
ряли четыре раза для каждой концентрации лю-
циферина, а также без него. После этого получен-
ные данные аппроксимировали линейным
трендом с указанием трехкратного и десятикрат-
ного стандартного отклонения для каждой экспе-
риментальной точки, которые считались преде-
лами качественного и количественного обнару-
жения соответственно. 

Для изучения влияния СВР люциферина,
имидазола или воды на люциферин-люцифераз-
ную реакцию в каждую лунку 96-луночного план-
шета добавляли 50 мкл раствора люциферина од-
ной концентрации. В зависимости от экспери-
мента конечная концентрация люциферина в
образцах составляла 0, 0.025, 0.25 или 2.5 нМ. За-
тем добавляли 50 мкл СВР люциферина, СВР
имидазола или СВР воды (контроль) и переме-
шивали содержимое лунок при помощи пипети-
рования. Образцы и контроли располагали рядом
друг с другом, уменьшая разницу в температур-
ном градиенте. Далее реакцию инициировали до-
бавлением в каждую лунку 100 мкл LH2-реагента.
Полученный раствор перемешивали пипетирова-
нием, после чего регистрировали биолюминес-
центный сигнал в трех временных точках – сразу,
через 10 с и через 20 с после перемешивания. При
обработке результатов величины биолюминес-
центных сигналов по всем трем временным точ-
кам усредняли, среднее значение в дальнейшем
считали за одно измерение. Результат после
усреднения обладает большей точностью за счет
минимизации уровня шумов.

Измерения выполняли на двух планшетах, по
два повтора (по две лунки) одного и тоже СВР об-
разца на каждом планшете. Таким образом, для
каждого разведения было проведено по четыре
измерения в каждой временной точке. Измере-
ние биолюминесцентного сигнала выражали в
относительных световых единицах (RLU). Отсут-
ствие краевого эффекта планшета и влияния рас-
положения образца на измерения было подтвер-
ждено на этапе разработки методики. 

Рис. 1. Реакции, катализируемые люциферазой. Обо-
значения: LH2 – люциферин, ATP – аденозинтрифос-
фат, AMP – аденозинмонофосфат, Е – фермент (лю-
цифераза светлячков), PPi – неорганический пиро-
фосфат, O2 – кислород, LO – оксилюциферин
(продукт реакции), CO2 – диоксид углерода, light –
свет. Схема адаптирована из работы [45].
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РЕЗУЛЬТАТЫ 
Качественная и количественная характеристика

зависимости интенсивности биолюминесценции от
различных концентраций люциферина. Мы опреде-
лили предел качественного (LOD) и количествен-
ного (LOQ) обнаружения люциферазы. LOD
рассчитывали как среднее значения фоновой ин-
тенсивности плюс трехкратное стандартное от-
клонение измерения, а LOQ – как среднее значе-
ние фоновой интенсивности плюс десятикратное
стандартное отклонение [43, 44]. Таким образом,
средняя фоновая интенсивность в исследовании
составила 21.08 RLU, LOD – 58.81 RLU и LOQ –
146.86 RLU.

Далее изучали зависимость биолюминесцент-
ного сигнала от концентрации люциферина в ре-
акционной смеси (см. табл. 1).

Линейность и повторяемость измерений ин-
тенсивности биолюминесценции в зависимости
от концентрации люциферина оценивали путем
добавления возрастающих концентраций люци-
ферина (от 0 до 2.5 нМ) к стандартной смеси, со-
держащей люциферазу и АТФ (cм. раздел «Мате-
риалы и методы»). 

На рис. 2 видно, что зависимость максималь-
ной интенсивности биолюминесценции от кон-
центрации люциферина характеризуется коэф-
фициентом детерминации 99.9%, что подтвер-
ждает хорошую линейность применяемого
метода. 

На рис. 2 показано, что значение биолюминес-
ценции с учетом стандартного отклонения не
превышает порогов LOD и LOQ для нашей био-
люминесцентной системы. Установлено, что за-
висимость интенсивности биолюминесценции от
концентрации люциферина носит линейный ха-
рактер. Таким образом, метод биолюминесцен-
ции можно использовать как количественный и
качественный метод при концентрациях люци-
ферина в диапазоне 0.025–2.5 нМ.

Влияние сверхвысоких разведений люциферина
на интенсивность биолюминесценции в люциферин-
люциферазной реакции. Сравнение интенсивно-
сти биолюминесценции при добавлении кон-
трольных и испытуемых образцов с одинаковой
степенью разбавления к системе с концентрация-
ми люциферина 2.5 нМ (рис. 3а) и 0.25 нМ
(рис. 3б) показало некоторые разнонаправлен-
ные, но существенные различия (рис. 3г). Одно
статистически значимое увеличение интенсивно-
сти наблюдали при концентрации люциферина
2.5 нМ для степени разведения 1054. В системе с
концентрацией 0.25 нМ наблюдали два статисти-
чески значимых различия – для степени разведе-
ния 1028 и 1068, также важно отметить, что в пер-
вом случае наблюдалось снижение интенсивно-
сти, а во втором случае – увеличение. Однако

количество разведений, в которых были обнару-
жены значительные различия, резко увеличива-
лось при снижении концентрации субстрата до

Рис. 2. (а) – Линейная зависимость биолюминесцен-
ции от концентрации люциферина. Анализ проводили
в присутствии 0, 0.025, 0.25 и 2.5 нМ люциферина. Ко-
эффициент детерминаци R2 = 0.9999. Данные выраже-
ны в относительных единицах люминесценции (RLU)
и представлены в виде среднего значения по четырем
измерениям, планки погрешностей соответствуют ве-
личине стандартного отклонения. (б) – Увеличенная
часть рис. 2а. Предел качественного (LOD) и количе-
ственного (LOQ) обнаружения изображены в виде го-
ризонтальных линий.

Таблица 1. Зависимость интенсивности биолюминес-
ценции от концентрации люциферина

Концентрация 
люциферина, нМ

Интенсивность 
люминесценции, RLU

2.5 19008.53 ± 442.37
0.25 1737.26 ± 17.27

0.025 185.46 ± 20.31
0 23.25 ± 14.88

Примечание. Данные представлены в виде среднего значения ±
стандартное отклонение для восьми измерений, RLU – отно-
сительные единицы интенсивности люминесценции. 
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Рис. 3. Начало.
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Рис. 3. (а) – Величины p-value для разницы между средней интенсивностью биолюминесценции, зарегистрированной в
образцах при добавлении соответствующих СВР люциферина или воды в присутствии 2.5 нМ люциферина. Количество
добавленного СВР составляло 50% от объема образца. Все образцы содержали стандартную смесь люциферазы и АТФ.
Измерения проводили при комнатной температуре, рН 7.4. По оси абсцисс – степень разбавления. Горизонтальная ли-
ния обозначает порог статистички значимого p-value = 0.05. (б) – Величины p-value, полученные при сравнении интен-
сивности биолюминесценции при добавлении СВР люциферина или воды в присутствии 0.25 нМ люциферина. (в) – Ве-
личины p-value, полученные при сравнении интенсивности биолюминесценции при добавлении СВР люциферина или
воды в присутствии 0.025 нМ люциферина. (г) – Количество разведений, для которых были обнаружены статистически
значимые отличия при сравнении интенсивности биолюминесценции в присутствии СВР люциферина или воды. Из-
мерения проводили при концентрации люциферина в диапазоне от 0 до 2.5 нМ. Результаты основаны на данных, пред-
ставленных на рис. 3в и 3е. (д) – Процентное отличие между интенсивностями биолюминесценции, зарегистрирован-
ной от образцов при добавлении соответствующих СВР люциферина или воды в присутствии 0.025 нМ люциферина.
Положительное значение указывает на то, что биолюминесценция, измеренная в присутствии СВР воды, характеризу-
ется более высокой интенсивностью, чем в присутствии СВР люциферина. (е) – Величины p-value, полученные при
сравнении интенсивности биолюминесценции при добавлении СВР люциферина или воды в присутствии 0 нМ люци-
ферина. 

0.025 нМ (рис. 3в–д) [22, 45]. Это снижение ин-
тенсивности происходило в образцах со степенью
разбавлению 1058, 1062, 1064, 1068, 1070, 1072 и 10102

и варьировало от 14 до 26%. При снижении кон-
центрации субстрата до 0 нМ количество стати-
стически значимых отличий резко снизилось
(рис. 3е).

С данной точки зрения эффект СВР люцифе-
рина более выражен при низкой концентрации
субстрата (0.025 нМ). 

Влияние сверхвысоких разведений имидазола на
интенсивность биолюминесценции в люциферин-
люциферазной реакции. Имидазол не может ока-
зывать влияние на интенсивность люциферин-

люциферазной реакции, так как люцифераза не
имеет активных центров для связывания имида-
зола [46]. В связи с этим мы решили использовать
имидазол в качестве неспецифического контро-
ля. Было решено изучить влияние СВР имидазола
на интенсивность биолюминесценции в системе
с концентрацией люциферина 0.025 нМ, так как
максимальное количество статистически значи-
мых однонаправленных отличий интенсивности
биолюминесценции в присутствии СВР люцифе-
рина по сравнению с СВР воды было получено
для этой концентрации люциферина. В предыду-
щем разделе было показано, что СВР люцифери-
на, в отличие от СВР воды, снижают биолюми-
несценцию в присутствии 0.025 нМ люциферина. 
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Рис. 4. (а) – Величины p-value, полученные для разницы между средними значениями биолюминесценции, детекти-
рованной от образцов с добавлением СВР имидазола или СВР воды в присутствии 0.025 нМ люциферина. Количество
добавленного СВР составляло 50% от объема образца. Все образцы содержали стандартную смесь люциферазы и АТФ.
Измерения проводили при комнатной температуре, рН 7.4. По оси абсцисс – степень разбавления. Горизонтальная
линия обозначает порог статистически значимого p-value = 0.05. (б) – Количество разведений (n), для которых обна-
ружены статистически значимые различия при сравнении интенсивности биолюминесценции в присутствии СВР
имидазола или СВР воды. Измерения проводили в присутствии люциферина с концентрацией 0.025 нМ. Результаты
основаны на данных, представленных на рис. 4а и 4в. (в) – Процентное отличие между интенсивностями биолюми-
несценции, зарегистрированной от образцов при добавлении соответствующих СВР имидазола или воды в присут-
ствии 0.025 нМ люциферина. Положительное значение указывает на то, что биолюминесценция, измеренная в при-
сутствии СВР воды, характеризуется более высокой интенсивностью, чем в присутствии СВР имидазола. 

Нами были зарегистрированы разнонаправ-
ленные изменения интенсивности биолюминес-
ценции (рис. 4б,в) при добавлении СВР имидазо-
ла в присутствии люциферина в концентрации

0.025 нМ. В данном случае только одно из изме-
нений, наблюдаемое при внесении разведения в
степени разбавления 1038, было статистически
значимым и соответствовало увеличению биолю-
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минесценции на 9.5% по отношению к СВР воды
(контрольный образец) (рис. 4а,в). 

Таким образом, СВР имидазола не оказывают
выраженного влияния на интенсивность биолю-
минесценции. Этот результат подтверждает спе-
цифическое влияние СВР люциферина на интен-
сивность биолюминесценции при концентрации
люциферина 0.025 нМ. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Биолюминесценция в люциферин-люцифе-
разной реакции светлячков имеет самый высокий
квантовый выход среди всех биолюминесцент-
ных систем (по данным разных авторов, он ва-
рьирует от 0.5 до 1.0 [47]), что позволяет опреде-
лять сверхнизкие концентрации АТФ вплоть до
10–16 М [47]. Однако применение СВР АТФ
осложняется тем, что при очень низких концен-
трациях молекула АТФ неустойчива в водных
растворах и склонна к самопроизвольному гидро-
лизу. Это может привести к изменению состава
анализируемых СВР и неоднозначности получен-
ных результатов. Использование люциферина в
данном случае предпочтительнее, так как люци-
ферин стабилен, нетоксичен, хорошо растворяет-
ся в воде, а его концентрация в растворе более
контролируема.

На модели люциферин-люциферазной реак-
ции мы протестировали широкий спектр СВР
люциферина и показали, что его добавление раз-
нонаправленно модифицирует интенсивность
биолюминесценции, по сравнению с добавлени-
ем аналогичных СВР воды. Однако внесение од-
них разведений приводило к усилению люминес-
ценции по сравнению в соответствующим СВР
воды, а внесение других, наоборот, угнетало ее по
сравнению с соответствующим водным СВР.
Данный эффект наблюдался для всех концентра-
ций субстрата. При этом наибольшее количество
разведений, для которых были обнаружены до-
стоверные отличия, было в биолюминесцентной
системе с концентрацией люциферина 0.025 нМ
(количество разведений – 7). Аналогичные ис-
следования с концентрациями люциферина
0.25 нМ и 2.5 нМ показали только два и одно от-
личие соответственно. Это согласуется с резуль-
татами исследований, свидетельствующими о
том, что добавление СВР вещества в системы, со-
держащие более высокие концентрации исходно-
го вещества, приводит к наиболее выраженному
эффекту в системе c наименьшим его содержани-
ем [22, 45]. Помимо этого, введение СВР в систе-
му вызывает полимодальные эффекты [48, 49].
Важно отметить, что в биолюминесцентной си-

стеме с концентрацией люциферина 0.025 нМ на-
блюдаемое ингибирование биолюминесценции
находилось в диапазоне от 13 до 26% по сравне-
нию с соответствующими разведениями воды.
Таким образом, введение СВР субстрата в систе-
му фермент-субстратных взаимодействий вызва-
ло специфический ингибирующий эффект. 

Специфичность действия СВР люциферина
на систему, содержащую люциферин, была под-
тверждена результатами изучения действия на эту
же систему ряда СВР неспецифического контро-
ля – имидазола. Их добавление не приводило к
изменению интенсивности биолюминесценции
по сравнению с добавлением СВР воды. 

Как мы отмечали в разделе «Введение», из-
вестно, что молекулы исходного вещества могут
оставаться в растворе в процессе последователь-
ного разведения [27] и образовывать кластерную
структуру, которая способна воздействовать на
белковые мишени. Принимая во внимание меха-
низмы реализации эффектов СВР люциферина,
описанные в данной работе, можно сделать пред-
положение, что в более низких разведениях лю-
циферина вокруг исходных молекул уже образу-
ются специфические водные кластеры. При уве-
личении степени разбавления может оказаться,
что в центре кластеризации находится не исход-
ная молекула люциферина, а образовавшийся ра-
нее специфический люцифериновый водный
кластер. Таким образом, вполне вероятно, что
люцифериновые водные кластеры влияют на ин-
тенсивность биолюминесценции. Ингибирова-
ние биолюминесценции такими кластерами мо-
жет быть обусловлено несколькими механиз-
мами: 

1. Известно, что люцифераза имеет два незави-
симых активных сайта связывания – один для
люциферина, а другой – для АТФ [46], также из-
вестно, что водные кластеры способны действо-
вать как ферменты, кинетика которых подчиня-
ется уравнению Михаэлиса–Ментен [50]. Однако
возможно, что люцифериновые водные кластеры
могут выступать в качестве субстрата для люци-
феразы, встраиваясь в ее активный центр. Веро-
ятно, кластеры могут менять конформацию лю-
циферазы таким образом, что исходный люцифе-
рин теряет способность взаимодействовать с
ферментом, т. е. могут выступать аналогом суб-
страта, который ингибирует активный центр лю-
циферазы [51]. Мы предполагаем, что такое взаи-
модействие люциферина, люциферазы и специ-
фических водных кластеров люциферина можно
описать с точки зрения конкурентного фермент-
субстратного взаимодействия (рис. 5).
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Переменными в данной системе уравнений
являются люциферин (S), люцифераза (E) и спе-
цифический люцифериновый водный кластер
(I). Если концентрация субстрата в системе уве-
личивается, то число занятых мест связывания на
молекулах люциферазы будет больше. Вероятнее
всего, константа ассоциации активного центра
фермента с люциферином выше, чем со специ-
фическими кластерами, полученными в резуль-
тате последовательных разведений субстрата. По-
этому чем выше концентрация субстрата, тем
быстрее проявятся эффекты, присущие класси-
ческому фермент-субстратному взаимодействию,
нежели эффекты СВР. Снижение концентрации
люциферина напрямую связано с увеличением
числа свободных сайтов связывания, которые
способны занимать водные кластеры. Следова-
тельно, эффект СВР при более низкой концен-
трации субстрата будет более выраженным. 

2. Другое возможное объяснение заключается
в том, что кластеры воды могут действовать как
конкурентный антагонист и стерически блокиро-
вать доступ субстрата к ферменту, вследствие чего
нарушается их адекватное взаимодействие друг с
другом [52]. Это также может приводить к сниже-
нию интенсивности биолюминесценции. Если
предположить, что этот сценарий верен, то эф-
фект контрольных образцов СВР воды или ими-
дазола, вероятно, будет аналогичен действию
СВР люциферина, однако мы не наблюдали тако-
го эффекта. Хорошо известно, что комплекс лю-
циферазы с АМФ и оксилюциферином не имеет
сайтов связывания имидазола [53]. Таким обра-
зом, если СВР имидазола или воды также образу-
ют кластерные структуры, то они не обладают
специфичностью к люциферазе. 

3. Интересная гипотеза описана в работах [54]
и [55]. Авторы этих работ указывают на возмож-
ность передачи электромагнитного сигнала от
скоплений воды (плотностных неоднородностей)

на подходящую цель, способную принимать дан-
ный сигнал. Плотностные неоднородности воды
имеют специфические колебательные характери-
стики, выявляемые методом терагерцовой спек-
троскопии. Таким образом, электромагнитный
сигнал от кластеров может воздействовать на ак-
тивный центр люциферазы, приводя к ингибиро-
ванию фермент-субстратного взаимодействия и
снижению интенсивности биолюминесценции. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исходя из вышеописанного, можно сделать
вывод, что люциферин-люциферазная реакция
пригодна для качественного и количественного
изучения СВР люциферина благодаря ее высокой
чувствительности. Нами показано, что СВР лю-
циферина вызывали значительное торможение
биолюминесценции по сравнению с соответству-
ющими СВР воды. Механизм реализации такого
эффекта может быть опосредован специфически-
ми водными кластерами люциферина, однако эта
теория требует дальнейшего детального изуче-
ния. 
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Рис. 5. Конкурентное ингибирование фермент-суб-
стратных взаимодействий. Обозначения: Е – фер-
мент, S – субстрат, ES – фермент-субстратный ком-
плекс, Р – продукт реакции, I – ингибитор, EI – ком-
плекс «фермент–ингибитор», ka1 – константа
ассоциации фермент-субстратного комплекса, kd1 –
константа диссоциации фермент-субстратного ком-
плекса, ka2 –константа ассоциации комплекса «фер-
мент–ингибитор», kd2 – константа диссоциации
комплекса «фермент–ингибитор».
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 Alteration of Enzyme-Substrate Interactions 
by Ultra-High Dilutions of the Substrate

 G.Yu. Lomakina* and N.N. Ugarova*

*Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory, 1/3, Moscow, 119991 Russia

The effects of different ultra-high dilutions of luciferin ranged from 1010 to 10102 on luciferin-luciferase reac-
tion of fireflies were investigated. Luciferin substrate concentration varied from 0.0025 nM to 2.5 nM and
ATP concentration remained unchanged. This study evaluated the bioluminescence intensity after addition
of ultra-high dilutions of luciferin or ultra-high dilutions of water to the bioluminescent system and some
multidirectional and significant differences were found. The number of ultra-high dilutions from studied
starting materials, for which significant differences were found, increased sharply with decreasing substrate
concentration to 0.0025 nM. No differences were found when the effects of ultra-high dilutions of a non-spe-
cific control imidazole and ultra-high dilutions of water on the signal intensity were compared. Our results
suggest that ultra-high dilutions of luciferin can specifically inhibit the luciferin-luciferase reaction.

Keywords: supramolecular interactions, bioluminescense, enzyme-substrate interactions, ultra-high dilutions,
firefly luciferin-luciferase reaction
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Поиск агентов для адресной доставки противораковых препаратов остается крайне востребованной
для медицины задачей. В этой связи находят свое применение ДНК-аптамеры к белкам,
специфичным к раковым клеткам. Вместе с тем дополнительная настройка активности аптамеров
для снижения их аффинности к мишеням вне раковых тканей может улучшить перспективы их
клинического применения ввиду сокращения иммуногенности и количества побочных эффектов.
Одним из подходов является использование нарушения кислотности в раковых клетках и тканях. В
данной работе мы модифицировали аптамер AS1411 к нуклеолину путем присоединения к нему
нуклеотидной последовательности, сообщающей аптамеру свойство pH-чувствительности.
Методами спектрофотометрического плавления и флуоресценции было продемонстрировано, что
конформация нового аптамера обусловлена pH среды.
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Нуклеолин является многофункциональным
белком, который задействован в процессах выжи-
вания, роста и пролиферации клеток. У нормаль-
ных клеток этот белок обнаруживается преиму-
щественно в ядре. В раковых клетках он также
присутствует в цитоплазме и на поверхности [1].
Последнее позволяет использовать его как целе-
вой белок для доставки лекарств в опухолевые
ткани [2, 3] различного вида, включая нейробла-
стому [4], глиобластому [5], рак молочной железы
[6], шейки матки [7] и колоректальный рак [8].

В настоящее время для молекулярного узнава-
ния все чаще применяются аптамеры – высоко-
аффинные нуклеотидные последовательности,
специфичные к молекуле-мишени и являющиеся
хорошей альтернативой, например, монокло-
нальным антителам [9, 10]. По сравнению с анти-
телами, ДНК-аптамеры обладают рядом преиму-
ществ. Среди них простота синтеза и стабиль-
ность, а также они обладают небольшой или
нулевой иммуногенностью, что означает возмож-
ность многократного введения в терапевтических
целях, а также меньшее количество побочных эф-
фектов [11].

В качестве связывающегося с нуклеолином
агента для адресной доставки лекарств широко

исследуется и успешно применяется ДНК-апта-
мер AS1411 [12]. Наряду со сверхэкспрессией нук-
леолина раковые ткани характеризуются наруше-
нием кислотности внутри- и внеклеточного про-
странств [13, 14]. Это дает еще одну возможность
для дополнительной тонкой настройки агентов
доставки лекарств, придавая им способность ак-
тивироваться в диапазоне pH, характерном для
опухолевых тканей.

Ранее, на примере аптамера к аденозинтри-
фосфату (АТФ), была предложена универсальная
схема дополнения последовательности аптамеров
участками, которые в зависимости от кислотно-
сти окружения с различной эффективностью ин-
терферируют с функциональной структурой ап-
тамеров и регулируют таким образом их актив-
ность при разных pH [15]. В присутствии АТФ
этот аптамер претерпевает структурную пере-
стройку, формируя сайт связывания. При этом из
его структуры вытесняется интерферирующий
участок, что приводит к росту фракции активных
аптамеров. Для различных pH размер данной
фракции существенно различается, что и обу-
славливает эффективность подхода. На сего-
дняшний день структурная перестройка при свя-
зывании с мишенью была открыта также для

УДК 577.32
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ДНК-аптамеров к тромбину и кокаину [16]. При
этом многие ДНК-аптамеры имеют консерватив-
ные сайты связывания и не изменяют своей
структуры при комплексообразовании с мишеня-
ми. Поэтому работоспособность упомянутого
подхода для этого типа аптамеров нуждается в до-
полнительном изучении.

В данной работе мы исследовали возможность
придания pH-зависимости консервативным ап-
тамерам на примере аптамера AS1411 к нуклеоли-
ну. Последовательность AS1411 была дополнена
интерферирующим участком. Для решения задач
исследования был разработан альтернативный
подход к проверке активности используемого ап-
тамера в зависимости от pH. Он основан на изуче-
нии гибридизации сигнальной ДНК с интерфе-
рирующим участком аптамера, а не на детекции
комплексообразования с нуклеолином. Это су-
щественно упрощает процесс изучения системы,
так как нет необходимости работать с самим
белком.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Трис(гидроксиметил)аминометан (≥99.9%),
ацетат натрия, хлорид магния и аденозинтрифос-
фат были закуплены в компании Sigma (США).
Агароза была куплена в компании AppliChem
(США). Для приготовления всех растворов ис-
пользовали очищенную воду Milli-Q. Исследова-
ния проводили в буфере, содержащем 10 ммоль/л
Трис-HCl, 10 ммоль/л CH3COONa и 6 ммоль/л
MgCl2.

Использованные в исследовании олигонук-
леотиды представлены в табл. 1. Синтез проводи-
ло ООО «ДНК-Синтез» (Москва, Россия). Кон-
центрация олигонуклеотидов AS1411, AS1411-in-
terfere и Cy3T8 во всех опытах составляла
50 нмоль/л. Теоретическая температура плавле-
ния рассчитывалась при помощи калькулятора
OligoAnalyzer (IDT, США) [17].

Плавление проводили на спектрофотометре
Specord 2000 (Германия), регистрируя оптиче-
скую плотность проб на длине волны 260 нм. Гра-
диент изменения температур во всех опытах не
превышал 0.2°C/мин. Кривые плавления обрабо-
таны по алгоритму, предложенному в работе [18],
и отражают долю α максимальной концентрации
двунитевых участков (α = 1).

Измерения интенсивности флуоресценции
красителя Cy3 проводили с помощью флуоримет-
ра F-7100 (Hitachi, Япония) в режиме «Time scan»
с напряжением на фотоумножителе 700 В. Длина
волны возбуждения во всех опытах была 539 нм
(ширина щели 5 нм), а интенсивность испуска-
ния измеряли на длине волны 590 нм (ширина
щели 5 нм). При титровании измеряли флуорес-
ценцию через 10 мин после добавления титрую-
щего раствора. Исследование зависимости флуо-
ресценции олигонуклеотида Cy3T8 от pH показа-
ло, что флуоресценция Cy3 не зависит от pH в
диапазоне от 5.0 до 8.5 и составляет около
100 условных единиц.

Таблица 1. Использованные в исследовании олигонуклеотиды 

№ Обозначение Последовательность 5'–3'

1 AS1411 Cy3-GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG-BHQ2

2 AS1411-interfere Cy3-GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG-
TTTTTTTTTTTTTTT-CCAACACC-BHQ2

quad-tail GGTGGTGG-...

interfere-tail ...-CCAACACC

3 quad GGTGGTGG

4 dis GGTGTTGG

5 disA14 GGTGTTGG-AAAAAAAAAAAAAA

6 Cy3T8 Cy3-TTTTTTTT

Примечание. Cy3 – цианин-3; BHQ2 – Black Hole Quencher 2; интерферирующая со структурой аптамера 
последовательность interfere-tail выделена двойным подчеркиванием; комплементарные к interfere-tail 
последовательности выделены одинарным подчеркиванием; нуклеотиды, участвующие в образовании не 
уотсон-криковских пар (мисматчи), обозначены полужирным шрифтом.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Дизайн модифицированного аптамера к нуклео-
лину. Исходный аптамер к нуклеолину AS1411,
через политиминовый (полиТ) линкер был до-
полнен участком interfere-tail, который за исклю-
чением одной пары A–G комплементарен к его
концевому участку quad-tail. Можно предполо-
жить, что в растворе устанавливается равновесие
между «выключенными» макромолекулами апта-
меров, в которых участок interfere-tail гибридизо-
ван с quad-tail, и «включенными» макромолеку-
лами, в которых участок quad-tail включен в фор-
мирование функциональной структуры аптамера.
Стабильность дуплекса quad-tail:interfere-tail в
нейтральных и кислых pH различаются. С пони-
жением pH пара A–G протонируется [19], и ста-
бильность дуплекса возрастает. Чем выше ста-
бильность дуплекса, тем меньше фракция апта-

меров, находящихся в функциональном
состоянии, и наоборот. Это придает аптамеру
AS1411-interfere зависимость от pH. Мы полагаем,
что в случае отсутствия гибридизации участков
interfere-tail и quad-tail аптамер AS1411-interfere
переходит во «включенное» состояние аналогич-
но тому, как это происходит для исходного апта-
мера AS1411 [20]. Таким образом, измерение ста-
бильности гибридизации участка interfere-tail и
quad-tail при различных pH является косвенным
измерением фракции «включенных» аптамеров.
Для оценки стабильности указанного дуплекса
мы использовали подход конкурентного связыва-
ния сигнальных олигонуклеотидов quad, dis и
disA14 с участком interfere-tail, как это представле-
но на рис. 1. Чем эффективнее сигнальные олиго-
нуклеотиды замещают quad-tail в дуплексе quad-
tail:interfere-tail, тем менее стабилен данный дуп-
лекс. Эффективность замещения оценивали по

Рис. 1. Схема экспериментов по проверке pH-чувствительности выбранного дизайна сенсора (а). Случай «низкого» (б)
и «высокого» (в) pH.
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росту флуоресценции, сопровождающему разру-
шение дуплекса.

Изучение структуры аптамера при различных
pH. Немодифицированный аптамер AS1411 при
используемых в работе ионных силах и pH фор-
мирует структуру, температура плавления кото-
рой варьируется от 52 до 56°С (рис. 2), что соот-
ветствует литературным данным по плавлению
квадруплексов [18]. Òàêæå наблюдалось харак-
терное для квадруплексов изменение оптической
плотности с ростом температуры [18], заключаю-
щееся в падении коэффициента экстинкции ε260
и увеличении ε295 (данные не представлены). При
этом флуоресценция аптамера AS1411 составила
20 ± 3 усл. ед., что существенно ниже аналогич-
ных значений для олигонуклеотида Cy3T8 тех же
концентраций. Это также свидетельствует о том,
что 5’- и 3’-концы аптамера AS1411, модифици-
рованные красителем и тушителем, находятся ря-
дом, как и предполагает структура квадруплекса.
Поэтому можно заключить, что в изучаемом диа-
пазоне pH аптамер AS1411 формирует свою функ-
циональную квадруплексную форму.

Для модифицированного аптамера AS1411-in-
terfere также наблюдали низкую интенсивность
флуоресценции (18 ± 1 усл. ед. в диапазоне pH от
4.7 до 8.1). Это возможно в случае, если участок
quad-tail комплементарно связан с участком inter-
fere-tail. При этом, соответственно, quad-tail не
участвует в формировании квадруплекса и апта-
мер теряет функциональность. Доля «выключен-
ных» аптамеров зависит от стабильности дуплек-
са quad-tail:interfere-tail. В свою очередь, чем ме-
нее стабилен данный дуплекс, тем легче цепочка
quad-tail в нем может быть замещена на один из

олигонуклеотидов quad, dis и disA14 с образовани-
ем нового более стабильного дуплекса [21].

Можно ожидать, что олигонуклеотид quad за-
мещает участок quad-tail с одинаковой эффектив-
ностью во всем диапазоне pH, так как их последо-
вательности полностью совпадают. Однако тит-
рование раствора AS1411-interfere с помощью
quad не вызвало роста флуоресценции во всех
случаях. Такое поведение мы, в первую очередь,
связываем с тем, что олигонуклеотид quad, явля-
ясь частью последовательности квадруплекса,
может собираться в подобные структуры по четы-
ре макромолекулы. Это препятствует его взаимо-
действию с участком аптамера interfere-tail.

Олигонуклеотиды dis и disA14 имеют один нук-
леотид, отличный от последовательности квад-
руплекса, поэтому формирование ими в растворе
подобных надструктур маловероятно. На рис. 3а
показано, как изменяется интенсивность флуо-
ресценции метки Cy3 при титровании раствора
AS1411-interfere раствором олигонуклеотидом dis.
При pH < 6.0 увеличение концентрации олиго-
нуклеотида dis в растворе не приводит к суще-
ственному изменению сигнала. Олигонуклеотид
dis при указанных pH не способен заместить
quad-tail в дуплексе quad-tail:interfere-tail, так как
такой дуплекс стабилизируется в кислых pH до-
полнительно парой A+·G. При pH > 6.0 наблюда-
ется существенный рост флуоресценции, связан-
ный с гибридизацией олигонуклеотида dis с inter-
fere-tail и разнесением тушителя на interfere-tail и
красителя на quad-tail, как показано на рис. 1. В то
же время олигонуклеотид disA14, содержащий до-
полнительную последовательность поли(А), во
всем диапазоне pH приводит к возрастанию флу-
оресценции (рис. 3б). Это хорошо согласуется с
тем, что расчетная температура плавления дуп-
лекса disA14:interfere-tail в два раза выше темпера-
туры плавления дуплекса quad-tail:interfere-tail.
Также линкер полиТ в аптамере AS1411-interfere
является точкой опоры для реакции с disA14, что
существенно ускоряет протекание реакции [21].
Уже при соотношении концентраций
disA14:AS1411-interfere, равном 1:1, наблюдается
выход зависимостей на плато вне зависимости от
pH. Это полностью соответствует схеме гибриди-
зации.

В отличие от олигонуклеотида disA14, который
имеет большую аффинность к аптамеру AS1411-
interfere, а именно его участку interfere-tail, благо-
даря длинной комплементарной последователь-
ности, олигонуклеотид dis и участок аптамера
quad-tail имеют сопоставимые константы связы-
вания с interfere-tail ввиду того, что конкуренция
между ними за связывание с этим фрагментом
практически отсутствует. В результате в растворе
возникает фракция аптамера AS1411-interfere, в

Рис. 2. Производная оптической плотности образцов
NLC по температуре.
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которой он имеет форму шпильки, и образуется
дуплекс quad-tail:interfere-tail, и фракция, в кото-
рой он принимает форму квадруплекса, а его уча-
сток interfere-tail образует дуплекс dis:interfere-tail.
По соотношению этих двух фракций можно су-
дить о стабильности дуплекса quad-tail:interfere-
tail. Как следует из рис. 4, при низких pH дуплекс
quad-tail:interfere-tail стабилен, аптамер находится
в «выключенном» состоянии. При pH > 6.0 дуп-
лекс относительно нестабилен и доля «включен-
ных» аптамеров должна расти, что согласуется с
дизайном аптамера AS1411-interfere.

При соотношении dis и аптамера AS1411-inter-
fere, равному 1:1, как видно из рис. 4, при pH < 6.0
практически не происходит замещения quad-tail
на dis. При pH 6.5 замещение происходит при-
мерно для половины аптамеров от максимально-
го количества, которое достигается в области
pH > 7.0. Известно, что наличие некомплемен-
тарных оснований A–G в двойной спирали нук-
леиновых кислот значительно понижает их ста-
бильность и температуру плавления при ней-
тральных pH и существенно повышает в кислых
[22]. Основываясь на этом, можно предположить,
что температура плавления дуплексов quad-
tail:interfere-tail больше температуры плавления
дуплексов dis:interfere-tail в кислых pH и наоборот
– в нейтральных. Если к началу плавления в рас-
творе присутствуют две фракции quad-tail:inter-
fere-tail и dis:interfere-tail, то при повышении тем-
пературы сначала будет плавиться фракция с бо-
лее низкой температурой плавления. При этом
значительного изменения поглощения наблю-
даться не будет, так как высвободившийся inter-
fere-tail будет вовлечен в формирование дуплекса
в более стабильной фракции. Этот процесс будет
идти пока первая фракция полностью не распла-

вится. С дальнейшим повышением температуры
будет происходить денатурация оставшейся наи-
более стабильной фракции. Действительно, при
плавлении растворов dis и аптамера AS1411-inter-
fere в соотношении 1:1 во всех областях pH на-
блюдается только один переход (рис. 5а), несмот-
ря на наличие двух фракций для pH 6.5 и 7.3
(рис. 4). При pH 7.3 некомплементарная пара
A‒G в дуплексе quad-tail:interfere-tail не протони-
рована и во время плавления фракция этого дуп-
лекса переходит во фракцию dis:interfere-tail. При
понижении pH пара A+–G стабилизирует дуп-
лекс и фракция dis:interfere-tail с повышением
температуры переходит во фракцию quad-tail:in-
terfere-tail, которая имеет повышенную темпера-

Рис. 4. Зависимость интенсивности флуоресценции
растворов аптамера AS1411-interfere, содержащих
различные концентрации dis, от pH.

Рис. 3. Зависимость интенсивности флуоресценции растворов аптамера AS1411-interfere от концентрации олигонуклео-
тидов dis (а) и disA14 (б) при различных pH.
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туру плавления. Противоположная зависимость
температуры плавления от pH наблюдается для
комплексов аптамера AS1411-interfere с disA14
(рис. 5б). Так как дуплекс disA14:interfere-tail пла-
вится в области 60°С, что существенно выше, чем
30°С для quad-tail:interfere-tail, то перераспределе-
ние фракций во всем диапазоне pH отсутствует.
При этом наблюдается небольшое падение тем-
пературы плавления с уменьшением pH, которое
можно соотнести с дестабилизацией самого дуп-
лекса disA14:interfere-tail в кислой среде. Кривые
плавления комплексов аптамера с олигонуклео-
тидами dis и disA14 полностью соответствуют схе-
ме работы pH-зависимого аптамера AS1411-inter-
fere.

ВЫВОДЫ

Продемонстрированный в данной работе под-
ход по изучению конформации модифицирован-
ного аптамера AS1411 при помощи сигнальных
олигонуклеотидов представляется весьма пер-
спективным. Методика не требует работы непо-
средственно с мишенью – нуклеолином. Полу-
ченные с ее помощью результаты полностью со-
гласуются с ранее описанным механизмом
действия интерферирующей последовательно-
сти, несущей некомплементарный нуклеотид.
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 Study of the Influence of pH on the Conformation 
of a Modified Aptamer to Nucleolin Protein

 P.V. Gabrusenok*, R.R. Ramasanoff**, A.S. Buchelnikov**, and P.A. Sokolov*, **

*Saint-Petersburg State University, Universitetskaya nab. 7/9, St. Petersburg, 199034 Russia

**Sevastopol State University, Universitetskaya ul. 33, Sevastopol, 299053 Russia

The search for agents for targeted delivery of anticancer drugs remains a crucial challenge for medicine. For
this reason, DNA aptamers targeting cancer cell-specific proteins have medical use. At the same time, the
additional fine-tuning of aptamer properties to lower affinity of aptamers for target cells that are not sur-
rounding cancerous tissues makes the aptamers promising tools in clinical applications due to reduced im-
munogenicity and fewer side effects. One of the approaches  is to use  acidity disruption in cancer cells and
tissues. In this work, aptamer AS1411 was modified to increase affinity for nucleolin by attaching a nucleotide
sequence to its binding site to create a pH-sensitive linker. UV melting and f luorescence methods were em-
ployed to demonstrate that the conformation of the new aptamer depends on pH of the medium.

Keywords: aptamer, pH, DNA, nucleolin, cancer
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Методами гибкого молекулярного докинга, инфракрасной спектроскопии и спектроскопии
комбинационного рассеяния исследован механизм взаимодействия фицина с графт-сополимером
натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы и N-винилимидазола. Выявлены функциональные
группы и фрагменты молекул графт-сополимера, а также аминокислотные остатки, образующие
первичную структуру фермента, вступающие во взаимодействия между фицином и графт-
сополимером. Показано, что спектроскопия комбинационного рассеяния дает более полные
представления о фрагментах макромолекул графт-сополимера, взаимодействующих с белком, по
сравнению с инфракрасной спектроскопией. Установлено, что аминокислотные остатки,
образующие активный центр фицина, участвуют в образовании водородных связей и гидрофобных
взаимодействиях с графт-сополимером, что приводит к повышению протеолитической активности
конъюгированного фермента.

Ключевые слова: фицин, графт-сополимеры, ИК-спектроскопия, КР-спектроскопия, механизм
взаимодействия.

DOI: 10.31857/S0006302923020059, EDN: CAHGJT

Микроокружение макромолекул ферментов
оказывает значительное влияние на их каталити-
ческую способность и конформационное состоя-
ние. Различные типы слабых физических взаимо-
действий, таких как гидрофобные, ван-дер-ва-
альсовы и др., а также образование водородных
связей, в которые могут вовлекаться как амино-
кислотные остатки на поверхности глобулы, так и
активный центр ферментов, часто изменяют
функции белка, что может привести к гибели жи-

вой системы или затруднению использования
фермента в технологических процессах. По этой
причине исследование возможных механизмов
взаимодействия ферментов с различными низко-
и высокомолекулярными соединениями является
важнейшей задачей современной энзимологии и
биофизики, решение которой открывает возмож-
ности дизайна новых лекарственных препаратов
или создания «умных» материалов с заданными
свойствами, регулирующими активность биока-
тализаторов, применяемых в биотехнологиче-
ских производствах.

Весьма информативным методом, позволяю-
щим детализировать взаимодействия белковых

Сокращения: ИК-спектроскопия – инфракрасная спектро-
скопия, КР-спектроскопия спектроскопия комбинацион-
ного рассеяния, НПВО – нарушенное полное внутреннее
отражение. 
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макромолекул вплоть до номера аминокислотно-
го остатка в последовательности, является гибкий
молекулярный докинг. Благодаря этому методу
можно не только оценить самопроизвольность
взаимодействия, но и получить визуализацию
комплекса белка, отражающую его топологию и
положение лиганда относительно активного цен-
тра фермента. Кроме того, результатом in silico
расчета является тип взаимодействия, в который
вступает тот или иной аминокислотный остаток
макромолекулы белка [1, 2]. Однако стоит отме-
тить, что для подобного глубокого виртуального
исследования механизма взаимодействия белков
требуется наличие трехмерных моделей их макро-
молекул, получаемых на основании данных рент-
геноструктурного и/или ЯМР-исследования.

Вибрационная молекулярная спектроскопия,
включающая в себя инфракрасную (ИК) спек-
троскопию и спектроскопию комбинационного
рассеяния (КР- или рамановскую спектроско-
пию), также находит широкое применение в ис-
следовании структуры белков [3, 4]. Существует
несколько методов ИК-спектроскопии, часто
применяемых для получения информации о вто-
ричной структуре белков, например, ИК-Фурье-
спектроскопия с нарушенным полным внутрен-
ним отражением (НПВО). НПВО-ИК-спектро-
скопия показала свою эффективность при иссле-
довании процессов кристаллизации белков, их
поверхностных взаимодействий с другими высо-
ко- и низкомолекулярными соединениями и про-
цессов, связанных со структурными изменения-
ми в белковых макромолекулах [5–8]. 

Для анализа вторичной структуры белков наи-
более важными являются полосы Амид I (валент-
ные колебания С=О), Амид II и Амид III, обу-
словленные деформационными колебаниями
N‒H и валентными колебаниями C–N. Наибо-
лее интенсивная из них – полоса Амид I, обычно
находящаяся в области ~1650 см–1, по смещению
которой возможно оценить изменения во вторич-
ной структуре белков, так как она характеризует
колебательные моды пептидных связей [9]. Фак-
тическое положение полосы Амид I определяется
водородными связями, образуемыми пептидны-
ми группами. Однако полоса Амид I перекрыва-
ется с поглощением деформационных колебаний
воды при 1640 см–1, что осложняет ее регистра-
цию и анализ белковых систем в водных раство-
рах [10]. Полоса Амид II, проявляющаяся в ИК-
спектре в области ~1550 см–1, свободна от иска-
жающего влияния воды и также используется для
характеристики структурных изменений белко-
вых молекул [11]. Так, в работе [12] с помощью
НПВО-ИК-спектроскопии были оценены кон-
формационные изменения цистеиновых протеаз
– бромелина, папаина и фицина – в результате
адсорбционной иммобилизации на поверхности

хитозана. Из данных по положению полос Амид I
и II белков в ферментных препаратах установле-
но, что в ходе взаимодействия белковых макро-
молекул с полисахаридом происходит разруше-
ние их α-спиральных доменов, возрастает число
β-складчатых областей, а конформации всех ис-
следуемых ферментов отклоняются от глобуляр-
ных к более вытянутым.

Метод спектроскопии комбинационного рас-
сеяния может дать аналогичную информацию о
вторичной структуре белкового остова с акцен-
том на состоянии хромофоров, ароматических
фрагментов и других боковых заместителях поли-
пептидных цепей, обуславливающих, в том чис-
ле, третичную структуру макромолекул [13]. Бо-
лее того, известен ряд преимуществ рамановской
спектроскопии над ИК-Фурье-исследованием.
Например, функциональные группы, такие как
S–S, C–S и S–H, характеризуются высокой поля-
ризуемостью. Такие группы могут слабо прояв-
ляться или полностью отсутствовать в ИК-спек-
трах, и для их детектирования требуются концен-
трированные и высокоочищенные пробы [14]. С
помощью рамановской спектроскопии удалось
определить температуру денатурации шипового
гликопротеина S1 вируса SARS-CoV-2. При этом
результаты опытов коррелируют с данными, по-
лученными методом дифференциальной калори-
метрии, с точностью до 2°С [15].

Таким образом, комбинируя виртуальные рас-
четы и методы спектроскопических исследова-
ний, можно получить комплексное представле-
ние о механизме взаимодействия фермента с
компонентами его микроокружения и оценить
влияние последнего на каталитическую актив-
ность фермента. 

Фицин (КФ 3.4.22.3) – тиоловая папаинопо-
добная эндопептидаза, выделяемая из растений
рода Ficus [16]. Активный центр фермента содер-
жит остатки аминокислот цистеина и гистидина.
Фермент широко применяется в пищевых био-
технологиях и медицине [17], однако, как и мно-
гие биологические объекты, характеризуется низ-
кой стабильностью. Наиболее доступным спосо-
бом его защиты от неблагоприятного воздействия
различных факторов изменения микроокруже-
ния является иммобилизация на различных но-
сителях. К последним предъявляется несколько
требований, среди которых доступность, низкая
токсичность, а также способность сохранять про-
теолитическую способность фермента. Для оцен-
ки влияния взаимодействия фицин-носитель на
практически значимые свойства фермента целе-
сообразно изучить механизм их связывания ком-
плексом методов. 

В связи с вышесказанным целью настоящей
работы является исследование механизма взаи-
модействия фицина с графт-сополимером натри-
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евой соли карбоксиметилцеллюлозы и N-вини-
лимидазола методами молекулярного докинга,
ИК- и КР-спектроскопии, а также оценка влия-
ния этого взаимодействия на каталитическую ак-
тивность фермента. Выбор предложенного носи-
теля обусловлен его низкой токсичностью и вы-
сокой комплексообразующей способностью [18].
Более того, структура предлагаемого носителя со-
держит различные типы функциональных групп
и углеродный остов привитых боковых цепей,
способных образовывать водородные связи и раз-
личные типы слабых физических взаимодей-
ствий. Это делает графт-сополимер натриевой
соли карбоксиметилцеллюлозы и N-винилими-
дазола перспективной моделью для создания
микроокружения глобул фицина, влияющего на
его протеолитическую активность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали фицин, субстратом для
гидролиза был выбран азоказеин, оба – произ-
водства Sigma (США). Вещества использовали
без дополнительной очистки.

Графт-сополимер натриевой соли карбокси-
метилцеллюлозы и N-винилимидазола получали
по следующей методике: навеску натриевой соли
карбоксиметилцеллюлозы (Sigma Aldrich, Герма-
ния; средняя молекулярная масса – 90 кДа, сте-
пень замещения 0.7) массой 0.5 г растворяли в
85 мл дистиллированной воды, после чего вноси-
ли 0.05 г растворенного в 5 мл дистиллированной
воды персульфата калия. Полученную смесь дега-
зировали трехкратным повторением циклов за-
мораживания–вакуумирования–оттаивания, за-
тем вносили под током аргона навеску сухого ме-
табисульфита натрия массой 0.04 г. Реакционную
массу термостатировали в течение 20–30 мин. От-

дельно проводили вакуумную дегазацию 5.34 мл
N-винилимидазола (Sigma Aldrich, Германия),
после чего вносили в реактор под током аргона.
Синтез вели в течение 18 часов при 40°С. По за-
вершении времени процесса продукт осаждали в
ацетоне («Вектон», Россия), центрифугировали и
сушили в вакуумном шкафу до постоянной мас-
сы. Образовавшийся продукт очищали от приме-
сей и гомополимера на экстракторе Сокслета
этиловым спиртом со спектрофотометрическим
контролем. Фрагмент структуры графт-сополи-
мера натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы и
N-винилимидазола представлен на рис. 1.

Синтезированный графт-сополимер характе-
ризовали согласно методикам, представленным в
работе [18]. Эффективность прививки (GE) опре-
деляли как разность масс очищенного продукта
реакции (m2, г) и используемой натриевой соли
карбоксиметилцеллюлозы (mCMC, г), отнесен-
ную к массе загруженного N-винилимидазола
(mmon, г):

(1)

Для определения молекулярной массы приви-
тых цепей поли-N-винилимидазола графт-сопо-
лимер (в виде порошка) растворяли в 250 мл 0.1 N
раствора NaNO2, добавляли эквимолярное коли-
чество 0.1 N раствора HCl и выдерживали в тече-
ние суток при комнатной температуре. Затем
смесь осаждали в ацетоне, осадок выделяли цен-
трифугированием и сушили в вакуумном сушиль-
ном шкафу при 50 ± 2°С до постоянной массы. 

Молекулярную массу и индекс полидисперс-
ности определяли методом гель-проникающей
хроматографии на хроматографе Agilent 1200 Se-
ries (Agilent Technologies, США), оснащенном

−= ×2 CMC

mon

  100%.m mGE
m

Рис. 1. Фрагмент структуры графт-сополимера натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы и N-винилимидазола.
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изократическим насосом, рефрактометрическим
детектором и колонкой PLmixC. Для этого гото-
вили раствор выделенного полимера в N-метил-
пирролидоне с концентрацией 1 г/мл. В качестве
элюента использовали 0.03 М LiCl в N-метилпир-
ролидоне при 50°С, скорость потока составляла
0.5 мл/мин, объем вводимой пробы – 20 мкл. Ка-
либровку проводили по узкодисперсным образ-
цам полистирола.

Установлено, что эффективность прививки
составила 42%, средневесовая молекулярная мас-
са привитых цепей поли-N-винилимидазола –
12569 Да, индекс полидисперсности – 2.3.

Иммобилизацию фицина на матрице получен-
ного сополимера, содержание белка в получен-
ном препарате, а также определение его катали-
тической активности проводили согласно мето-
дикам, представленным в работе [19].
Иммобилизацию фицина на графт-сополимерах
осуществляли адсорбционным методом. К 0.5 г
носителя добавляли 10 мл раствора фермента (в
концентрации 2 мг/мл в боратном буфере,
рН 9.0), инкубировали в течение 2 ч. После окон-
чания инкубации образовавшийся осадок про-
мывали с помощью диализа против 50 мМ трис-
HCl-буфера (pH 7.5) через целлофановую мем-
брану с размером пор 25 кДа до отсутствия в про-
мывных водах белка (контроль осуществляли на
спектрофотометре СФ-2000 при λ = 280 нм).

Содержание белка в иммобилизованном пре-
парате определяли методом Лоури со следующей
модификацией: на первом этапе анализа осу-
ществляли разрушение связей между полисаха-
ридом и молекулами фермента. Для этого иммо-
билизованный фицин обрабатывали раствором
K,Na-тартрата (в концентрации 20 мг/мл или
0.7 М), приготовленным на 1 М NaOH, при 50°С
в течение 10 мин. Отсутствие процессов разруше-
ния фермента контролировали путем регистра-
ции и анализа его спектра поглощения на спек-
трофотометре UV-2550PC (Shimadzu Scientific In-
struments, Япония).

Определение протеолитической активности
фицина проводили на субстрате азоказеине (Sig-
ma, США). К 50 мг образца добавляли 200 мкл
Трис-HCl-буфера, pH 7.5, 800 мкл азоказеина
(0.5% в 50 мМ Трис-HCl-буфере, pH 7.5) и инку-
бировали 2 ч при 37°C. Далее добавляли 800 мкл
трихлоруксусной кислоты (5%), инкубировали
10 мин при 4°C, затем центрифугировали в тече-
ние 3 мин при 11700 g для удаления негидролизо-
ванного азоказеина. К 1200 мкл супернатанта до-
бавляли 240 мкл 3%-го NaOH для нейтрализации
кислоты, после чего измеряли оптическую плот-
ность опытной пробы при 410 нм в односантимет-
ровой кювете. Контрольная проба содержала
800 мкл азоказеина, 800 мкл трихлоруксусной
кислоты, 50 мг образца и 200 мкл Трис-HCl-бу-

фера. За единицу каталитической активности
принимали количество фицина, которое в усло-
виях эксперимента гидролизует 1 мкМ субстрата
за 1 мин. 

Для исследования механизма взаимодействия
фицина с графт-сополимером были использованы
методы гибкого молекулярного докинга, ИК- и КР-
спектроскопии. ИК-спектры образцов, представля-
ющих собой сухие тонкодисперсные порошки, ре-
гистрировали на ИК-спектрометре IRAffinity1 (Shi-
madzu Scientific Instruments, Япония) методом
НПВО с использованием приставки с призмой из
селенида цинка, диапазон регистрации – 700–
4000 см–1. Спектр накапливали в течение четырех
циклов регистрации по 72 сканирования в каждом.
Эксперимент повторяли как минимум трижды на
разных образцах. Суммарная погрешность измере-
ния сдвигов полос поглощения в опыте по сравне-
нию с контролем составляла 0.1–0.5 см–1 в зависи-
мости от ширины и интенсивности полосы. КР-
спектры получали на ИК-Фурье-спектрометре c ра-
мановской приставкой Tensor 37 Vertex 70 RAM II
(Bruker Optic GmbH, Германия), мощность лазера
составляла 250 мВт, длина волны излучения –
1064 нм, количество накоплений – 1024 скана.
In silico исследование взаимодействия фицина и
графт-сополимера проводили в пакете Autodock Vi-
na (https://sourceforge.net/projects/autodock-vina-1-
1-2-64-bit/) с использованием трехмерной структу-
ры фицина (PDB ID: 4YYW, https://www.
rcsb.org/structure/4YYW). Подготовку модели струк-
туры энзима и оптимизацию матрицы полимера-но-
сителя проводили, как описано в работе [20]. Струк-
турную модель графт-сополимера строили в моле-
кулярном конструкторе HyperChem (http://www.
hypercubeusa.com/), после чего она была последова-
тельно оптимизирована сначала в силовом поле
AMBER, а затем квантово-химически в PM3. Ли-
ганд в расчетах обладал максимальной конформа-
ционной свободой: допускалось вращение функци-
ональных групп вокруг всех одинарных связей. Рас-
становка заряда на молекуле носителя и его
протонирование/депротонирование осуществля-
лись автоматически в пакете MGLTools 1.5.6
(https://ccsb.scripps.edu/ mgltools/1-5-6/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для выявления механизма взаимодействия
фицина с матрицей полимера-носителя нами был
применен метод гибкого молекулярного докинга.
Данные расчетов демонстрируют отрицательное
значение аффинности, равное –6.2 ккал/моль,
подтверждающее самопроизвольное взаимодей-
ствие белка и носителя. Из анализа топологии
модели комплекса фицин–графт-сополимер
(рис. 2а) следует, что последний располагается в
полости между доменами, образующими глобулу



252

БИОФИЗИКА  том 68  № 2  2023

СОРОКИН и др.

фицина. Вследствие разветвленного строения
графт-сополимера его молекула выходит за пре-
делы полости, содержащей активный центр фер-
мента, и может взаимодействовать с остатками
аминокислот, находящихся на поверхности гло-
булы белка. Более детальное рассмотрение моде-
ли показывает, что водородные связи, оказываю-
щие наибольшее влияние на конформационное
состояние и каталитическую активность фермен-
та, образуют со стороны матрицы-носителя толь-
ко гидроксильные или карбоксиметильные груп-
пы полисахаридного остова. В этих процессах

участвует в том числе и одна из аминокислот ак-
тивного центра фицина – His162 (рис. 2б, табл. 1).
Боковые привитые звенья поли-N-винилимида-
зола вступают в прочие, в основном гидрофоб-
ные, взаимодействия, причем как азольные цик-
лы, так и углеродные цепи. В целом, результаты
расчета in silico хорошо коррелируют с данными
спектроскопических исследований (см. ниже),
указывают на участие тех же функциональных
групп графт-сополимера и выявляют природу
аминокислотных остатков белка в процессе обра-
зования конъюгата фицина с носителем. 

Рис. 2. Топология комплекса фицин-графт-сополимер (а) и связи и взаимодействия между ними, пунктирными
линиями обозначены водородные связи, длина которых приведена в Å (б).

Таблица 1. Аминокислотные остатки фицина, образующие связи и взаимодействия с графт-сополимером
натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы и N-винилимидазола*

Остатки, образующие Н-связи, и их длина, Å Остатки, вступающие в прочие взаимодействия
Gly20, 2.71 и 3.01

Cys22, 3.07
Ser66, 2.92 и 3.00

Gly68, 3.06, 3.01; 3.01
Gly145, 5.10
Leu160, 2.89
Asp161, 3.07
His162, 2.94

Asn18, Arg21, Gly23, Cys65, Gly67, Met70, Thr136, Trp184, 
Asn187, Trp188

Примечание. Жирным шрифтом выделен аминокислотный остаток, входящий в активный центр фицина.
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На рис. 3 представлен ИК-спектр графт-сопо-
лимера натриевой соли карбоксиметилцеллюло-
зы и N-винилимидазола, содержащий следующие
характеристические полосы поглощения – при
914, 1228 и 1635 см–1, отвечающие различным
проявлениям имидазольного цикла – деформа-

ционным колебаниям азольной структуры, коле-
баниям C–N и валентным колебаниям C=N со-
ответственно; при 1034, 1060 и 1149 см–1, соответ-
ствующие колебаниям пиранозных циклов, их
эфирным и 1,4-β-гликозидным связям соответ-
ственно; ряд полос при 1377, 1410 и 1541 см–1,

Рис. 3. ИК-спектры графт-сополимера натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы и N-винилимидазола и его конъюгата
с фицином.
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отражающих колебания диссоциированных
карбоксильных групп соли карбоксиметилцел-
люлозы; полосы в области 2870–2935 см–1, обу-
словленные колебаниями метиленовых групп, а
также широкая полоса в области 3000–3400 см–1

с явно выраженным максимумом при 3111 см–1,
соответствующая гидроксильным группам цел-
люлозы [18, 19, 21]. Стоит отметить, что в ИК-
спектре синтезированного графт-сополимера
присутствуют полосы поглощения в области
1541–1635 см–1, критически важной для исследо-
вания структурного состояния молекул белков.
Этот факт может затруднить анализ состояния
молекул фицина в изучаемом препарате.

В результате определения содержания белка в
полученном после иммобилизации препарате
установлено, что концентрация фицина состав-
ляет 30.0 ± 1.8 мг энзима на один грамм носителя.
ИК-спектр биокатализатора представлен на
рис. 3 (отдельно выделена область 900–1700 см–1,
представляющая наибольший интерес при иссле-
довании белков). В спектре не проявляются но-
вые полосы, например, Амид I или Амид II. Это
может быть связано с перекрыванием амидных
полос с функциональными группами матрицы-
носителя или же с недостаточной концентрацией
фицина в препарате. Можно отметить изменения

в интенсивности или форме некоторых полос по-
глощения, например, отвечающих метиленовым
группам и пиранозным циклам. Для последних
также выявляется смещение положения макси-
мумов и изменение соотношения интенсивности
в модах, формирующих сигнал на спектре. Поло-
жение максимума также смещается для полосы с
1541 до 1539 см–1, описывающей валентные асим-
метричные колебания карбоксилат-аниона. Та-
ким образом, можно заключить, что между фици-
ном и графт-сополимером происходят слабые
физические взаимодействия, в которые, по-ви-
димому, вовлечены карбоксильные и гидрок-
сильные группы, а также гидрофобные фрагмен-
ты матрицы-носителя. Однако из полученных
данных нельзя сделать определенных выводов о
конформационном состоянии фицина. Напом-
ним, что исследование методом ИК-спектроско-
пии проводилось для образцов в виде тонкодис-
персных порошков без какой-либо дополнитель-
ной обработки. 

На рис. 4 представлены КР-спектры исследуе-
мых порошкообразных препаратов синтезиро-
ванного графт-сополимера и его комплекса с фи-
цином. В спектре носителя также присутствуют
сигналы, описывающие как фрагменты натрие-
вой соли карбоксиметилцеллюлозы (1111 см–1 –

Рис. 4. КР-спектры графт-сополимера натриевой соли карбоксиметилцеллюлозы и N-винилимидазола и его конъюгата
с фицином.
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колебания пиранозных циклов; 1377 см–1 – веер-
ные колебания метиленовых групп карбоксиме-
тильных фрагментов, 1416 см–1 – симметричные
валентные колебания карбоксильных групп,
2934 см–1 – различные колебания ОН-групп), так
и привитых цепей поли-N-винилимидазола
(978 см–1 – деформационные колебания ими-
дазольных колец, 1268 см–1 – крутильные колеба-
ния метиленовых групп, 1651 см–1 – валентные
колебания С=N) [22, 23]. В КР-спектре комплек-
са присутствуют описанные выше полосы, для
многих из них наблюдается смещение раманов-
ского сдвига. Наиболее ярко это выражено для
сигналов, соответствующих полярным фрагмен-
там, например, имидазольным циклам (с 1268 до
1273 см–1 и с 1651 до 1655 см–1), карбоксильным
(с 1416 до 1420 см–1), пиранозным (с 1111 до
1114 см–1) и гидроксильным (с 2934 до 2937 см–1)
группам. Смещение сигнала неполярных метиле-
новых фрагментов также присутствует. Таким об-
разом, результаты КР-спектроскопии не проти-
воречат результатам ИК-спектроскопии и указы-
вают на то, что во взаимодействие с фицином
вступают как полярные, так и неполярные фраг-
менты молекул графт-сополимера. Стоит отме-
тить, что по данным КР-спектроскопии, более
чувствительной к колебаниям неполярных групп,
становится заметным вовлечение во взаимодей-
ствие азольных колец боковых привитых цепей,
что никак не отражалось на результатах ИК-спек-
троскопии. Более того, в спектре иммобилизо-
ванного фицина появляется новая интенсивная
полоса при 1598 см–1, отвечающая колебаниям
боковых заместителей ароматических аминокис-
лот [24]. Примечательно, что в спектре иммоби-
лизованного фицина не проявилась характери-
стическая полоса Амид I, по-видимому, она не
разрешилась с полосой колебаний имидазольных
колец в области 1650 см–1. Таким образом, в ре-
зультате исследования механизма взаимодей-
ствия фицина и графт-сополимера натриевой со-
ли карбоксиметилцеллюлозы с N-винилимидазо-
лом методом КР-спектроскопии получены более
полные представления о функциональных груп-
пах графт-сополимера, принимающих участие в
процессе конъюгации, однако сделать ценные
выводы о вторичной структуре фермента также
не представляется возможным.

В связи с тем, что во взаимодействии с графт-
сополимером принимают участие аминокислоты
активного центра энзима, представляло интерес
сравнить активность нативного и конъюгирован-
ного фицина. Полная (в ед·мл–1 раствора) и
удельная (ед·мг–1 белка) активности нативного
фермента с концентрацией 2 мг·мл–1, определен-

ная по субстрату азоказеину, составила 96.0 ± 2.0
и 48.5 ± 1.6 соответственно. Для конъюгирован-
ного препарата фермента, содержащего 30.0 ±
± 1.8 мг энзима на один грамм носителя, эти зна-
чения равны 157.0 ± 3.3 и 103.0 ± 2.2 соответствен-
но. Из полученных данных видно, что взаимодей-
ствие полимера с фицином приводит к увеличе-
нию протеолитической активности фермента,
что, по-видимому, обусловлено модуляцией ак-
тивного центра энзима.

ВЫВОДЫ
Таким образом, был исследован механизм вза-

имодействия цистеиновой протеазы фицина с
графт-сополимером натриевой соли карбоксиме-
тилцеллюлозы и N-винилимидазола методами
гибкого молекулярного докинга, ИК- и КР-спек-
троскопии. Идентифицированы функциональ-
ные группы графт-сополимера и аминокислот-
ные остатки фермента, вступающие во взаимо-
действие, и показано, что КР-спектроскопия дает
более полное представление о взаимодействии
компонентов изучаемой системы по сравнению с
ИК-спектроскопией сухих мелкодисперсных об-
разцов. Выявлено, что конъюгированный фицин
обладает более высокой протеолитической ак-
тивностью, что, по-видимому, обусловлено моду-
ляцией активного центра энзима, индуцирован-
ной слабыми физическими взаимодействиями
аминокислотных остатков активного центра бел-
ковой молекулы с фрагментами графт-сополи-
мера.
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 Study on the Interaction Mechanism between Ficin and a Graft Copolymer
of Carboxymethyl Cellulose Sodium Salt and N-Vinylimidazole Using Molecular 

Docking, Fourier-Transform Infrared Spectroscopy and Raman Spectroscopy
 А.V. Sorokin*, **, S.S. Goncharova*, М.S. Lavlinskaya*, **, М.G. Holyavka*, ***, Yu.F. Zuev****, 
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**Voronezh State University of Engineering Technologies, prosp. Revolutsii 19, Voronezh, 394036 Russia

***Sevastopol State University, Universitetskaya ul. 33, Sevastopol, 299053 Russia
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of Sciences, ul. Lobachevskogo 2/31, Kazan, 420111 Russia

*****Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Flexible molecular docking, Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and Raman spectroscopy were
used to investigate the interaction mechanism between ficin and a graft copolymer of carboxymethyl cellulose
sodium salt and N-vinylimidazole. Functional groups and fragments of the graft copolymer as well as amino ac-
id residues that form primary structure of enzyme and participate in interactions between ficin and a graft co-
polymer are identified. It is shown that Raman spectroscopy yields more complete information about graft co-
polymer fragments interacting with the protein than that FTIR can provide. It is found that the amino acid res-
idues that form the active site of ficin are involved in the formation of hydrogen bonds and hydrophobic
interactions with the graft copolymer leading to an increase in the proteolytic activity of the conjugated enzyme.

Keywords: ficin, graft copolymers, FTIR, Raman spectroscopy, interaction mechanism
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Коллаген I типа является наиболее распространенным белком внеклеточного матрикса в организме
человека, обеспечивающим основу структуры тканей и регулирует клеточные функции. В процессе
жизнедеятельности компоненты внеклеточного матрикса, в частности коллаген, подвергаются
ультрафиолетовому облучению. Целью данной работы было изучение влияния ультрафиолетового
облучения на стабильность и структуру коллагеновых фибрилл. Было показано, что
ультрафиолетовое облучение оказывает стабилизирующее действие на коллагеновый гель с
концентрацией 0.5 мг/мл. При анализе диаметров коллагеновых фибрилл после УФ облучения
методом сканирующей электронной микроскопии изменение размеров не выявлено. Степень
распластанности клеток, культивируемых на коллагеновых фибриллах после ультрафиолетового
облучения, больше по сравнению с площадью клеток, культивируемых на коллагеновых фибриллах
без обработки. Методом ИК-Фурье-спектроскопии также показано, что ультрафиолетовое
облучение вызывает смещение полосы амида коллагена А в более низкочастотную область, что
свидетельствует об изменении структурного порядка коллагена.

Ключевые слова: коллаген I типа, УФ-облучение, ИК-Фурье-спектроскопия, сканирующая электронная
микроскопия. 

DOI: 10.31857/S0006302923020060, EDN: CALMAF

Коллаген – это один из самых распространен-
ных белков в организме и основной белок вне-
клеточного матрикса. Он является структурным
компонентом кожи, костей и хрящевой ткани и
составляет почти 33% белков организма человека
[1]. Молекула коллагена представляет собой
тройную спираль – три полипептидные α-цепи,
образующие конформацию суперспирали [2].
Последовательность аминокислотных остатков в
молекуле коллагена четко определена: глицин –
каждый третий остаток в повторяющейся после-
довательности; Gly–X–Y, где на месте X и Y, как
правило, находятся аминокислоты пролин и гид-
роксипролин. Молекулярная структура коллаге-
на стабилизирована внутри- и межцепочечными
водородными связями между NH-группой гли-
цина и карбонильной группой С=О остатков дру-
гой полипептидной цепи. В организме человека

молекулы коллагена собираются в тройные спи-
рали фибрилл [3, 4]. Они подвергаются воздей-
ствию внешних факторов, таких, например, как 
ультрафиолетовое (УФ) излучение [5]. Такие 
факторы могут вызывать различные физические, 
химические и физико-химические «ответы» в 
живых организмах на разных молекулярных 
уровнях. УФ-излучение отвечает за загар кожи, 
но при этом считается основным причинным 
фактором старения кожи и многих видов рака 
кожи [5].

Благодаря нитевидной форме и таким ассоци-
ативным характеристикам, как гидрофильность,
биосовместимость и хорошие кровоостанавлива-
ющие свойства, коллаген широко используется в
качестве биоматериала для формирования носи-
телей для культивирования и трансплантации
клеток [6].

Коллагеновые носители часто «сшивают» раз-
личными методами для обеспечения необходи-
мой структурной стабильности и механической

Сокращения: УФ – ультрафиолетовый, РЭМ – растровая
электронная микроскопия.

УДК 577.12
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прочности для решения задач регенеративной
медицины [7, 8]. Для этой цели используют хими-
ческие [9, 10] или физические [11, 12] методы. Все
химические методы воздействуют на химическую
структуру коллагеновых волокон [13]. Химиче-
ские сшивающие агенты обычно взаимодейству-
ют со свободными первичными аминогруппами
(на остатках лизина) и карбоксилатными аниона-
ми (на остатках глутамата или аспартата). Многие
из этих же боковых цепей аминокислот представ-
ляют собой основные участки связывания клеток
на коллагеновых материалах, поэтому химиче-
ские сшивающие агенты могут влиять на биоло-
гическую активность клеток [14]. В отличие от хи-
мических сшивающих агентов УФ-облучение
стимулирует образование связей между остатка-
ми ароматических аминокислот, таких как тиро-
зин и фенилаланин [15]. Следовательно, УФ-об-
лучение обеспечивает прочное соединение внут-
ри полипептидных цепей без использования
кислотных и основных боковых цепей, которые
важны для взаимодействия клеток с коллагено-
выми носителями.

Достоинствами УФ-облучения являются
простота в применении и отсутствие токсическо-
го эффекта, свойственного большинству сшива-
ющих агентов. В процессе УФ-облучения колла-
гена конкурируют два процесса – сшивание и
УФ-индуцированная денатурация белка. Именно
баланс этих двух процессов влияет на свойства
получаемых коллагеновых носителей [16]. Во
многих исследованиях изучалось влияние УФ-
излучения на свойства молекулярного коллагена.
Было показано, что раствор коллагена после об-
лучения теряет способность образовывать есте-
ственные фибриллы. Однако коллаген находится
в организме в фибриллярной форме, поэтому для
восстановления различных повреждений органов
и тканей также используется фибриллярный
коллаген. К сожалению, до настоящего времени
опубликовано очень мало данных о влиянии УФ-
излучения на стабильность коллагена, в связи с
чем, целью данной работы является изучение
влияния УФ-излучения на структуру, стабиль-
ность и биологические свойства коллагенового
геля, используемого для культивирования
клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Коллаген I типа выделяли из сухожилий хвоста
крысы методом кислотной экстракции [17]. Для
перевода коллагена из раствора в гель значения
ионной силы и рН доводили до физиологических
условий добавлением десятикратной среды 199
(Gibco, США) и NaOH (ООО «Реактив», Россия)
соответственно. Коллагеновый гель с концентра-
циями 0.5, 1.0, 2.0 и 3.0 мг/мл готовили на льду [6].

УФ-облучение коллагена проводили спек-
тральной полосой в диапазоне длин волн 254− 
290 нм в течение 30, 60 и 120 мин. 

Степень деградации коллагенового геля оце-
нивали через 1 и 7 сут инкубирования в физиоло-
гических условиях в фосфатном буфере по коли-
честву растворившегося и выделившегося из геля
коллагена [18].

Структуру коллагеновых фибрилл до и после
УФ-облучения оценивали с помощью растрового
электронного микроскопа (РЭМ) JSM-7001F
(Jeol, Япония), а также с помощью ИК-Фурье-
спектрометра IR Prestige-21 (Shimadzu, Япония) в
режиме пропускания, в диапазоне 4000–600 см–1

со спектральным разрешением 2 см–1.
Для обеспечения стока заряда при РЭМ-

исследованиях образцы напыляли слоем золота в
30 нм с помощью магнетронного напыления.

Биосовместимость in vitro исследовали на кле-
точной линии FetMSCs (получена из Коллекции
культур клеток позвоночных Института цитоло-
гии РАН, при поддержке Министерства науки и
высшего образования Российской Федерации
(Соглашение №075-15-2021-683)). Клетки куль-
тивировали на полистирольных чашках в среде
DMEM/F12 (Gibco, США) с добавлением 10%
бычьей эмбриональной сыворотки (Gibco,
США), 1% пенициллина/стрептомицина (Sigma-
Aldrich, Германия) при 37ºC во влажной атмосфе-
ре с 5% CO2 в воздухе. Подробное описание мето-
дики флуоресцентного окрашивания клеток опи-
сано в нашей ранее опубликованной работе [19].
Окрашивание проводили следующим образом:
адгезировавшие клетки промывали фосфатно-
солевым буфером, фиксировали 4%-м раствором
формальдегида (Sigma-Aldrich, США), затем к
клеткам добавляли раствор детергента. Родамин
фаллоидин (Thermo Fisher Scientific, США) ис-
пользовали для окрашивания актина. Организа-
цию актинового цитоскелета анализировали с ис-
пользованием конфокального микроскопа
FV3000 (Olympus Corporation, Япония). 

Результаты, полученные для пяти повторных
экспериментов, обрабатывали в программе Mic-
rosoft Excel 2007, определяя среднее значение
отклонения и стандартную ошибку среднего SE.
Для сравнения результатов использовали t-кри-
терий Стьюдента. Различия считали достоверны-
ми при вероятности нулевой гипотезы P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Стабильность коллагенового геля in vitro и in

vivo является важным параметром для успешной
регенерации тканей и органов. Стабилизация
коллагеновых гелей является одним из важных
этапов в создании биосовместимых коллагено-
вых носителей. 
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На рис. 1 представлены результаты исследова-
ния. Чем больше концентрация коллагенового
геля, тем он более стабилен. Также можно видеть,
что УФ-облучение оказывает различное воздей-
ствие на гели с разной концентрацией коллагена
(рис. 1а). Для коллагеновых гелей с самой низкой
концентрацией белка (0.5 мг/мл) УФ-облучение
оказывает стабилизирующий эффект после
суточного инкубирования (рис. 1а). После не-
дельного инкубирования такой эффект не наблю-
дался (рис. 1б). Длительное воздействие УФ-об-
лучения (в течение 2 ч) оказывает не стабилизи-
рующее, а разрушающее действие. Сшивание или
деградацию гелей с более высокими концентра-
циями белка (2–3 мг/мл) после УФ-облучения не
наблюдали.

Структура фибрилл имеет определенную пе-
риодичность светлых и темных колец. Такое
структурирование обусловлено особенностями
молекулярного строения коллагена. Пять моле-
кул коллагена выровнены параллельно друг другу
с шагом около 67 нм [20]. Это продольное или
осевое смещение представляет собой характер-
ную D-периодичность исчерченности фибрилл,
которая представляет собой сумму областей раз-
рыва и перекрытия между молекулами коллагена.
При анализе результатов РЭМ (рис. 2) мы можем
наблюдать светлые и темные области промежут-
ков, которые связаны с молекулярной структурой
коллагеновых фибрилл.

Данные РЭМ демонстрируют отсутствие ка-
ких-либо изменений в морфологии коллагеновых
фибрилл в течение всего периода облучения (30–
120 мин) (рис. 2). Диаметр коллагеновых фибрилл

и их D-периодичность также не изменяются. На-
ши результаты согласуются с ранее опубликован-
ными данными атомно-силовой микроскопии о
влиянии УФ-облучения на структуру коллагено-
вых фибрилл [20]. Авторы не обнаружили изме-
нений в структуре и морфологии поверхности
пленок на основе фибриллярного коллагена по-
сле обработки УФ-облучением.

ИК-спектры коллагеновых фибрилл демон-
стрируют отчетливые сигналы для амида А при
3330–3325 см–1 и амида В при 3080 см–1. На рис. 3
представлены ИК-спектры коллагеновых фиб-
рилл до и после УФ-обработки в течение разных
периодов времени. Согласно полученным резуль-
татам, интенсивность сигнала необработанных
коллагеновых фибрилл выше почти во всей спек-
тральной области, чем у обработанных коллаге-
новых фибрилл (рис. 3).

Сигнал при 3330 см−1 представляет собой амид
А со сложным контуром. Восемь компонентов
этой полосы были определены путем разложения
пика на составляющие в области 3600–2800 см−1.
Амидная полоса коллагена A связана с NH-растя-
жением [18]. Частота амидных полос зависит от
конформации коллагена; чем меньше структур-
ный порядок белка, тем ниже частота этих амид-
ных полос 18]. Когда структурный порядок белка
уменьшается, частота амидных полос также
уменьшается. УФ-облучение вызывает сдвиг по-
лосы А амида коллагена на более низкую частоту,
что свидетельствует об изменении структурного
порядка коллагена.

Рис. 1. Стабильность коллагенового геля при инкубировании в физиологических условиях (фосфатный буфер, рН 7.2,
температура 37°С): (а) – после суточного инкубирования, (б) – после недельного инкубирования.
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Рис. 2. РЭМ-изображения коллагеновых фибрилл после УФ-облучения: (а) – коллагеновые фибриллы до обработки;
(б) – коллагеновые фибриллы после УФ-облучения в течение 30 мин; (в) –после УФ-облучения в течение 60 мин; (г) –
после УФ-облучения в течение 120 мин. Шкала 500 нм.

Рис. 3. Нормированные ИК-Фурье-спектры коллагеновых фибрилл после УФ-облучения в течение 30, 60 и 120 мин.

Измененные структурные характеристики
коллагенового геля после УФ-облучения могут
влиять на поведение клеток, культивируемых на
таких субстратах. В результате проведенных
экспериментов было обнаружено достоверных
отличий в количестве адгезировавших клеток на
коллагеновых фибриллах до и после УФ-облуче-

ния. Однако можно отметить, что степень рас-
пластывания клеток на коллагеновых фибриллах
после обработки УФ-облучением (30 и 60 мин)
увеличивается по сравнению с клетками на ин-
тактных коллагеновых фибриллах. Такой эффект
может быть обусловлен сшиванием коллагеновых
фибрилл под действием УФ-облучения, что при-
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водит к увеличению жесткости поверхности и,
следовательно, к увеличению степени распла-
станности клеток, культивируемых на таких по-
верхностях. Однако при дальнейшем увеличении
времени УФ-облучения (120 мин) степень рас-
пластывания клеток снова снижается. При более
длительном культивировании клеток (в течение
суток) на коллагеновых фибриллах до и после
УФ-обработки зависимость повторялась. Наибо-
лее распластанные клетки наблюдали на коллаге-
новых фибриллах, обработанных УФ-облучени-
ем в течение 30 и 60 мин, а также после 2 ч куль-
тивирования.

Результаты, представленные в этом исследова-
нии, показали, что УФ-облучение индуцирует
сшивание коллагеновых фибрилл, но не изменя-
ет их диаметр. Степень распластанности клеток
на обработанных УФ-облучением коллагеновых
фибриллах выше, чем на необработанных колла-
геновых фибриллах. Таким образом, УФ-облуче-
ние при коротком времени экспозиции (до
120 мин) может быть использовано для сшивания
и стабилизации фибриллярных структур колла-
гена.
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 Stability of Collagen Gel after UV Irradiation
 Yu.А. Nashchekina*, **, N.А. Trusova*, P.O. Nikonov*, А.V. Nashchekin**, and  N.A. Mikhailova*

*Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, Tikhoretsky prosp. 4, St. Petersburg, 194064 Russia

**Ioffe Institute, Russian Academy of Sciences, Polytekhnicheskaya ul. 26, St. Petersburg, 194021 Russia

Type I collagen is the most abundant extracellular matrix protein in the human body, as well as is the main
structural element in tissues and regulates cellular functions. In lifetime, the organism and extracellular ma-
trix components such as collagen are exposed to UV irradiation. The purpose of this work was to study the
effect of UV irradiation on the stability and structure of collagen fibrils. It has been shown that UV irradiation
has a stabilization effect on collagen gel at a concentration of 0.5 mg/ml. Scanning electron microscope im-
ages have shown that the diameter of the collagen fibrils is not changed after UV irradiation. The degree of
spreading of cells cultured on collagen fibrils after UV irradiation is greater compared to those cultured on
collagen fibrils unirradiated with UV light. UV irradiation promotes a shift of the collagen amide A band to
lower frequency, indicating that it induces structural changes in collagen.

Keywords: type I collagen, UV irradiation, FTIR spectroscopy, scanning electron microscopy
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Данные полногеномного секвенирования позволяют не только получать информацию о генетиче-
ских вариантах, но также оценивать общую стабильность генома. Сигнал покрытия секвенирова-
ния, понимаемый как количество выравненных фрагментов в данной точке генома может быть
использован в качестве ценного источника данных как о местонахождении структурных перестро-
ек, об общем состоянии генома и о точности предсказания структурного варианта вычислительным
алгоритмом. Последнее особенно важно, т.к. методы поискa перестроек в геноме часто дают очень
противоречивую информацию о их нахождении. Однако до недавнего времени валидация предска-
занных вариантов была затруднена, во многом из-за отсутствия информационных ресурсов, позво-
ляющих напрямую работать с сигналами покрытия и визуализировать их с высокой степенью де-
тализации. В работе представлен SCOPE (Sequence COverage ProfilEs) – прототип ресурса такого ро-
да, включающий в себя базу данных, веб-интерфейс и набор программ для обработки данных
секвенирования, извлечения и хранения профилей сигнала покрытия. Вычислительная платформа
и интерфейс реализованы в программном коде открытого доступа и могут быть развернуты на
локальном узле, что дает возможность пользователям проводить обработку и анализ собственных
данных.

Ключевые слова: полногеномное секвенирование, база данных, визуализация, сигнал покрытия. 
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Данные полногеномного секвенирования –
незаменимый источник информации не только о
генетических вариациях, но и о состоянии генома
в целом. Сигнал покрытия секвенирования,
представляет собой последовательность величин,
соответствующих числу фрагментов секвениро-
вания, выравненных на данную позицию рефе-
ренсного генома. Анализ сигнала покрытия ши-
роко используется для обнаружения структурных
вариантов, особенно вариантов копийности, по-
скольку данная величина не зависит от протоко-
лов и способов секвенирования, а также от длины
фрагментов секвенирования и их типа (см., на-
пример, работу [1]). Однако до сих пор не суще-
ствует надежного решения задачи поиска струк-
турных вариантов в данных секвенирования [2–
4]. Геномные координаты структурных вариан-
тов, полученные с помощью различных алгорит-
мов, плохо согласуются друг с другом, поэтому
дополнительно приходится применять так назы-
ваемые meta-callers т.е. программы позволяющие
получить консенсусное предсказание на основе

результатов работы нескольких программ [5]. Все
это существенно затрудняет разработку диагно-
стических тестов на основе анализа структурных
вариантов.

Одним из факторов, затрудняющих создание
новых методов поиска структурных вариантов,
является отсутствие открытых ресурсов, содержа-
щих в достаточном объеме информацию о форме
и характере сигнала покрытия, соответствующего
тем или иным структурным вариациям. В данной
работе мы представляем SCOPE (Sequence COver-
age ProfilEs) – базу данных и программный
интерфейс к ней, позволяющие хранить, анали-
зировать и визуализировать сигнал покрытия, по-
лученный из данных полногеномного секвениро-
вания. База данных реализована в формате SQLite
и может быть развернута на пользовательском
компьютере вместе с интерфейсом. Также мы
разработали набор программных средств для об-
работки данных секвенирования и подготовки их
к загрузке в базу данных.

УДК 519.876.5

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОФИЗИКА
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ИСТОЧНИКИ ДАННЫХ
В качестве демонстрационных данных для ба-

зы были использованы два набора данных секве-
нирования: 

1. Один из эталонных образцов консорциума
GIAB (genome-in-a-bottle) [6, 7], а именно HG002
[8] и соответствующие ему структурные вариан-
ты. 

2. Три генома детей из семей YRI, CHS и PUR,
опубликованных в работе [9] 

Выбор данных образцов обусловлен следую-
щими факторами. В течение последнего десяти-
летия консорциумом GIAB создается и поддер-
живается эталонная коллекция геномов человека.
Образцы ДНК секвенируются с использованием
различных протоколов, после чего в данных се-
квенирования осуществляется поиск генетиче-
ских вариаций: однонуклеотидных замен и струк-
турных вариантов. Образцы консорциума пред-
ставляют собой de facto стандарт данных
секвенирования и используются для сравнения
производительности методов поиска вариантов, а
также для оценки их точности. Образец HG002
примечателен тем, что для него впервые была
проведена масштабная проверка точности пред-
сказания структурных вариантов с помощью ку-
раторов [10]. Анализ трех геномов, опубликован-
ных в работе [9] и составляющих вторую часть
данных, проводился с помощью протоколов се-
квенирования длинными и короткими фрагмен-
тами, что позволяет обеспечить приемлемую точ-
ность предсказания структурных вариантов, за
счет сравнения и интеграции результатов, полу-
ченных при помощи разных протоколов секвени-
рования. Более того, так как в работе был прове-
ден анализ геномов семейных трио, в отличие от
большинства геномных исследований, генотип
детей не был предсказан при помощи вычисли-
тельных процедур, а определен точно на основа-
нии данных родителей.

Нами были использованы файлы выравнива-
ния в формате BAM, и информация о структур-
ных вариантах в формате VCF, опубликованные
авторами данных исследований. Данные нахо-
дятся в открытом доступе и могут свободно ис-
пользоваться и распространяться. 

ИЗВЛЕЧЕНИЕ СИГНАЛА ПОКРЫТИЯ 
И КООРДИНАТ ТОЧЕК РАЗРЫВА

Для хранения в базе данных и последующей
визуализации были использованы профили сиг-
нала покрытия в окрестности ±256 нуклеотидов
от точки разрыва, соответствующей тому или
иному структурному варианту. Сигнал покрытия
хранится в специальном двоичном формате
BCOV [11]. Программный код предусматривают
адаптацию ресурса под задачи пользователя за

счет манипуляции параметрами генерации фай-
лов базы данных и построения графического ин-
терфейса. 

Более того, путем подбора и установки соот-
ветствующих параметров можно создать базу дан-
ных сигналов покрытия для произвольных типов
профилей сигнала (т.е., например. не только для
структурных вариаций, но и для локусов одно-
нуклеотидных замен) и в интервалах произволь-
ной длины. Информация о геномных координа-
тах точки разрыва извлекается из VCF-файлов,
тип структурного варианта и его длина определя-
ются по флагам SVTYPE и SVLEN соответствен-
но при помощи программы import_vcf.py (см. ре-
позиторий проекта на Github: https://github.
com/comp-bio/scope). 

При анализе профиля сигнала покрытия с це-
лью обнаружения структурного варианта жела-
тельно его «обособить» для упрощения задачи по-
иска точки. Иначе говоря, необходимо избегать
ситуаций, когда в окно поиска попадает несколь-
ко кандидатов или так называемых «сложных» со-
бытий, когда они наслаиваются друг на друга в
результате процесса хромотрипсиса [12, 13]. Как
следствие, для визуализации мы отбираем в базу
данных только те точки разрыва, для которых в
указанную окрестность (256 п.о.) не попадают
никакие другие варианты. Если размер структур-
ной вариации слишком мал (т.е. меньше, чем
30 нуклеотидов), то она по умолчанию будет про-
пущена. Последнее решение мотивируется тем,
что программы для поиска коротких структурных
вариантов основываются на алгоритмах нахожде-
ния однонуклеотидных замен и основаны на дру-
гих принципах нежели методы поиска длинных
событий. Однако вполне возможно, что сигналы,
возникающие в результате коротких перестроек,
могут представлять научный интерес, поэтому
импортировать сигналы коротких структурных
вариаций можно, указав в параметре программы
«special» их минимальный размер. В результате
указанные геномные перестройки будут добавле-
ны в базу данных с маркером «spSV» (специально-
го типа).Предусмотрено четыре типа маркеров,
связанных с типом точки разрыва: «L» и «R» – со-
ответственно для левой и правой границ вариан-
та, «BP» – присваивается для так называемых пе-
рестроек «нулевой длины». Перестройки «нуле-
вой длины» ‒ это сбалансированые перестройки,
такие как, например, инсерции, инверсии и
транслокации, где технически обе точки разрыва
попадают в одну координату в референсном гено-
ме. Тип «SpSV» соответствует вариантам, длина
которых меньше, чем ширина региона, использу-
емого для извлечения сигнала покрытия (512 п.о.
по умолчанию). Разметка хромосом доступна для
обеих версий человеческого генома (GRCh38 и
GRCh37). 
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Сигнал покрытия извлекается из файлов вы-
равнивания в формате BAM или CRAM с помо-
щью программы mosdepth [14], определяющей
численные значения покрытия для каждого осно-
вания в геноме. В базе данных профили сигнала
секвенирования сохраняются в формате BCOV,
специально разработанном для быстрого доступа
к значениям покрытия в любой точке. Идея фор-
мата максимально проста: для каждой позиции в
хромосоме отводится ровно два байта. Это свой-
ство позволяет получить доступ к любой части ге-
нома, используя побайтовый отступ в файле по-
крытия, равный удвоенной координате искомого
покрытия. Такое кодирование не позволяет со-
хранять глубину прочтения, превышающую
65536 прочтений на одну пару оснований. Таким
образом, в случае обнаружения покрытия со зна-
чениями, превышающими это число, значения
будут принудительно ограничены сверху. Обра-
ботка данных покрытия проводится программой
import_coverage.py (см. репозиторий проекта на
Github).

Для функционирования базы данных также
необходимы метафайлы, содержащие следую-
щую информацию: гистограммы покрытия для
различных групп образцов (например, популя-
ций), статистика количества точек разрыва раз-
личных типов и наконец хромосомная карта
плотности точек разрыва в геноме. Генерация ме-
тафайлов осуществляется программой overview.py
(см. репозиторий проекта на Github).

СТРУКТУРА И ИНТЕРФЕЙС БАЗЫ ДАННЫХ

SCOPE состоит из трех ключевых частей – ин-
струментов, базы данных и интерфейса, каждая
из которых максимально изолирована и незави-
сима от прочих. Это фактически означает, что у
исследователей есть возможность использовать
один интерфейс и подключать его к нескольким

базам данных, расположенным локально или на
удаленных серверах и смонтированных через ин-
струменты удаленного доступа (например, SSH).
Базы данных и интерфейс поддерживают объеди-
нение нескольких наборов данных в одном месте.
Схема базы данных приведена на рис. 1.

Готовая к визуализации база данных вместе с
файлом сигналов покрытия и метафайлом может
распространяться как отдельный набор данных,
например: 

EXAMPLE/index.db — база данных SQLite;
EXAMPLE/storage.bcov — все сигналы со зна-

чениями покрытий в BCOV-формате; 
EXAMPLE/overview.json — мета-информация

о проекте.
Подключение интерфейса к указанной базе

производится через параметр «db» (db:EXAMPLE). 
Пользовательская часть интерфейса реализо-

вана на JavaScript (React, SASS, Webpack, D3.js),
серверная – на Python3 (Flask, gevent, tslearn).
Полностью скомпилированная версия находится
прямо в репозитории (раздел build), для ее развер-
тывания на локальном узле требуется установка
следующих модулей языка програмирования
Python, версия3:

pip3 install f lask tslearn gevent. 
Запуск сервера осуществляется командой: 

python3 server.py db:EXAMPLE_DB.
Интерфейс позволяет визуализировать извле-

ченные профили, осуществлять поиск профилей
по их геномным координатам, типу структурных
вариантов и точек разрыва, а также по генотипу.
Пример графического представления данных по-
казан на рис. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
SCOPE – комплекс программного обеспече-

ния для визуализации сигнала покрытия секве-

Рис. 1. Схема базы данных профилей сигнала покрытия SCOPE.
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Рис. 2. Графический интерфейс ресурса SCOPE (scope.compbio.ru).
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нирования, включающий в себя базу данных,
веб-интерфейс и набор программ для обработки
данных. Репозиторий открытого кода находится
по адресу https://github.com/comp-bio/scope. 

Доступ к ресурсу с полнофункциональной
версией интерфейса SCOPE, включающей визуа-
лизацию профилей сигнала, поиск по геномным
координатам и фильтрацией по типам точек раз-
рыва осуществляется по адресу: https://scope.
compbio.ru/. 

Созданный ресурс открывает новые возмож-
ности для исследования нового типа данных, по-
лучаемых при полногеномном секвенировании.
Данные такого типа могут быть использованы как
для разработки новых методов поиска структур-
ных вариантов, так и для анализа механизмов
поддержания стабильности генома.
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 A Toolbox for Visualization of Sequencing Coverage Signal

 I.V. Bezdvornykh*, N.A. Cherkasov*, A.A. Kanapin*, and A.A. Samsonova*

*St. Petersburg State University, Universitetskaya nab. 7–9, St. Petersburg, 199034 Russia

Whole genome sequencing data allow access not only to information about genetic variation, but also provide
an opportunity to evaluate the overall genome stability. Sequencing coverage signal considered as the number
of fragments alligned to a given region within the genome can be used as a trustworthy source of data both on
discovery of genomic rearrangements and the current state of whole genome sequencing as well as on preci-
sion of structural variant predictions by computational algorithms. The latter is of utmost importance as con-
flicting data on gene rearrangement events obtained by tools for finding gene rearrangements often appear.
However, until recently, validation of predicted variants may present a significant challenge mainly due to the
lack of information sources that may assist researchers with direct work with coverage signals and signal visu-
alization with high precision. The present study proposes Sequence COverage ProfilEs (SCOPE), a proto-
type toolset that includes databases, web-interface and a series of programs for the processing of sequencing
data, visualizing and storing of signal coverage profiles. The computer platform and interface is equipped with
open-source software, supports local host deployment and allows users to process and analyze their own se-
quencing data.

Keywords: whole genome sequencing, database, visualization, coverage signal
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Классические методы поиска генетических вариантов, ассоциированных с теми или иными фено-
типическими признаками, обычно сводятся к анализу однонуклеотидных замен. Вариации копий-
ности и, шире, структурные варианты могут предоставить гораздо больший объем информации в
силу масштабности вносимых ими изменений. Однако их использование в анализе полногеномных
ассоциаций затруднено недостаточной точностью их локализации в геноме. Тем не менее, в отдель-
ных случаях такой анализ возможен и может дать достоверные результаты. Ранее нами был прове-
ден полногеномный поиск ассоциаций однонуклеотидных замен в геноме льна по отношению к фе-
нотипическим признакам, определяющим качество получаемого волокна. В данной работе мы ис-
пользуем новый набор данных, полученный с большим значением покрытия секвенирования, что
позволяет предсказать координаты вариаций копийности с большей точностью. В результате ана-
лиза получен список из 41 гена-кандидата, ассоциированных с пятью количественными фенотипи-
ческими признаками. Разработанная ранее метрика стабильности генома позволила также класси-
фицировать регионы, содержащие вариации копийности на более и менее стабильные. Результаты
анализа позволяют предположить, что менее стабильные, и, как следствие, более пластичные об-
ласти генома более подвержены изменениям, связанным с изученными фенотипическими призна-
ками.

Ключевые слова: вариации копийности, стабильность генома, Linum usitasissimum L., волокно льна,
полногеномные ассоциации. 

DOI: 10.31857/S0006302923020084, EDN: CARJRB 

По мере роста популярности применения ме-
тодов полногеномного анализа ассоциаций
(GWAS) для нахождения однонуклеотидных по-
лиморфизмов (SNPs), отвечающих за сложные
признаки у растений, со временем, стала очевид-
на их полигенная архитектура [1, 2]. Тем не менее,
SNPs не объясняют всю наблюдаемую фенотипи-
ческую изменчивость признаков. Этот феномен
известен как «недостающая наследственность».
Одно из предложенных объяснений его возник-
новения - вклад дополнительных типов генетиче-
ских вариантов, таких как вариации числа копий
(CNV) [3, 4].

Характеризующиеся как делеции или дупли-
кации фрагментов ДНК размером более 50 пар
оснований [5], CNV представляют собой весьма

разнообразный класс мутаций, которые, благода-
ря своему подчас большому размеру, являются
мощными фенотипическими модификаторами,
действующими, например, посредством измене-
ния дозы генов, т.е. делетирования и слияния ге-
нов. Путем отмены маскировки рецессивных ал-
лелей или за счет повреждения цис-регуляторных
элементов генов [6]. Геномные данные, получен-
ные у различных видов растений в рамках круп-
номасштабных проектов секвенирования, указы-
вают на CNV как на один из факторов, обеспечи-
вающих природное разнообразие на геномном
уровне [7, 8]. CNV у растений вовлечены в кон-
троль времени цветения, устойчивости к насеко-
мым, РНК-интерференции, ответов на солевой и
обезвоживающий стрессы [7]. 

Лен является важной сельскохозяйственной
культурой двойного назначения [9]. Семена мас-
личного льна – ценный источник высококаче-

Сокращения: SNP – однонуклеотидный полиморфизм,
CNV – вариации числа копий. 
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ственных ненасыщенных кислот, лигнинов, лег-
ко усваиваемых протеинов, диетической клетчат-
ки, витаминов и минеральных элементов. Лен-
долгунец в современных условиях рассматривает-
ся как стратегическая культура России, позволя-
ющая заменить хлопок-сырец, который перешел
в разряд импортного сырья. Поэтому получение
высокопродуктивных сортов льна-долгунца с вы-
соким качеством волокна является одной из акту-
альных и приоритетных селекционных задач [10]. 

Элементарное волокно у льна ‒ это отдельная
клетка склеренхимы с исключительно толстой
клеточной стенкой и экстремальным отношени-
ем длины к диаметру (более 1000 раз) [11] Клетки
происходят из апикальной меристемы и развива-
ются в две стадии: удлинение и утолщение стен-
ки. Вначале удлинение льняных волокон проис-
ходит синхронно с соседними клетками, однако
через несколько часов начинается интрузивный
рост, который приводит к образованию волокон,
достигающих нескольких сантиметров в длину.
Утолщение клеточной стенки включает отложе-
ние нескольких новых слоев изнутри первичной
клеточной стенки и начинается, когда удлинение
прекращается. Первый дополнительный слой
(так называемый S-слой) очень тонкий, а после-
дующие слои характеризуются высоким содержа-
нием целлюлозы, осевой ориентацией целлюлоз-
ных микрофибрилл, почти полным отсутствием
ксилана и лигнина и присутствием рамногалакту-
ронана-I [11–13]. Волокна собираются в пучки,
расположенные по периферии стебля, обеспечи-
вая его укрепление [9, 14]. Каждый пучок состоит
из 15–50 элементарных волокон, заключенных в
гелеобразную матрицу и соединенных между со-
бой.

Техническое качество волокна — это ком-
плексный признак, определяемый генотипом
растений, окружающей средой и послеуборочной
обработкой. Признаки волокна проявляют зна-
чительную степень вариабельности между сорта-
ми [9, 10, 14]. Наиболее важными морфологиче-
скими признаками, связанными с качеством во-
локна, являются следующие: техническая длина
стебля (от основания стебля до первого цветочно-
го разветвления), количество междоузлий и диа-
метр стебля. Сорта льна с более длинным техни-
ческим стеблем имеют компактные, плотные
пучки луба, состоящие из длинных элементарных
волокон. Растения с длинными междоузлиями и
небольшим количеством листьев имеют более
высокое качество волокна, так как пучки волокон
разрываются в месте прикрепления листовых
пластинок. У растений с более толстыми стебля-
ми пучки волокон редкие и увеличенные, с хоро-
шо развитыми одревесневшими сердцевинами,
поэтому они дают грубое и менее гибкое волокно
с низким качеством прядения. Цилиндрическая
форма стебля указывает на равномерное распре-

деление элементарных волокон по его длине, что
обеспечивает однородное созревание волокна и
равномерное распределение цвета [14].

Ранее, используя однонуклеотидные поли-
морфизмы, мы идентифицировали ряд районов
генома, контролирующие качество волокна у
льна. Однако, у льна также обнаружена значи-
тельная структурная вариабельность в форме ва-
риаций числа копий [15]. Мобилизация этого
дополнительного источника геномной изменчи-
вости поможет уточнить ранее идентифициро-
ванные районы, а также обнаружить новые, не
маркированные однонуклеотидными полимор-
физмами в изученной выборке сортов. В этой ра-
боте, используя вариацию числа копий в качестве
маркеров, замещающих однонуклеотидные по-
лиморфизмы, мы применили различные модели
полногеномного поиска ассоциаций для иденти-
фикации районов, ассоциированных с призна-
ком волокна.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе были использованы данные полноге-

номного секвенирования 100 образцов льна из
коллекции Федерального научнoго центрa лубя-
ных культур (Институт льна, Торжок Тверской
области, Россия). Секвенирование было выпол-
нено с использованием технологии коротких пар-
ных прочтений по технологии Illumina Inc.; сред-
няя глубина покрытия в образцах составила
около 20×. Поиск вариаций копийности осу-
ществлялся с помощью пакета программ CNVna-
tor [16], версия 0.4.1. Общее число обнаруженных
вариантов составило 8275 (7379 делеций и 896 ду-
пликаций). 

Полногеномный анализ ассоциаций проводи-
ли для следующих фенотипических признаков,
связанных с качеством производимого волокна:
техническая длина волокна, высота растения,
число междоузлий, технический вес растения,
расстояние между узлами (детальное описание
фиенотипов приводится в работе [14]). Количе-
ственные фенотипические данные были норма-
лизованы с помощью метода квантильной норма-
лизации. Полногеномный анализ ассоциаций
проводили с применением программы GAPIT3
[17], были использованы следующие статистиче-
ские модели: GLM, MLM, SUPER, MLMM,
FarmCPU и Blink. Для анализа использовали ва-
риации копийности со значением MAF (minor al-
lele frequency, частота минорного аллеля), не ни-
же 0.05, таким образом, общее число вариантов,
использованных в анализе, составило 3805. Для
определения наиболее значимых вариаций ко-
пийности результаты полногеномного поиска ас-
социаций были отфильтрованы по критерию
FDR (false discovery rate, уровень ложноположи-
тельных результатов) составлявшим 0.01. 
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Функциональную аннотацию вариаций ко-
пийности, имеющих значимые ассоциации с ис-
пользованными фенотипическими признаками,
проводили путем поиска общих участков с белок-
кодирующими генами льна, версия генома 2.0,
аннотация из работы [18] 

Ранее нами была описана метрика локальной
стабильности генома, успешно примененная в
анализе грибкового патогена льна Fusarium oxys-
porum f.sp. lini [19]. В данной работе мы также ис-
пользовали этот подход. Метрика стабильности
была рассчитана на всех 15 хромосомах льна, раз-
мер региона составлял 16384 п.о. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате полногеномного поиска ассоциа-
ций нами было обнаружено 113 вариаций копий-
ности, связанных с хозяйственными признаками,
определяющими качество волокна. Результаты
представлены в виде диаграммы Manhattan plot на
рис. 1. Табл. 1 включает гены, общим числом 41,
затронутые геномными регионами, содержащи-
ми варианты числа копий. 

Следует отметить, что обнаруженные гены не
содержатся в списке тех, которые были определе-
ны ранее с использованием однонуклеотидных
замен [20]. Основной причиной этого является
низкая частота встречаемости SNP в данных ге-
нах среди 306 образцов, проанализированных в
предыдущей работе. Данный факт еще раз указы-
вает на важность разработки альтернативных ме-
тодов поиска полногеномных ассоциаций, не
ограничивающихся только SNP.

Для всех участков генома, содержащих вари-
анты числа копий, ассоциированные с признака-
ми, определяющими качество волокна, нами бы-
ло рассчитано среднее значение метрики локаль-
ной стабильности генома. Результаты анализа
приведены на рис. 2. Тепловая карта демонстри-
рует наличие по крайней мере двух выраженных
кластеров, отличающихся по значению метрики
стабильности генома. Больший кластер соответ-
ствует регионам с низким значением метрики
(среднее значения для регионов, входящих в кла-
стер, составляет 4.6), меньший кластер содержит
менее стабильные регионы со средним значением
метрики 14.1 В табл. 1 гены, попадающие в регио-
ны кластера 2, выделены курсивом. Среди них
преобладают белки, вовлеченные в синтез и мо-

Рис. 1. Диаграмма Manhattan plot вариаций копийности. По оси абсцисс отложены номера хромосом, по оси ординат –
значения логарифма P-value. Горизонтальная линия соответствует порогу по P-value в 0.005.
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Таблица 1. Список генов, затронутых вариациями числа копий, ассоциированных с фенотипическими призна-
ками качества волокна

Ген Функциональная 
аннотация

Гомолог 
A. thaliana

Имя гена Категория GO Фенотип CNV

Lus10006089 DEAD/DEAH box RNA 
helicase family protein

AT1G35530.2 – GO:DNA primase activity
GO:DNA replication, synthesis of RNA primer
GO:ATP binding
GO:DNA binding
GO:hydrolase activity

Pht DUP

Lus10018956 Major facilitator super-
family protein

AT3G05165.4 – GO:integral component of membrane
GO:transmembrane transporter activity
GO:transmembrane transport

TeLen DEL

Lus10033225 with no lysine (K)
kinase 8

AT5G41990.1 ATWNK8,
WNK8

GO:ATP binding
GO:protein kinase activity
GO:protein phosphorylation
GO:protein serine/threonine kinase activity

Pht DUP

Lus10033226 Yippee family putative 
zinc-binding protein

AT4G27745.1 – – Pht DUP

Lus10033227 early nodulin-like
protein 8

AT1G64640.1 AtENODL8,
ENODL8

GO:electron transfer activity Pht DUP

Lus10033228 Major facilitator super-
family protein

AT1G64650.1 – GO:integral component of membrane
GO:molybdate ion transmembrane transporter 
activity
GO:molybdate ion transport
GO:transmembrane transporter activity
GO:transmembrane transport

Pht DUP

Lus10023481 binding;RNA binding AT2G39260.1 – GO:RNA binding
GO:protein binding
GO:spore wall
GO:sporulation resulting in formation of a cellular 
spore
GO:ATP binding

TeLen DEL

Lus10038498 Arabidopsis thaliana gib-
berellin 2-oxidase 1

AT1G78440.1 ATGA2OX1,
GA2OX1

GO:oxidation-reduction process
GO:oxidoreductase activity

TeLen DEL

Lus10008854 defective in meristem 
silencing 3

AT3G49250.1 DMS3, IDN1 – Ufilen DEL

Lus10008855 defective in meristem 
silencing 3

AT3G49250.1 DMS3, IDN1 – Ufilen DEL

Lus10022351 NB-ARC domain-con-
taining disease resistance 
protein

AT3G14470.1 – GO:protein binding
GO:ADP binding

Ninodes DEL

Lus10010513 RING-H2 group F1A AT4G14220.1 RHF1A GO:metal ion binding
GO:zinc ion binding
GO:anaphase-promoting complex-dependent 
catabolic process
GO:anaphase-promoting complex
GO:cullin family protein binding
GO:ubiquitin protein ligase activity

Tewgt DUP

Lus10010514 P-loop containing nucle-
oside triphosphate 
hydrolases superfamily 
protein

AT5G19210.2 – GO:ATPase activity
GO:ATP binding
GO:nucleic acid binding
GO:DNA binding
GO:hydrolase activity

Tewgt DUP

Lus10010515 ADP glucose pyrophos-
phorylase large subunit 1

AT5G19220.1 ADG2, APL1 GO:biosynthetic process
GO:nucleotidyltransferase activity
GO:transferase activity, transferring phosphorus-
containing groups

Tewgt DUP

Lus10010516 Glycoprotein membrane 
precursor GPI-anchored

AT3G06035.1 – GO:integral component of membrane Tewgt DUP

Lus10010517 peroxisomal adenine 
nucleotide carrier 1

AT3G05290.1 PNC1 – Tewgt DUP

Lus10016577 syntaxin of plants 52 AT1G79590.1 ATS-
YP52,SYP52

GO:cell adhesion
GO:Golgi vesicle transport
GO:membrane

Ufilen DUP

Lus10016578 TATA BOX ASSOCI-
ATED FACTOR II 59

AT1G04950.1 ATTAF6,
TAF6,
TAFII59

GO:DNA binding
GO:DNA-templated transcription, initiation
GO:transcription initiation from RNA poly-
merase II promoter

Ufilen DUP

Lus10016579 homolog of bacterial 
cytokinesis Z-ring pro-
tein FTSZ 1-1

AT5G55280.1 ATFTSZ1-1,
CPFTSZ,
FTSZ1-1

GO:GTPase activity Ufilen DUP
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Lus10003208 Dof-type zinc finger 
DNA-binding family 
protein

AT4G24060.1 – GO:DNA binding
GO:regulation of transcription, DNA-templated

TeLen DEL

Lus10042690 Tudor/PWWP/MBT 
domain-containing protein

AT2G48160.1 – GO:mitochondrial large ribosomal subunit
GO:structural constituent of ribosome Ninodes

DEL

Lus10032760 Primosome PriB/single-
strand DNA-binding

AT1G47720.1 OSB1 GO:single-stranded DNA binding
GO:nucleic acid binding
GO:regulation of transcription, DNA-templated

Pht DEL

Lus10036335 Heat shock protein DnaJ 
with tetratricopeptide 
repeat

AT4G02100.1 – GO:extracellular region
GO:hormone activity
GO:protein binding

Tewgt DEL

Lus10008989 P-loop containing nucle-
oside triphosphate 
hydrolases superfamily 
protein

AT3G18600.1 – GO:ATP binding
GO:nucleic acid binding
GO:ATP:ADP antiporter activity
GO:integral component of membrane
GO:nucleotide transport
GO:DNA binding
GO:hydrolase activity
GO:cell adhesion
GO:extracellular region
GO:ossification

Ufilen DEL

Lus10026328 polyol/monosaccharide 
transporter 5

AT3G18830.1 ATPLT5,
ATPMT5,
PMT5

GO:integral component of membrane
GO:transmembrane transporter activity
GO:transmembrane transport

Ninodes DEL

Lus10031392 xyloglucan endotransglu-
cosylase/hydrolase 16

AT3G23730.1 XTH16 GO:carbohydrate metabolic process
GO:hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl com-
pounds
GO:apoplast
GO:cellular glucan metabolic process
GO:cell wall
GO:xyloglucan:xyloglucosyl transferase activity

Pht DEL

Lus10031393 xyloglucan endotransglu-
cosylase/hydrolase 16

AT3G23730.1 XTH16 GO:carbohydrate metabolic process
GO:hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl com-
pounds
GO:apoplast
GO:cellular glucan metabolic process
GO:cell wall
GO:xyloglucan:xyloglucosyl transferase activity

Pht DEL

Lus10026103 nudix hydrolase homolog 3 AT1G79690.1 atnudt3,
NUDT3

GO:hydrolase activity Tewgt DUP

Lus10026104 RING/U-box superfamily 
protein

AT3G14250.1 – GO:metal ion binding Tewgt DUP

Lus10026105 rhodanese-like domain-
containing protein / 
PPIC-type PPIASE 
domain-containing protein

AT5G19370.1 – GO:peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity Tewgt DUP

Lus10026106 Galactose mutarotase-like 
superfamily protein

AT5G57330.1 – GO:carbohydrate metabolic process
GO:isomerase activity

Tewgt DUP

Lus10026107 FASCICLIN-like arab-
inogalactan protein 14 
precursor

AT3G12660.1 FLA14 – Tewgt DUP

Lus10026108 Protein kinase superfamily 
protein

AT1G79640.1 – GO:ATP binding
GO:protein kinase activity
GO:protein phosphorylation
GO:protein dimerization activity

Tewgt DUP

Lus10031928 indeterminate(ID)-
domain 4

AT2G02080.1 AtIDD4,IDD4 - Ufilen DEL

Lus10006824 receptor like protein 37 AT3G23110.1 AtRLP37,RLP
37

GO:protein binding Ninodes DEL

Lus10006825 receptor like protein 7 AT1G47890.1 AtRLP7,RLP7 GO:protein binding Ninodes DEL

Lus10035647 xylem NAC domain 1 AT5G64530.1 ANAC104,XN
D1

GO:DNA binding
GO:regulation of transcription, DNA-templated

Tewgt DEL

Lus10035648 xylem NAC domain 1 AT5G64530.1 ANAC104,XN
D1

GO:DNA binding
GO:regulation of transcription, DNA-templated

Tewgt DEL

Lus10008323 heat shock protein 70 
(Hsp 70) family protein

AT5G28540.1 BIP1 GO:ATPase activity
GO:ATP binding

Tewgt DEL
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дификацию  компонентов клеточной стенки
(Lus10026107, Lus10026106, Lus10031393,
Lus10031392), ремоделинг хромосом/сайленсинг
генов (Lus10042690, Lus10008854, Lus10008855), a
также в ответ растения на стресс (Lus10018096,
Lus10026108, Lus10022351), что позволяет предпо-
ложить большую пластичность данных регионов
с точки зрения изменчивости, и, таким образом,

их потенциальную важность для создания новых
сортов с заданными хозяйственными свойствами.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ
Работа выполнена при финансовой̆ поддержке

Российского научного фонда (грант № 20-14-
00072). 

Lus10008324 Heat shock protein 70 
(Hsp 70) family protein

AT1G09080.1 BIP3 GO:ATPase activity
GO:ATP binding

Tewgt DEL

Lus10018096 Protein kinase superfamily 
protein

AT3G19300.1 – GO:ATP binding
GO:ATP binding
GO:protein kinase activity
GO:protein kinase activity
GO:protein phosphorylation
GO:protein phosphorylation

TeLen
Ufilen

DEL

Примечание. Курсивом выделены гены, находящиеся в областях с высоким уровнем нестабильности генома. Акронимы
фенотипов расшифровываются следующим образом: TeLen – техническая длина волокна, Ufilen – длина междоузлий,
Tewgt – технический вес волокна, Ninodes – число междоузлий, Pht – высота растений (для расшифровки фенотипов см.
работу [14]).

Рис. 2. Тепловая карта метрики локальной стабильности генома в участках, соответствующих вариациям копийности
(строки) для исследованных образцов (столбцы). Дополнительная панель слева включает тип варианта числа копий
(делеция – DEL, дупликация – DUP).
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 Genome-Wide Association Study of Copy Number Variation 
in Flax Through the Lens of Genome Integrity

 M.A. Duk*, A.A. Kanapin*, T.A. Rozhmina**, and A.A. Samsonova*

*St. Petersburg State University, Univeritskaya nab. 7/9, St. Petersburg, 199034 Russia

**Flax Institute – a separate subdivision of the Federal Scientific Center for Bast Crops,
ul. Lunacharskogo 35, Thorzhok, Tver Region 172002 Russia

Classical methods for identification of genetic variants associated with certain macroscopic phenotypic traits
are, as a rule, limited to analyses of single nucleotide polymorphisms. Copy number variations, and more
broadly structural variants may provide a plethora of useful information due to the magnitude of the changes
they induce. However, their use in genome-wide association studies is seriously limited mostly due to the un-
certainties in their discovery (i.e., failure to resolve an event with nucleotide resolution) by computational al-
gorithms from genomic data. Nevertheless, in certain cases, such analyses are possible and may still yield
valuable results. Our recent work has revealed genetic variants (single nucleotide polymorphisms) possibly re-
lated to phenotypic traits determining fibre quality. Here, we decided to extend the analyses to structural vari-
ants, namely copy number variations. Importantly, we use a novel high-coverage dataset allowing for accurate
prediction of copy number variations. Overall, we compiled a list of 41 candidate genes associated with five
quantitative phenotypic traits. Furthermore, the genome stability metric developed earlier facilitated stratifi-
cation of copy number variant loci with regard to their stability. On the whole, our analyses suggest that the
genomic regions less resilient to external and internal stresses are more susceptible to changes associated with
the studied phenotypic traits.

Keywords: copy number variation, genome integrity, Linum usitasissimum L., flax fiber, genome-wide association
study
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Малоугловое рассеяние позволяет решать задачи структурной биологии без проведения специаль-
ной пробоподготовки, характерной для таких методов, как рентгеновская дифракция на белковых
кристаллах или криоэлектронная микроскопия белков. В обзоре приведены примеры использова-
ния малоуглового рассеяния для решения биологических задач. Предложено внедрение в практику
использования малоуглового рассеяния как способа контроля качества сборки белков и белковых
комплексов, а также тестирования идентичности структурной организации биологических объек-
тов в нативном состоянии в подготовленных пробах перед измерениями методами рентгеновской
дифракции или криоэлектронной микроскопии. Показаны возможности спектрометра малоугло-
вого нейтронного рассеяния ЮМО на импульсном реакторе ИБР-2 (Лаборатория нейтронной фи-
зики Объединенного института ядерных исследований, Дубна, Россия) для решения широкого
спектра задач, в том числе в биофизике, структурной биологии и биотехнологии. Рассмотрены ос-
новные результаты исследований разнообразных биологических систем с использованием малоуг-
лового рассеяния нейтронов на установке ЮМО. Показаны возможности развития методов струк-
турной биологии с помощью малоуглового рассеяния, в том числе белковой кристаллизации.
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Несмотря на длинную, более чем полувековую
историю исследований нанообъектов, метод ма-
лоуглового рассеяния (МУР) считается некото-
рой экзотикой для целого ряда специалистов,
сконцентрированных на решении биологических
задач. Частично информацию об исследовании
разных биологических образцов на малоугловом
спектрометре в Дубне можно найти в работе [1].

Там же есть более подробное изложение неко-
торых особенностей спектрометра, позволивших

получать кривые рассеяния в широком диапазоне
значений модулей векторов длин рассеяния. Есть
и некоторый исторический экскурс. Приведено
сравнение методов рассеяния, используемых при
изучении структурных параметров, включая мик-
роскопию. Актуальным также остается и обзор
[2].

Существует фактор, усложняющий расшиф-
ровку надмолекулярной структуры методом
МУР, – это полидисперсность. С одной стороны,
полидисперсным является почти все, что произ-
водится в нанометровом диапазоне, и как только
станут получаться монодисперсные объекты,
можно будет говорить о новом промышленном
скачке, а с другой стороны, в нативном виде био-
логические объекты (белки, комплексы) характе-
ризуются монодисперсностью, но даже в слабо-

Сокращения: МУР – малоугловое рассеяние, МУРН – ма-
лоугловое рассеяние нейтронов, МУРР – малоугловое
рентгеновское рассеяние, ДМФХ – 1,2-димиристоил-sn-
глицеро-3-фосфохолин, ДПФХ – 1,2-дипальмитоилфос-
фатидилхолин, ПОФХ – 1-пальмитоил-2-олеоил-sn-гли-
церо-3-фосфохолин, ДОФХ – 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-
фосфохолин.
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концентрированном виде образуются димеры и
олигомеры белков. Это ограничивает возможно-
сти получать структуры с низким разрешением.
Применяя технику сгона на нулевую концентра-
цию, частично можно избежать влияния этого
фактора [3].

Особенностью нейтронов в МУР является
определенная «мягкость», что для биологии ис-
ключительно важно. На синхротронных источ-
никах потоки столь велики, что приходится их
ослаблять с помощью фильтров, чтобы не поте-
рять образец. И хотя мы говорим о высоких пото-
ках импульсного реактора [4] – потоки на поряд-
ки ниже, чем на синхротронах и даже на рентге-
новских установках [5, 6]. Но импульсный
характер работы реактора дает поток с пиковым
значением, в 2000 раз превышающим среднее,
что позволяет измерять даже слабо рассеивающие
белки с концентрацией до процента в тяжеловод-
ном растворе. Существенное различие длин рас-
сеяния нейтронов на водороде и дейтерии позво-
ляет проводить вариацию контраста и определять
плотности отдельных частей макромолекулы. 

Данный обзор посвящен исследованию био-
логических объектов методом малоуглового рас-
сеяния нейтронов на примере установки им-
пульсного реактора ИБР-2 (рис. 1) в Объединен-
ном институте ядерных исследований (Дубна
Московской области). Отличительными чертами
четвертого канала реактора ИБР-2, на котором
расположен спектрометр ЮМО, является отсут-
ствие нейтроновода и достаточно большой (око-
ло 5 м, включая расстояние под шибером) участок
пролета нейтронов в воздухе (в кольцевом кори-
доре). При этом угол между перпендикулярным
направлением к замедлителю и осью канала со-
ставляет примерно 18 градусов. Общая длина
спектрометра составляет более 40 м.

Основой установки являются детекторы с
центральным отверстием и ванадиевым стан-
дартом перед каждым детектором и детектор
прямого пучка. Пучок тепловых нейтронов фор-
мируется коллиматорной системой (рис. 1, 4,6),
так что попадающие на образец нейтроны име-
ют максимальное сечение 22 мм (обычно 14 мм)
и интенсивность потока на образце до 3·107 нейт-
ронов/с [7]. 

Рис. 1. Принципиальная схема спектрометра ЮМО: 1 – два рефлектора, 2 – зона реактора с замедлителем,
3 – прерыватель, 4 – первый коллиматор, 5 – вакуумная труба, 6 – второй коллиматор, 7 – термостат, 8 –
стол образцов, 9 – гониометр, 10 и 11 – ванадиевые стандарты, 12 и 13 – детекторы, 14 – детектор прямого
пучка.
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Компьютерно контролируемый первый кол-
лиматор (рис. 1, 4) совместно с юстируемым кол-
лиматором (рис. 1, 6) составляют основу системы
формирования пучка нейтронов. На столе образ-
цов размещается платформа с горизонтально пе-
ремещаемым перпендикулярно пучку термоста-
тируемым боксом. Стол имеет возможность пере-
мещаться в горизонтальном и вертикальном
направлениях. Образцы, как правило, помеща-
ются в алюминиевый бокс (внутри которого
расположены каналы для протока жидкости), по-
догреваемый и охлаждаемый с помощью ком-
пьютерно-управляемого термостата с рабочим
диапазоном температур от –10°С до 180°С. Одно-
временно в бокс может помещаться до 25 кювет.
Стол образцов находится на воздухе, что позволя-
ет легко монтировать различные оснастки, на-
пример: источник света, камеру высокого давле-
ния и сам температурный бокс.

Фокусом и основой установки является двух-
детекторная система [8, 9]. В свою очередь, клю-
чевым звеном здесь были разработанные еще в
конце семидесятых годов и модернизированные
кольцевые детекторы тепловых нейтронов [10, 11]
и вновь запускаемый позиционно-чувствитель-
ный детектор специфической конструкции.

Принцип действия многодетекторной систе-
мы состоит в следующем. Часть рассеянных на
образце нейтронов регистрируется ближайшим к
образцу детектором, другая часть проходит через
центральное отверстие этого детектора и реги-
стрируется следующим детектором. Прошедшая
через центральное отверстие второго детектора и
незарегистрированная часть нейтронов попадает
на третий детектор, и так далее. Перекрытие
спектров от двух детекторов обеспечивается вре-
мя-пролетной методикой. На момент написания
статьи установка работает с двумя детекторами
для регистрации рассеянных нейтронов и одним
детектором прямого пучка. 

Таким образом, основными специфическими
характеристиками спектрометра являются: двух-
детекторная система сбора экспериментальных
данных, прямая видимость замедлителя с пози-
ции образца, ванадиевые стандарты для получе-
ния кривых малоуглового рассеяния в абсолют-
ных значениях сечений, измерение пропускания,
и, соответственно, полного нейтронного сечения
образца [12, 13].

Разумеется, это далеко не полный список про-
веденных измерений, однако мы даем довольно
широкий спектр исследований, проведенный на
спектрометре. В этой работе мы приводим при-
меры исследований в области структурной био-
логии, белков и белковых комплексов, липидных
систем, а также предлагаем внедрение в практику
применение метода МУР при получении белко-

вых структур высокого разрешения комплемен-
тарно с методами рентгеновской кристаллогра-
фии или криоэлектронной микроскопии и функ-
циональными тестами. 

Также в нашем обзоре мы рассматриваем ис-
следования биомембран, которые являются клю-
чевыми объектами в биологии и имеют большое
значение для медицины. Тонкие (несколько на-
нометров) квазидвумерные жидкокристалличе-
ские мембраны с жесткостью на изгиб в несколь-
ко кТ демонстрируют необычные свойства, а
их исследования проходят на стыке теоретиче-
ской и экспериментальной физики. Например,
плавление цепей липидных мембран (фазовый
переход первого рода) наблюдается как квазикри-
тическое поведение физико-химических свойств
мембран и может быть исследовано с помощью
метода МУР.

ПРИМЕНЕНИЕ МАЛОУГЛОВОГО 
РАССЕЯНИЯ НЕЙТРОНОВ ДЛЯ РЕШЕНИЯ 

ЗАДАЧ СТРУКТУРНОЙ БИОЛОГИИ
Современные задачи структурной биологии

имеют высокие требования как к инструментам,
необходимым для получения белковых структур
высокого разрешения, так и к пробоподготовке
образцов для измерений. Так, например, при
проведении современной белковой кристалло-
графии с использованием лазеров на свободных
электронах (XFEL – X-ray Free Electron Laser)
требуется наличие большого количества белко-
вых кристаллов (N ~ 103–104) размером ~10 мкм
каждый. Все эти кристаллы должны находиться в
одной кристаллизационной пробе, состоящей из
мембранно-имитирующей среды, образующей
липидные мезофазы. При использовании крио-
электронной микроскопии требуется тщательная
подготовка сеток, подбор условий нанесения бел-
ков на сетки и т. д.

Многопараметрический подбор оптимальных
условий для подобного рода подготовки образцов
как правило занимает от нескольких месяцев до
нескольких лет и является «бутылочным горлыш-
ком» для многих задач структурной биологии по
получению белковых структур высокого разреше-
ния. Поэтому для некоторых биологических за-
дач крайне эффективным является использова-
ние метода малоуглового рассеяния рентгенов-
ских лучей или нейтронов.

Метод малоуглового рассеяния используется
для получения структурных данных белковых мо-
лекул, липидных и липидно-белковых систем,
и т. д. Метод также позволяет охарактеризовать
липидные мезофазы, классифицировать их тип
симметрии и найти параметры решетки. Хотя ис-
пользование метода МУР не предполагает полу-
чение структур высокого разрешения, он часто
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используется комплементарно с другими метода-
ми структурной биологии, поскольку служит до-
казательством идентичности структурной орга-
низации исследуемого биологического объекта в
нативных условиях и в условиях пробоподготов-
ки для методов рентгеновской кристаллографии
(кристалл белка) или криоэлектронной микро-
скопии (белок, нанесенный на сетку). Очевидно,
что условия, когда белок находится в кристалли-
ческой решетке или нанесен на сетку для иссле-
дований методом криоэлектронной микроско-
пии, существенно отличаются от нативных и мо-
гут сильно влиять на структуру белка или
белкового комплекса.

Данная проблема соответствия не решена до
сих пор и является ограничением методов струк-
турной биологии. При получении белковых
структур высокого разрешения для подтвержде-
ния соответствия полученной структуры и иссле-
дуемого объекта используются функциональные
тесты. Однако такой подход может оказаться не-

состоятельным в случаях, когда конформация
белка или белкового комплекса слишком чув-
ствительна к внешним условиям. В таком случае
функциональные тесты могут подтвердить функ-
циональность белка, однако, его структурная ор-
ганизация будет отличаться от полученной мето-
дами рентгеновской кристаллографии или крио-
электронной микроскопии.

Таким образом, сильным доказательством
идентичности структур биологических объектов
может служить метод МУР, который позволяет
получить структурные данные исследуемых об-
разцов (например, белков в растворе) и не требует
создания специфических условий при пробопод-
готовке (рис. 2). В нашем обзоре мы демонстри-
руем широкий спектр биологических задач, ре-
шаемых с помощью МУР как самостоятельно, так
и комплементарно с другими методами структур-
ной биологии.

Рис. 2. Процесс разработки лекарственных препаратов методом «от структуры» (structure-based drug design).
Курсивом отмечены элементы, которые предлагается использовать в процессе разработки лекарственных
препаратов: исследования методом МУР и анализ данных, сравнение структурной организации белка в
растворе со структурой высокого разрешения, а также анализ олигомерного состояния белка.
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КОНТРОЛЬ СТРУКТУРНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ 
БЕЛКОВ И БЕЛКОВЫХ КОМПЛЕКСОВ 

В БИОТЕХНОЛОГИИ
Метод МУР пока недооценен как метод рутин-

ного анализа и контроля качества структурной
организации при биотехнологических производ-
ствах ферментов и белковых комплексов. Не-
смотря на уникальность и высокую стоимость
установки для проведения исследований методов
МУР, в России есть возможность ее применения
в режиме потоковых исследований большого ко-
личества образцов. Помимо нейтронного рассея-
ния метод МУР может быть реализован с источ-
никами рентгеновского излучения, такие уста-
новки имеют меньшие габариты и стоимость, что
позволит в перспективе развивать данный метод
для рутинного применения на производствах в
отделах разработок и контроля качества. На сего-
дняшний день есть опыт применения методов
МУР для следующих объектов в биотехнологии:

– Липаза – фермент, катализирующий рас-
щепление липидов. В работе [14] методом малоуг-
лового рассеяния нейтронов (МУРН) исследова-
но взаимодействие липазы с липидными мицел-
лами, которые активируют фермент. Также
методом МУР проведены исследования модифи-
цированной липазы [15], в этой работе было по-
казано образование ламеллярной структуры ли-
пазы, модифицированной стеариновой кисло-
той, в n-гексане и в водном буфере, и была
доказана перспективность такой модификации
для биотехнологии.

– Фитаза – фермент, гидролизирующий фи-
тиновую кислоту. В работе [16] методом МУР ис-
следовано влияние гликозилирования на меж-
белковые взаимодействя фитазы. Показано, что
гликаны стабилизируют раствор развернутых
форм ферментов и предотвращают их агрегацию.

– Ксиланаза – еще один важнейший фермент
в биотехнологии, расщепляющий полисахариды
ксиланы. В работе [17] МУР применяли для ис-
следования термостабильности фермента, так как
для данного фермента термостабильность являет-
ся одним из важнейших параметров при приме-
нении в промышленности [18].

– Амилаза – фермент, расщепляющий крах-
мал. Методом МУР были получены структурные
данные [19], свидетельствующие об образовании
ферментом тетрамера, а также был исследован
процесс его сборки.

– Лизоцим – важнейший антибактериальный
фермент, гидролизирующий пептидогиканы [20].
МУР активно применялось для исследования
множества параметров данного белка [21–23].

– Шапероны – белки, обеспечивающие кор-
ректный фолдинг других белков в процессе син-
теза и после поддерживающие их нативную фор-
му за счет рефолдинга [24]. В отличие от апофер-

ритина, самопроизвольно сворачивающегося в
правильную конформацию и образующего
24-мерный комплекс в широком диапазоне зна-
чений внешних условий [25], многие целевые
белки склонны к мисфолдингу и агрегации. Важ-
ной биотехнологической задачей при создании
штамма-продуцента является подбор реципиента
с подходящим набором шаперонно-протеазного
комплекса, для экспрессии целевого белка в на-
тивной форме в гетерологичных условиях [26–
28]. МУР может применяться не только для про-
верки качества сборки белков и белковых ком-
плексов в присутствии различных шаперонов в
клетке-продуценте, но и в комбинации с другими
биотехнологическими, прежде всего биосенсор-
ными, методами [29, 30] для изучения молекуляр-
ных механизмов работы самих шаперонов [31].

Также биотехнологические разработки новых
рекомбинантных вакцин на основе белка апо-
ферритина и других белков-адъювантов могут со-
провождаться применением метода МУР для
контроля структурной организации и сборки бел-
ковых комплексов. В работе [32] проведены изме-
рения апоферритина методом малоуглового рас-
сеяния. Апоферритин использовали как модель-
ный объект с известным форм-фактором. В
работе [33] апоферритин исследован комплемен-
тарными методами малоуглового рентгеновского
и нейтронного рассеяния. В работе [34] показана
зависимость димеризации белкового комплекса
апоферритина от pH методом малоуглового рент-
геновского рассеяния (МУРР), а в работе [35] раз-
работан подход высокоэффективного контроля
самосборки химерных рекомбинантных белко-
вых комплексов, использующихся в том числе и
для разработки вакцин против SARS-CoV-2. Ин-
тересными для биотехнологии являются исследо-
вания методом МУР ферригидритных частиц,
произведенных микроогранизмами [36, 37], до-
ставки лекарств в липосомах [38], структурные
исследования гликозилированных белков [39]
или капсидов вирусов [40].

ИССЛЕДОВАНИЕ БЕТА-АМИЛОИДОВ 
МЕТОДОМ МУР

Бета-амилоиды представляют собой кластеры
из Aβ-пептидов, которые играют важную роль в
развитии болезни Альцгеймера [41]. Исследова-
ния методом МУР могут помочь определить
структурную организацию кластеров, улучшить
понимание процессов их образования и разрабо-
тать методы терапии, предотвращающие их
появление.

Так, например, в работе [42] авторы с помо-
щью МУР показывают структурную организацию
Aβ-пептидов и идентифицируют ключевые ста-
дии формирования амилоидные бляшки, а в ра-
боте [43] показывают влияние триазавирина на
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диссоциацию кластеров амилоидогенных пепти-
дов. Метод малоуглового рассеяния нейтронов
используется комплементарно с методом элек-
тронной микроскопии.

Для понимания амилоидогенеза также необ-
ходимо исследовать процессы взаимодействия
Aβ-пептидов с биологическими мембранами. В
работе [44] авторы исследуют такие взаимодей-
ствия методом МУР и обнаруживают влияние
ионов, гидратации и холестерина на структурную
организацию модельных мембран. Также важно
влияние температуры на структурную организа-
цию мембран и Aβ-пептидов [45], что показано
методом малоуглового рассеяния нейтронов для
систем ДПФХ/Aβ25-35 и ДМФХ/Aβ25-35. Меж-
белковое взаимодействие амилоидогенных пеп-
тидов и их конформационные изменения иссле-
дуются в работе [46], модельная система для
транспорта противовирусных препаратов иссле-
дована в работе [47].

Использование метода малоуглового рассея-
ния нейтронов позволило продемонстрировать
морфологические изменения в модельных ли-
пидных мембранах, вызванные встраиванием
амилоид-бета пептида. Показано, что данные из-
менения связаны непосредственно с фазовым со-
стоянием системы. Изменения, связанные с
встраиванием амилоид-бета пептида оказывают
влияние как на структуру агрегатов, так и внут-

реннюю структуру мембраны в целом и на ее тол-
щину в частности.

На рис. 3 представлены изменения толщины
мембраны и размера агрегата для систем сформи-
рованных из липидов димиристоилфосфатидил-
холина (ДМФХ) и дипальмитоилфосфатидилхо-
лина (ДПФХ). Данные липиды отличаются так
называемой температурой главного фазового пе-
рехода. Данные изменения толщины мембраны и
размеров агрегатов представлены в зависимости
от температурного сдвига температуры относи-
тельно температуры главного фазового перехода.
Эти зависимости свидетельствуют об унифици-
рованном характере взаимодействия пептида с
мембраной.

Указанные выше морфологические измене-
ния были подтверждены методом просвечиваю-
щей электронной микроскопии [48].

ИССЛЕДОВАНИЕ БЕЛКОВЫХ 
КОМПЛЕКСОВ МЕТОДОМ МУР 

Отличным образом методы малоуглового ней-
тронного рассеяния можно применить к струк-
турным исследованиям различных белковых
комплексов от бактериальных до эукариотиче-
ских.

В работе [49] с помощью малоуглового ней-
тронного рассеяния на спектрометре ЮМО (им-

Рис. 3. Изменение толщины модельной мембраны (а) и размеров агрегатов (б) в зависимости от сдвига
температуры относительно главного фазового перехода для ДМФХ (ромбы) и ДПФХ (кружки). На графике
чистые системы представлены полыми фигурами, со встроенным пептидом – заполненными.
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пульсный реактор ИБР-2, ОИЯИ, Дубна Мос-
ковской области) была изучена структура сенсора
двухкомпонентной системы– полноразмерного
фоторецепторного комплекса сенсорного родоп-
сина с его родственным трансдюсером из экстре-
мофильной археи N. pharaonis. Гомодимеры хемо-
рецепторов (или комплексов «родопсин–транс-
дюсер») в клеточной мембране образуют
тримеры, составляющие функциональные еди-
ницы. Тримеры димеров (гексамеры, образован-
ные тремя димерами) образуют структурно-
функциональную единицу при образовании сиг-
нальных двумерных массивов – компактных
мембранных суперкомплексов, отвечающих за
усиление входящего сигнала. В упомянутой рабо-
те [49] представлена молекулярная модель гекса-
мера (тримера димеров), построенная с помощью
комбинации методов малоуглового рассеяния и
молекулярного моделирования. Таким образом,
показано, что контакт между димерами NpS-
RII/NpHtrII в гексамере опосредован только ци-
топлазматическими частями, трансмембранные
части димеров при этом не контактируют друг с
другом, то есть имеет место «tripod»-образная мо-
дель, отличная от предложенных ранее в литера-
туре «O»- и «Y»-образных моделей.

Еще один важный белковый комплекс для ис-
следований в том числе и методом малоуглового
рассеяния – АТФ-синтаза [50]. В работе [51] по-
лучена структура высокого разрешения (2.3 Å) с-
ринга АТФ-синтазы из хлоропластов Spinacia
oleracea, показано наличие дополнительных элек-
тронных плотностей внутри с-ринга, не ассоции-
рованных с белком. Также найдены дополнитель-
ные плотности в структурах с-рингов из других
организмов (от архей до эукариот). Выдвинута
гипотеза о возможном наличии изопреноидных
хинонов внутри с-рингов различных организмов
и найдены ее косвенные экспериментальные
подтверждения. В работе [52] продемонстрирова-
ны структуры низкого разрешения V-образных
димеров АТФ-синтазы из хлоропластов Spinacia
oleracea, полученные методом малоуглового рас-
сеяния. Таким образом, показана возможность
образования димеров АТФ-синтазы из хлоропла-
стов, проведена реконституция АТФ-синтазы в
нанодиски, проведены измерения с использова-
нием метода малоуглового рассеяния и обработка
данных.

Также исследования методом малоуглового
рассеяния применяются для различных белков и
белковых комплексов. Так, например, для пиг-
мент-белкового комплекса фикоцианина показа-
на структура тримера методом малоуглового рас-
сеяния [53]. В работе [54] получена структура низ-
кого разрешения модульных нанотранспортеров
(рекомбинантных химерных белков, используе-
мых для доставки противораковых препаратов
напрямую в опухоли) методом малоуглового

рентгеновского рассеяния. В работе [55] методом
малоуглового рассеяния исследовано замедление
фотоцикла мембранного белка бактериородопси-
на при добавлении 100 мМ гуанидин-гидрохло-
рида. Показана фиксация промежуточного М-со-
стояния белка. Исследование различных состоя-
ний фотоциклов протонных помп может быть
полезно для различного рода приложений, на-
пример, для ориентирования бактериородопси-
нов в пурпурных мембранах и разработан прото-
тип фотоконденсатора на основе бактериородоп-
сина [56].

Перспективным представляется использова-
ние МУР для исследования взаимодействия бел-
ков с нуклеиновыми кислотами. В работе [57]
рассматривались стратегии контрастной вариа-
ции в МУРР, которые позволяют целенаправлен-
но изучать структуры ДНК или связанных с ней
партнеров. Описаны возможности структурных
исследований РНК-белковых комплексов мето-
дами гидродинамики, МУР и вычислительными
методами [58]. Данное направление важно преж-
де всего для изучения регуляторных белков. На-
пример, белки LuxR-семейства являются регуля-
торами транскрипции и образуют комплекс с
ДНК, активируя и репрессируя различные про-
моторы [59], причем эффектвность образования
комплексов может зависеть как от последова-
тельности ДНК, так и от взаимоействия с лиган-
дами [60]. Получение структур белков этого се-
мейства значительно затруднено в силу их низкой
растворимости и нестабильности [61], а такие во-
просы, как «образуется ли димер до посадки на
ДНК или он формируется непосредственно в
комплексе с ДНК», все еще не закрыты [62], а в
некоторых работах даже встречаются чрезмерно
уверенные утверждения по этому поводу, не под-
твержденные экспериментальными данными
[63].

ИССЛЕДОВАНИЕ ДВУХКОМПОНЕНТНЫХ 
СИСТЕМ МЕТОДОМ МУР

Двухкомпонентные системы отвечают за ком-
муникацию микроорганизмов с окружающей
средой; они присутствуют почти во всех доменах
и являются наиболее распространенными сиг-
нальными системами в живой природе [49, 64].
Рецепторы этих систем, как правило, являются
трансмембранными белками. Несмотря на широ-
кий интерес научного сообщества к изучению
двухкомпонентных систем, в настоящее время
были описаны в литературе структуры с высоким
разрешением только фрагментов этих белков.
Трудности изучения структуры полноразмерных
рецепторов двухкомпонентных систем связаны с
большим размером и высокой динамичностью их
водорастворимой части.
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С помощью малоуглового нейтронного рассе-
яния на спектрометре ЮМО была получена
структура сенсора двухкомпонентной системы –
полноразмерного фоторецепторного комплекса
сенсорного родопсина с его родственным транс-
дюсером из экстремофильной археи Natronomonas
pharaonis. Активированный при воздействии све-
та сенсорный родопсин II (NpSRII) индуцирует
структурные и/или динамические изменения в
трансдюсере (NpHtrII), которые преобразуются
двумя HAMP-доменами и передаются вдоль ци-
топлазматического киназного модуля длиной 200
Å до крайней области цитоплазматической части
NpHtrII. Активированная трансдюсером гисти-
динкиназа CheA (связанная с адаптерным белком
CheW) подвергается автофосфорилированию и
дополнительно переносит фосфатную группу в
регуляторы ответа CheY или CheB. CheY влияет на
смещение вращения жгутика, в то время как ме-
тилэстераза CheB наряду с метилтрансферазой
CheR контролирует механизм адаптации.

Общая схема молекулярного механизма пере-
дачи сигнала предполагает последовательные ди-

намические изменения в цитоплазматических
доменах (рис. 4). Как хеморецепторы, так и тран-
сдюсеры сенсорных родопсинов демонстрируют
различную динамику в соседних модулях, что
коррелирует с передачей сигнала вдоль цитоплаз-
матического «стержня». Гомодимеры хеморецеп-
торов (или комплексов «родопсин–трансдюсер»)
в клеточной мембране образуют тримеры, состав-
ляющие функциональные единицы. Тримеры ди-
меров образуют структурно-функциональную
единицу при образовании сигнальных двумерных
массивов – компактных мембранных супер-ком-
плексов, отвечающих за усиление входящего сиг-
нала.

Представлена молекулярная модель гексамера
(тримера димеров) построенная с помощью ком-
бинации методов малоуглового рассеяния и мо-
лекулярного моделирования (рис. 5). Таким об-
разом, показано, что контакт между димерами
NpSRII/NpHtrII в гексамере опосредован только
цитоплазматическими частями, трансмембран-
ные части димеров при этом не контактируют
друг с другом, то есть имеет место «tripod»-образ-

Рис. 4. (а) – Схема сигнального каскада в случае двухкомпонентной системы отрицательного фототаксиса
Natronomonas pharaonis; (б) – схема доменной архитектуры димера хеморецепторов (Tar и Tsr в комплексе
с киназами) из E. coli (слева) и димера фотосенсорного комплекса сенсорного родопсина II с его
родственным трансдюсером NpHtrII из N. pharaonis (справа) [49].
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ная модель, отличная от предложенных ранее в
литературе «O»- и «Y»-образных моделей.

Эти результаты в полном объеме изложены в
работах [49, 64]. В работе [64] на примере ком-
плекса NpSRII/NpHtrII были проанализированы
неоднозначности в интерпретации данных мало-
углового рассеяния от мембранных белков. Среди
существенных факторов, требующих внимания
при обработке данных малоуглового рассеяния от
мембранных белков выделены такие аспекты, как
вклад мембрано-имитирующей среды в профиль
малоугловой кривой и полидисперсности по оли-
гомерному состоянию. В работе рассмотрены
способы для их преодоления этих неоднозначно-
стей. В работах [49, 64–66] проведены экспери-
менты по созданию генно-инженерных кон-
струкций, экспрессии и очистке белкового ком-
плекса NpSRII/NpHtrII, проведены измерения с
использованием методов малоуглового рентге-
новского и нейтронного рассеяния, обработка и
интерпретация данных. В работе [67] также про-
ведены структурные исследования двухкомпо-
нентных сигнальных систем с помощью нейтрон-
ного рассеяния. В работе [68] проведена обработ-
ка и интерпретация данных малоуглового
рассеяния, полученных для сенсорной гистидин-
киназы NarQ, выполняющей функцию нитрит-
нитратного сенсора E. coli.

ИССЛЕДОВАНИЕ ЛИПИДНЫХ СИСТЕМ 
ПРИ ВЫСОКОМ ДАВЛЕНИИ

МЕТОДОМ МУР
Фазовое состояние липидных систем зависит

не только от температуры, но и от приложенного
к системе гидростатического давления, особенно
в области высоких давлений (более 1 кбар), при
этом фазовые переходы при таких условиях могут
быть успешно охарактеризованы методом МУРН
[69, 70].

Для установки ЮМО в Лаборатории нейтрон-
ной физики ОИЯИ была разработана и создана
камера для измерений при высоком давлении
биологических объектов в растворе методом
МУРН [71]. При структурных исследованиях
биологических объектов при высоком давлении
метод МУРН имеет существенное преимущество
перед аналогичным методом МУРР, поскольку
широкий ряд материалов – титан, титан-цирко-
ниевые сплавы, алюминий, кварц, сапфир – об-
ладают сравнительно низким сечением поглоще-
ния и рассеяния тепловых нейтронов, что предо-
ставляет возможность создания прочных и
прозрачных для тепловых нейтронов систем
окружения образца. 

В последнее время проведены успешные ис-
следования фазовых переходов модельных ли-
пидных систем с помощью P-V-T- и МУРН-мето-
дов. Так, например, липид ДПФХ в легкой и тя-
желой воде был исследован при помощи МУРН
при высоких давлениях (от 10 до 400 бар). Показа-

Рис. 5. Изображения трансмембранных доменов комплекса NpSRII/NpHtrII: (а) – фрагмент гексагональ-
ной упаковки «O»-образных тримеров димеров; (б) – изображение «tripod»-образного тримера димеров [49]. 
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но увеличение площади, приходящейся на одну
липидную головку, на 6 Å2 при фазовом переходе
из «риппл-фазы» в жидкокристаллическую фазу
[72]. Также многослойные везикулы, образован-
ные липидом ДПФХ, исследовали в более широ-
ком диапазоне давлений (от 1 до 800 бар) и
температур (20–40°С) в работе [73]. Показано ха-
рактерное смещение дифракционного пика, со-
ответствующего периоду повторяемости (толщи-
не липидного бислоя и водной прослойки между
бислоями), полученного методом МУРР при 20 и
40°С, а также построена фазовая диаграмма в об-
ласти от 0 до 700 бар и от 23 до 38°С (рис. 6а). По
результатам аналогичных исследований в работе
[74] показана фазовая диаграмма в диапазоне 0–
2000 атм. от 30 до 80°С для четырех фазовых со-
стояния ДПФХ в водном растворе (рис. 6б).

Подробно исследования липидных систем 1,2-
дипальмитоилфосфатидилхолин/1-пальмитоил-
2-олеоил-sn-глицеро-3-фосфохолин (ДПФХ/
ПОФХ) при различных температурах и давлениях
описано в работе [75]. Дополнительным инстру-
ментом при исследовании биологических объек-
тов методом МУР является метод денсиметрии
[76]. Изменение параметров липидных везикул
вблизи температуры фазового перехода рассмот-
рено в работе [77].

КРИСТАЛЛИЗАЦИЯ БЕЛКОВ

Метод МУР может быть эффективно исполь-
зован для характеризации липидных мезофаз, ис-
пользуемых при кристаллизации мембранных
белков. Так, например, показано успешное при-
менение МУР при исследовании кристаллизации
бактериородопсина, определен тип симметрии
Pn3m липидной кубической фазы в течение всего
времени кристаллообразования [78]. Показана

возможность кристаллизации мембранных бел-
ков в новых синтезированных матрикс-образую-
щих липидах [79], а также в бицеллах [80] и в на-
нодисках [81]. Липидные кубические фазы были
охарактеризованы методом малоуглового рассея-
ния, проведена кристаллизация бактериородоп-
сина в липидных кубических фазах из новых мат-
рикс-образующих липидов и получен новый тип
кристаллической упаковки бактериородопсина.

В ряде работ показана возможность высокоэф-
фективной характеризации липидных кубиче-
ских фаз методом малоуглового рассеяния ней-
тронов, проведены эксперименты в различных
условиях, которые позволяют исследовать про-
блему увеличения диаметров водных каналов в
липидных кубических фазах – основную пробле-
му при кристаллизации больших мембранных
белковых комплексов методом in meso [82–84]. 

Комплементарно методу МУР может быть ис-
пользована рамановская спектроскопия белко-
вых кристаллов [85], которая имеет множество
применений, начиная от изучения биологиче-
ских систем и заканчивая медицинскими прило-
жениями. Работа [85] основана на публикации
[86] по детектированию субмикронных кристал-
лов мембранных белков методом когерентного
анти-стоксового рамановского рассеяния.

Одним из расширений возможностей белко-
вой кристаллизации является подход, описанный
в работе [81], где показана возможность кристал-
лизации мембранных белков, встроенных в нано-
диски, в липидных мезофазах. Еще одним вари-
антом является кристаллизация мембранных бел-
ков из амфипольного окружения [87].

Таким образом, метод МУР активно использу-
ется для улучшения методов кристаллизации
мембранных белков в липидных мезофазах; для
характеризации липидных кубических фаз и

Рис. 6. Фазовые диаграммы ДПФХ: (а) – в диапазоне давлений от 1 до 800 бар и диапазоне температур от
30 до 80°С [73], (б) – в диапазоне давлений 0–2000 атм. и диапазоне температур от 30 до 80°С [74].
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определения параметров решеток различных
матрикс-образующих липидов в различных усло-
виях; для исследования мембранных белков,
встроенных в нанодиски или амфиполи для дока-
зательства идентичности структурной организа-
ции биологических объектов в растворе и в кри-
сталлической решетке.

ИССЛЕДОВАНИЕ МЕМБРАННЫХ СИСТЕМ 
МЕТОДОМ МАЛОУГЛОВОГО РАССЕЯНИЯ

Исследования мембранных систем методом
МУР позволяют решать широкий спектр задач.
Успешно исследуются липидные и липид-белко-
вые системы. Интересны исследования фоточув-
ствительных мембранных белков родописнов,
которые представляют огромный интерес как с
точки зрения фундаментальной биологии и при-
кладных медицинских применений (например,
начиная с оптогенетики [88–93] и заканчивая
биоэнергетикой [94]).

Например, исследование структурной органи-
зации [95] и супрамолекулярной организации
[96] зрительного пигмента родопсина в фоторе-
цепторной модельной мембране методом малоуг-
лового рассеяния нейтронов с вариацией контра-
ста показало наличие во фрагментах «палочек»
слоистой структуры с размерами, соответствую-
щими поперечному размеру «дисков». Было по-
казано что родопсин равномерно распределен в
мембране, так же, как и в случае с образцами
«дисков» выделенных из фрагментов «палочек».
Зрительный пигмент родопсин является типич-
ным представителем огромного семейства рецеп-
торов, сопряженных с G-белками. Эти рецепто-
ры в мембране функционируют в димерном или
олигомерном состоянии. Однако для родопсина
и всего класса А родопсин-подобных рецепторов,
сопряженных с G-белками, функциональная
роль димерного состояния до сих пор не установ-
лена [95].

Для понимания фундаментальных процессов
липид-белкового взаимодействия важны иссле-
дования модельных мембран [97]. Например, ши-
роко применяются эксперименты методом МУР
для определения толщины мембраны и ее изме-
нения при различных условиях (pH, температура,
ионная сила, добавки). Толщину мембраны мож-
но легко измерить методом МУР. Например, вли-
яние n-декана на толщину липидного бислоя 1,2-
диолеоил-sn-глицеро-3-фосфохолина (ДОФХ)
было измерено методом МУР и составило около
2.4 Å [98, 99] (рис. 7), влияние N,N-диметил-N-
алкил амин-N-оксидов на бислои ДОФХ также
было измерено методом МУР [100].

Методом МУР было исследовано влияние на
модельные липидные мембраны различных ве-
ществ: ионов [101], антибиотиков [102], холесте-

рола или мелатонина [103, 104], фруктанов (поли-
меров фруктозы) [105]; также были исследованы
пространственные структуры белков, встроенных
в липосомы, например, димерного трансмем-
бранного домена рецептора фактора роста [106].

Существует интересное направление исследо-
ваний методом МУР фазовых переходов в липид-
ных системах. Так, например, показано необыч-
ное поведение параметра расстояния между ли-
пидными бислоями в окрестности главного
фазового перехода и подчеркнута важность кри-
тических флуктуаций [107], исследовано влияние
ионов кальция на фазовые переходы в модельных
липидных системах [108]. Были исследованы
структурные изменения в мембранах, составлен-
ных из цвиттер-ионных фосфолипидов различ-
ной латеральной площади (ДМФХ, ДПФХ, ПО-
ФХ, ДОФХ) при добавлении биологически зна-
чимых катионов Ca2+, Mg2+ и Co2+. На основе
полученных структурных параметров этих липид-
ных бислоев были предложены различные меха-
низмы липид-ионных взаимодействий, которые
регулируются посредством латеральной площа-
ди, т.е. плотностью упаковки мембраны. В бисло-
ях с плотной упаковкой фосфолипидов (сформи-
рованных из ДМФХ и ДПФХ) среднее межлипид-
ное расстояние достаточно мало, что приводит к
формированию ионных мостиков «липид–ион–
липид», уплотняющих мембрану [109, 110]. С дру-
гой стороны, в липидном бислое с менее плотной
упаковкой (сформированных из ДОФХ) ионы
преимущественно связываются с липидами от-
дельно (липид-ионные пары), что повышает
разупорядоченность липидного бислоя [110]. В
случае ПОФХ, среднее межлипидное расстояние
в котором примерно равно длине отсечки липид-
ионных взаимодействий, соответствующей лате-
ральной площади ~ 64 Å2, реализуется смешан-

Рис. 7. Влияние n-декана на толщину мембраны,
сформированной из ДОФХ [98].
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ный тип взаимодействий, при котором влияние
ионных мостиков и липид-ионных пар на струк-
туру мембраны взаимно компенсируется (рис. 8)
[101].

Еще одним направлением исследований мем-
бранных систем методом МУР является исследо-
вание клеточных мембранных органелл, таких
как митохондрии [111]. С помощью метода МУРН
удалось обнаружить изменение структурной ор-
ганизации митохондриальных крист при осмоти-
ческом набухании органелл. Серия работ показы-
вает что в митохондриальных кристах при осмо-
тическом набухании происходит перестройка
внутренних мембран митохондрий от ламелляр-
ной к гексагональной упаковке. Данные также
подтверждены методом электронной микроско-
пии [112–114]. Дополнительно исследованы суб-
митохондриальные частицы методом МУРН, по-
лучены их основные характеристики, в частно-
сти, установлена толщина мембраны, равная
52.4 ± 0.7 Å [115].

ИССЛЕДОВАНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ 
ФРАКТАЛЬНЫХ СТРУКТУР МЕТОДОМ МУР

Фрактальные структуры представляют собой
множества объектов, обладающих самоподобием.
Другими словами, часть такого множества подоб-
на целому на любых масштабах. Крайне интерес-
но исследовать такие объекты с точки зрения ма-
тематики, однако, еще более интересно изучать
фрактальные структуры в биологических систе-
мах. Для исследования фрактальных структур в
биологии также можно использовать метод МУР
[116, 117].

Фрактальная организация имеет важное зна-
чение для понимания механизмов функциониро-

вания биологических систем. Например, на осно-
ве работы [116] с использованием спектрометра
ЮМО были проведены сравнительные исследо-
вания упаковки хроматина на границе фракталь-
ного режима (в области малых размеров) в ядрах
нормально пролиферирующих и опухолевых кле-
ток [118], а позднее показано, что изменение
фрактальных параметров хроматина может яв-
ляться одним из механизмов эпигенетической ре-
гуляции [119].

При исследовании ядер эритроцитов курицы
[120] выяснилось, что кривая малоуглового рассе-
яния ведет себя линейно в «log-log»-представле-
нии интенсивности рассеяния (I) в широком диа-
пазоне значений модуля вектора рассеяния (Q).
Такое поведение I(Q) может свидетельствовать о
фрактальном характере организации структуры
ядер эритроцитов курицы. Поскольку биологиче-
ские объекты могут быть исключительно моно-
дисперсными [6], для анализа данных необходи-
мо использовать подход детерминистских фрак-
талов, который подробно описан в серии работ
[116, 121–125].

Также достаточно подробно описаны работы
по исследованию конкретных фрактальных
структур. Например, исследование фракталов
Вичека [116], множества Кантора [126] или сне-
жинки Коха [127]. Рассмотрены случаи мульти-
фазных фракталов [128] и показано применение
вышеописанных подходов для исследования ре-
альных структур, например, композитных мем-
бран [129] (рис. 9). 

РАЗВИТИЕ МЕТОДОВ
Исследование биологических объектов мето-

дами малоуглового рассеяния открывают широ-

Рис. 8. Предложенные типы липид-ионных взаимодействий, реализующиеся в бислоях с различной плотно-
стью упаковки липидов.
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кие возможности развития методов в различных
областях, начиная от фундаментальной биоло-
гии, структурной биологии, заканчивая биотех-
нологией и медицинскими приложениями.

В работе [130] показана возможность проведе-
ния высокоэффективных экспериментов по ма-
лоугловому нейтронному рассеянию на двухде-
текторной системе на установке ЮМО. Сравни-
тельный анализ методов МУРН и МУРР показал
возможность комплементарного использования
рентгеновского и нейтронного рассеяния для ре-
шения задач структурной организации белков
[131].

Для водорастворимых белков были показаны
возможности развития метода малоуглового рас-
сеяния, соединенного с гель-фильтрацией [6], а
для мембранных белковых комплексов проде-
монстрирована важность учета детергентного по-
яса в мембранной части белкового комплекса при
анализе данных МУР и восстановлении трехмер-
ной структуры белкового комплекса [64]. Также
разработан метод нахождения основных струк-
турных параметров для спиралевидных структур
белковых комплексов на примере белков RecA
[132].

Метод МУР также может быть полезен в раз-
витии методов кристаллизации мембранных бел-
ков в липидных мезо фазах [79] благодаря высо-
коэффективной характеризации липидных мезо-
фаз с определением параметра решетки и
классификацией типа симметрии. Также потен-
циально возможно использовать метод МУР при
детектировании микрокристаллов белков. Уже
существует и разрабатывается ряд методов для ре-

шения аналогичных задач, например детектиро-
вание кристаллов с помощью рамановского рас-
сеяния [85], однако метод МУР может оказаться
более высокоэффективным и производительным
методом, поскольку детектирование дифракци-
онных пиков в образце требует гораздо меньше
времени для сбора статистики, чем определение
форм-фактора частиц.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нейтроны очень деликатны к биологическим
объектам, органеллам и тканям. Нейтроны могут
широко использоваться для специальных камер,
начиная от температурных и заканчивая толсто-
стенными камерами для измерений при высоких
давлениях. А главное, нейтроны широко исполь-
зуются в так называемом методе вариации кон-
траста и методе меток. Действительно, смесь рас-
творов легкой и тяжелой воды может либо кон-
трастировать часть объекта, либо, наоборот,
скрывать лишние детали. Это открывает широ-
кий простор для работы с белками, находящими-
ся в олигомерном состоянии. Дополнительный
бонус за счет контрастирования достигается из-за
разных концентраций протонов в легкой воде и
дейтерия в тяжелой воде (pH и pD соответствен-
но). Это, в свою очередь, усложняет анализ дан-
ных, однако открывает новый вектор в исследо-
ваниях. Незначительное (до 10%) отличие в свой-
ствах тяжелой воды от легкой может
использоваться и для контроля гравиметрическо-
го поведения образцов. Всплывание-осаждение
и, вообще, равновесное состояние образца харак-

Рис. 9. Обобщенные самоподобные фракталы Вичека: (а) – инициатор и первые три итерации фрактала;
(б) – интенсивность рассеяния для первых четырех итераций фрактала [121]. 
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терно для биологических объектов. Применение
разноплотных легкой и тяжелой воды позволяет
частично компенсировать этот эффект для, на-
пример, липидных мембран. И, наконец, вариа-
ция контраста – пожалуй, единственный метод
позволяющий оценить плотности исследуемых
объектов на наномасштабной шкале. Таким об-
разом, ожидается дальнейшее увеличение спроса
на измерительное время на малоугловых ней-
тронных установках.

В нашем обзоре мы отметили, что использова-
ние МУР принципиально важно для решения за-
дач, связанных с олигомеризацией и с понимани-
ем ограниченности парадигмы «один белок –
одна функция». Следовательно, поле примени-
мости МУР становится существенно шире для за-
дач структурной биологии. Метод МУРН имеет
свои достоинства и преимущества и является
комплементарным к МУРР. Начиная с того фак-
та, что профиль плотности длины рассеяния для
мембран и мембранных белков при измерениях
методом МУРР довольно сложен по сравнению с
профилем плотности при измерениях методом
МУРН. Мы предлагаем внедрение МУР в практи-
ку биотехнологических работ для контроля каче-
ства сборки белков и белковых комплексов, а так-
же тестирования идентичности структурной ор-
ганизации биологических объектов в нативном
состоянии.
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Small-angle scattering makes it possible to solve structural biology problems without specific sample prepa-
ration, which is typical for methods such as X-ray diffraction of protein crystals or cryo-electron microscopy
of proteins. In our review, it is shown how to use small-angle scattering to address biological problems. The
use of small-angle scattering is suggested for applications as a tool to control the quality of the assembly of
proteins and protein complexes and to test the identity of the structural organization of biological objects in
the native state and in prepared samples before measurements by X-ray diffraction or cryo-electron micros-
copy. This work demonstrates the possibilities of the small-angle neutron scattering spectrometer YuMO
based on the IBR-2 pulsed reactor (Laboratory of neutron physics, Joint Institute for Nuclear Research,
Dubna, Russia) to solve a whole array of problems, with an eye toward applying these in biophysics, structural
biology, and biotechnology. This review presents and discusses the main findings of the studies of various bi-
ological systems obtained by using the setup small-angle scattering of neutrons YuMO. The possibilities of
development of structural biology methods with the help of small-angle scattering, including protein crystal-
lization, are shown.

Keywords: small-angle scattering, biophysics, structural biology, membrane proteins
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Рассматривается развитие представлений о пространственной структуре ДНК и механизмах ее фор-
мирования, начиная с открытия двойной спирали до наших дней. Прослеживаются пути и методы
моделирования пространственной структуры на разных этапах исследования главной молекулы
жизни. На основании результатов расчетов внутримолекулярных и межмолекулярных взаимодей-
ствий субъединиц макромолекулы обсуждается удивительная целесообразность ее молекулярной
структуры, ее приспособленность к выполнению важнейших биологических функций. Приводятся
новые данные о существенном вкладе химически однородного конформационно лабильного саха-
ро-фосфатного остова в формирование пространственной структуры ДНК, зависящей от последо-
вательности оснований. Многообразие конформационных возможностей ДНК проявляется в обра-
зовании как дуплексов (а также триплексов и квадруплексов) с разной геометрией пар оснований,
так и дуплексов с уотсон-криковскими парами нуклеозидов, содержащих локальные конформации,
соответствующие разным областям торсионных углов сахаро-фосфатного остова (разным конфор-
мационным классам). Эти классы, на основании наших расчетов, могут быть разделены на две груп-
пы. К первой группе относятся те локальные конформации, в которых торсионные углы близки к
одному из минимумов энергии его изолированного минимального повторяющегося фрагмента, а
ко второй – конформации, в которых один или несколько из этих углов отличаются от ближайшего
минимума более, чем на 30°. Закономерности формирования локальной пространственной струк-
туры этих двух групп существенно отличаются. 

Ключевые словa: ДНК, пространственная структура, многообразие конформаций, сахаро-фосфатный
остов, компьютерное моделирование, молекулярная механика, теория функционала плотности,
неэмпирические расчеты. 
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НЕМНОГО ИСТОРИИ
Открытие в 1953 году Дж. Уотсоном и Ф. Кри-

ком пространственной структуры ДНК [1] дало,
хотя пока только в принципе, ответ на вопрос о
том, как, с точки зрения физики, могут воспроиз-
водиться и развиваться живые системы. Из моде-
ли, содержащей две комплементарные полинук-
леотидные цепочки, с азотистыми основаниями
4 типов и повторяющимися фрагментами хими-
чески однородного сахаро-фосфатного остова
(СФО), следуют, в общих чертах, механизмы хра-

нения, воспроизведения, использования и эво-
люционных изменений генетического материала.
С тех пор изучению этого биополимера посвяще-
ны многие тысячи исследований, выполненных с
применением широкого спектра эксперимен-
тальных и теоретических методов. К настоящему
времени (по состоянию на 9 ноября 2022 г.) в базе
данных нуклеиновых кислот NDB [2] собраны
координаты атомов более 12432 структур фраг-
ментов нуклеиновых кислот и их комплексов с
другими молекулами, построенных по экспери-
ментальным данным и с привлечением расчетно-
теоретических методов. Этот постоянно попол-
няющийся материал позволяет делать все более
интересные новые обобщения о Главной Моле-
куле Жизни и механизмах ее биологического

Сокращения: СФО – сахаро-фосфатный остов, ММ –
молекулярная механика, дДМФ – дезоксидинуклеозид
монофосфат, кдДМФ – комплекс комплементарных
дДМФ, УКД – уотcон-кpиковcкие дуплекcы, КК –
конформационный класс дДМФ.

УДК 577.2
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функционирования. Более 60 лет назад, будучи
студентом кафедры биофизики физического фа-
культета МГУ, по предложению и под руковод-
ством Льва Александровича Блюменфельда пер-
вый автор этой статьи начал заниматься исследо-
ванием ДНК и ее компонентов [3], что и
продолжает делать все последующие годы своей
научной деятельности. 

Эта статья состоит из двух частей, в первой из
которых кратко описывается развитие представ-
лений о ДНК, ее пространственной структуре,
конформационной подвижности и вкладe субъ-
единиц в свойства этой удивительной макромо-
лекулы, необходимые для выполнения ею своих
функций. На примере некоторых прошлых ис-
следований прослеживается развитие методов
молекулярного моделирования и его вклад в фор-
мирование современных представлений о ДНК
как о конформационно лабильном и структурно
многообразном биополимере. Во второй части
статьи приводятся некоторые новые результаты
исследований, выполненных авторами данной
публикации в последние месяцы, как иллюстра-
ция продолжающегося по мере накопления экс-
периментальных данных и расширения возмож-
ностей применения расчетно-теоретических ме-
тодов уточнения наших представлений о
«неисчерпаемой» макромолекуле ДНК. 

Первые результаты молекулярного моделирова-
ния. Само открытие двойной спирали ДНК в 1953
г. (как и открытие двумя годами ранее структур
регулярных α- и β-участков белка) стало возмож-
ным благодаря молекулярному моделированию,
что в то время означало «ручное» построение мо-
дели молекулы из проволочных, картонных и де-
ревянных фрагментов, обозначающих атомы, хи-
мические связи и целые субъединицы макромо-
лекулы. Успех в построении модели ДНК
объясняется не только «мощной интуицией» ав-
торов этого открытия, но и комплексным исполь-
зованием при построении модели результатов
экспериментальных исследований физическими
(рентгеноструктурный анализ волокон ДНК и ее
субъединиц), химическими (молекулярная
структура мономеров, таутомерные формы осно-
ваний и водородные связи между ними) и биоло-
гическими (правила Чаргаффа) методами. Такое
«ручное» моделирование на новом уровне, с ис-
пользованием профессионально разработанных
и промышленно изготовленных пластиковых мо-
делей атомов и химических связей, потом еще не
одно десятилетие (до того, как персональные
компьютеры стали общедоступными) широко ис-
пользовалось для построения и визуализации
фрагментов нуклеиновых кислот и их комплек-
сов с другими молекулами. 

До конца 70-х годов прошлого века модели
пространственной структуры макромолекулы

ДНК основывались на результатах рентгено-
структурных исследований волокон синтетиче-
ских полинуклеотидов с повторяющимися моно-,
ди- и тринуклеотидными последовательностями
[4]. По таким данным были построены более де-
тальные, чем по первым, «до-уотсон-криков-
ским» данным, модели регулярных дуплексов. Их
пространственные структуры оказались завися-
щими от повторяющейся нуклеотидной последо-
вательности, от содержания в образце воды и
противоионов, но для заключения о возможности
непрерывного изменения конформационных па-
раметров в зависимости от окружения и об изме-
нении локальной пространственной структуры
вдоль цепи прямых структурных данных было не-
достаточно; этот вопрос и не обсуждался. Начи-
ная с 60-х годов прошлого века необходимость
молекулярного моделирования с использованием
расчетно-теоретических методов становилась все
более очевидной. При этом уже в первые десяти-
летия после открытия Уотсона и Крика было яс-
но, что это моделирование должно основываться
на приближенных классических (или полуклас-
сических) представлениях. Достаточно строгие
квантово-механические методы, по необходимо-
сти, приближенные в применении к любым мно-
гоатомным системам, еще долго не могли быть
успешно применимы к количественным оценкам
энергии и конформационных характеристик да-
же простых фрагментов ДНК. Тем временем ме-
тод молекулярной механики (ММ), хоть и под
другими названиями, уже успешно применялся к
исследованиям органических молекул и их кри-
сталлов. Описание принципов метода ММ, его
истории и современного (на тот период) состоя-
ния приведено в главе, написанной первым авто-
ром этой статьи [5]. Здесь мы только упомянем
основные черты этого метода, важные в связи с
его ролью в изучении пространственной структу-
ры ДНК от первых приближенных оценок до на-
стоящего времени, когда применение квантово-
механических методов стало не только необходи-
мым, но и реально возможным, хотя пока для
изучения только сравнительно простых фрагмен-
тов ДНК. Метод ММ можно рассматривать как
обобщение и количественное представление, с
помощью математических выражений, схемати-
ческого изображения молекул в классической хи-
мии. Набор таких выражений вместе с численны-
ми коэффициентами для расчета энергии моле-
кулы или надмолекулярного комплекса называют
силовым полем. ММ – это метод классической
физики, метод «механистического» (то есть с по-
мощью ньютоновской механики) описания кван-
товых систем. Важной чертой метода ММ являет-
ся предположение об аддитивности энергий взаи-
модействия отдельных атомов и взаимодействий
разной физической природы. Хотя каждому типу
взаимодействий (например, кулоновскому, дис-
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персионному или изменению длин связей и ва-
лентных углов) соответствует свой член суммар-
ной энергии, физический смысл имеет только об-
щая энергия, которая может быть сопоставлена с
экспериментальными данными, а не отдельные
слагаемые, которые могут существенно отличать-
ся в разных силовых полях. Этот метод, внесший
существенный вклад в первые десятилетия изуче-
ния ДНК, до сих пор остается единственно воз-
можным для моделирования крупных фрагмен-
тов биополимеров, а также для предварительных
оценок конформационных состояний и конфор-
мационных возможностей их фрагментов перед
расчетами более строгими, но все равно прибли-
женными, и более затратными квантово-механи-
ческими методами. 

Первые оценки энергии взаимодействий в ДНК.
Несмотря на появившийся сразу же после откры-
тия двойной спирали интерес физиков, физико-
химиков и математиков к деталям строения ДНК,
к изучению взаимного влияния ее субъединиц и
взаимодействий разной физической природы,
первая публикация, содержащая попытку оце-
нить количественно, хоть и очень приближенно,
вклад некоторых взаимодействий в формирова-
ние и стабильность двойной спирали, появилась
только в конце первого десятилетия после откры-
тия Уотсона и Крика. В 1962 г. Де Во и Тиноко [6]
опубликовали первые количественные оценки
энергии взаимодействия между основаниями в
модели ДНК, используя приближение молеку-
лярных точечных диполей, то есть расчет взаимо-
действий точечных диполей, помещенных в цен-
тры оснований, расположенных как в модели
В-формы двойной спирали. Суммарная энергия
взаимодействия между двумя основаниями в паре
или в стопке предполагалась равной сумме взаи-
модействий постоянных диполей (кулоновские
электростатические взаимодействия), постоян-
ного диполя одной молекулы с индуцированным
диполем другой (индукционные взвимодействия)
и между двумя индуцированными диполями
(лондоновские дисперсионные взаимодействия).
Такое приближение не позволило получить даже
качественно правильные результаты (например,
энергия взаимодействия в комплементарной паре
А:Т получалась положительной), но сама пробле-
ма количественной оценки изменения энергии
при образовании или при изменении конформа-
ции ДНК была сформулирована и привлекла
внимание целого ряда исследователей (включая
первого автора этой статьи). Вскоре в работе
Д. Бредли с соавторами [7] было показано, что та-
кое «дипольное» приближение непригодно для
оценки взаимодействия оснований, независимо
от локализации диполей и замены точечных ди-
полей «реальными», то есть имеющими размеры.
Авторы работы [7] предложили «монопольное
приближение», они вычисляли энергию взаимо-

действия молекул, предположив, что главный
вклад в энергию взаимодействия оснований вно-
сят взаимодействия постоянных зарядов, поме-
щенных на каждом из атомов одной молекулы с
зарядами на атомах другой молекулы, а сами за-
ряды при этом вычислялись с помощью полуэм-
пирических методов квантовой химии. Это было
первым указанием на необходимость расчета
атом-атомных взаимодействий в теоретических
исследованиях пространственной структуры
ДНК. В работе Нэша и Бредли [8] это приближе-
ние было использовано для поиска минимумов
энергии взаимодействия между двумя основани-
ями, находящимися в одной плоскости. При этом
учитывались и ван-дер-ваальсовы взаимодей-
ствия в приближении модели «твердых тел», то
есть атомы не могли располагаться ближе друг к
другу, чем сумма их ван-дер-ваальсовых радиу-
сов. Полученные в работе 27 минимумов энергии
соответствуют взаимным положениям оснований
с водородными связями, которые практически
совпадают с полученными позже самыми разны-
ми расчетными методами (включая наиболее
строгие из возможных квантово-механических
методов и последние версии силовых полей ММ).
В следующих работах, которые можно рассматри-
вать как продолжение работ Брэдли с соавторами
[7, 8], для расчетов взаимодействия между осно-
ваниями ДНК были предложены модели, пред-
ставляющие каждую молекулу в виде совокупно-
сти точечных зарядов, диполей и квадруполей,
расположенных не только на атомах, но и на свя-
зях [9], которые рассчитывались методами кван-
товой механики, но представляли собой хоть и
усложненное, но все равно классическое пред-
ставление квантовой системы. Результаты таких
расчетов (см., например, работы [9, 10]) уже тогда
не имели преимуществ по сравнению с результа-
тами «классической» молекулярной механики, а
теперь могут представлять интерес только для ис-
тории изучения внутримолекулярных взаимодей-
ствий в ДНК. 

Применение метода молекулярной механики на
первых этапах изучения пространственной структу-
ры ДНК. Широкое использование и выработка
параметров метода MM для применения к расче-
там нуклеиновых кислот начались через несколь-
ко лет после того, как этот метод уже успешно
применялся к исследованию пространственной
структуры и взаимодействий белковых фрагмен-
тов. Эту ситуацию можно объяснить «специаль-
ной ролью» ДНК как носителя генетической ин-
формации, для которого можно было бы ожидать
«специфических» сил между основаниями, кото-
рые являются сопряженными молекулами с дело-
кализованной π-электронной системой. В то вре-
мя бытовало мнение, что электронный обмен
между основаниями в комплементарных парах и
обменные взаимодействия в стопках параллель-
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ных оснований вносят решающий вклад в биоло-
гическое функционирование ДНК. Потребова-
лось несколько лет, прежде чем А. Пуллман и
Б. Пуллман, пионеры применения квантово-ме-
ханического подхода к биологическим молеку-
лам, написали: «Возможные вклады резонансной
энергии стабилизации посредством делокализа-
ции электронов через водородные связи для гори-
зонтальных взаимодействий и перекрывание их
электронных облаков или перенос заряда для вер-
тикальных взаимодействий, оказывается, много
меньше по порядку величины, чем стабилизация,
обусловленная силами Ван-дер-Ваальса–Лондо-
на» [11]. Однако интересно отметить, что несмот-
ря на «отставание» в применении ММ к нуклеи-
новым кислотам по сравнению с его применени-
ем к белкам, некоторые, теперь кажущиеся
очевидными, нововведения в ММ для исследова-
ния биополимеров были сначала предложены для
расчетов нуклеиновых кислот и только затем ис-
пользованы в расчетах белков. Например, это уже
упоминавшийся выше учет взаимодействия меж-
ду эффективными зарядами на атомах и разные
параметры для разных электронных конфигура-
ций одного и того же типа атомов. 

Первый автор данной статьи оказался первым
исследователем, начавшим в 1967 г. применять
молекулярную механику (этот термин, как и тер-
мин «силовое поле», не применялся тогда к по-
добным расчетам) к теоретическому изучению
взаимодействий между субъединицами (сначала
только между азотистыми основаниями) ДНК
[12] и предложившим для этого самосогласован-
ный набор потенциальных функций. При этом
предполагалась усредненная по эксперименталь-
ным данным геометрия каждого из оснований.
Для сравнения, в предложенных несколько позд-
нее параметрах Шераги для расчетов белков [13]
предполагалась фиксированной геометрия пеп-
тидной группы и некоторых аминокислот. Энер-
гия каждого из атом-атомных взаимодействий
содержала электростатический член, индукцион-
ную составляющую (вскоре исключенную по
причине малого вклада для наших систем и для
избегания учета неаддитивности атом-атомных и
фрагмент-фрагментных взаимодействий) и чле-
ны, соответствующие лондоновской дисперсион-
ной энергии и близкодействующему отталкива-
нию. При этом заряды на атомах рассчитывались
простейшими полуэмпирическими методами
квантовой химии (параметризованными так, что-
бы воспроизводить дипольные моменты рассмат-
риваемых и подобных им молекул). Коэффици-
енты члена дисперсионной энергии первоначаль-
но оценивались по приближенной формуле
Лондона (и поэтому изначально зависели от элек-
тронной конфигурации атома), а для оценки
близкодействующего отталкивания использова-
лись несколько увеличенные (в отличие от мно-

гих существовавших тогда силовых полей) ван-
дер-ваальсовы радиусы атомов. На следующем
этапе эти коэффициенты были уточнены по ре-
зультатам расчетов молекулярных кристаллов
родственных соединений. Предложенный набор
коэффициентов был затем дополнен нами путем
включения параметров для учета взаимодействий
сахаро-фосфатного остова [14] и взаимодействий
с молекулами воды [15]. Эта простая атом-атом-
ная схема, коэффициенты которой уточнялись
(как и для всех силовых полей ММ) по мере появ-
ления новых экспериментальных данных, широ-
ко использовалась в 70-х и 80-х годах прошлого
века не только нами и нашими коллегами, но и
другими исследователями. С помощью этой схе-
мы удалось объяснить ряд экспериментальных
данных, а также предсказать некоторые свойства
ДНК до появления данных эксперимента. К та-
ким предсказаниям можно отнести предсказание
возможности значительных изменений конфор-
мационных параметров двойной спирали без су-
щественного изменения энергии [16], путей воз-
никновения всех транзиций и трансверсий при
биосинтезе ДНК [17] и структуры фрагментов
ДНК с «неправильными» парами оснований [18].
Первые экспериментальные данные о структуре
фрагментов дуплекса с «неправильными» парами
появились вскоре после наших публикаций на
эту тему. До этого основным путем включения в
ДНК «неправильных» оснований при биосинтезе
считался переход одного из оснований образую-
щейся пары в редкую таутомерную форму с со-
хранением геометрии СФО каждой цепочки и
взаимного положения двух цепочек [19], как было
предложено еще Уотсоном и Криком [1].

Теперь это силовое поле, не учитывающее не-
которые слагаемые суммарной энергии (что было
вполне оправданно для наших систем, предпола-
гающих фиксированными длины химических
связей и многие валентные углы), только иногда
используется нами и нашими коллегами. Это свя-
зано не с тем, что разработаны более адекватные
методы, а с переходом практически всех исследо-
вателей, применяющих методы ММ (а ранее и
квантовой механики), к использованию стан-
дартных компьютерных программ со встроенны-
ми силовыми полями, позволяющих проводить
расчеты широкого спектра молекулярных ком-
плексов и не предполагающих возможность из-
менений или дополнений силовых полей каждым
пользователем. В те годы прошлого века, когда
предлагались и широко использовались наши па-
раметры, компьютерные программы, как прави-
ло, составлялись и модифицировались самими
исследователями и их коллегами применительно
к конкретной задаче. Предложенные нами более
полувека назад параметры метода ММ конечно
же требуют (как и параметры других силовых по-
лей) дополнительного уточнения с использова-
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нием более широкого набора экспериментальных
данных и наиболее строгих результатов квантово-
механических расчетов, но и в прежнем виде они
до сих пор дают в некоторых случаях более адек-
ватные результаты расчетов простых фрагментов
ДНК, чем силовые поля, разработанные и уточ-
ненные в этом веке [20]. Но наше силовое поле не
может быть использовано в новых версиях совре-
менных, разработанных коллективами програм-
мистов-профессионалов, наиболее распростра-
ненных программ, таких как АМBER [21] или
CHARMM [22]. 

Экспериментальное изучение пространственной
структуры фрагментов ДНК на атомарном уровне и
ее конформационная подвижность. Новый этап ис-
следований пространственной структуры нукле-
иновых кислот начался в 1980-х годах прошлого
века с появлением возможности получения и
рентгенографического исследования монокри-
сталлов фрагментов двойной спирали (впослед-
ствии и других конформаций полинуклеотидов).
Результаты для первого такого фрагмента, само-
комплементарного додекануклеотида dCdGdC-
dGdAdAdTdTdCdGdCdG, часто называемого до-
декамером Дрю–Дикерсона [23], сначала показа-
лись неожиданными и вызывающими сомнения.
Оказалось, что конформационные параметры
(как торсионнын углы СФО и упаковка колец
дезоксирибозы, так и взаимные положения осно-
ваний в соседних парах) изменяются в широких
пределах и зависят от последовательности осно-
ваний. В последующие годы усилиями исследова-
телей разных стран были кристаллизованы и рас-
шифрованы десятки полинуклеотидных фраг-

ментов, анализ которых демонстрировал
широкий диапазон изменения локальных кон-
формационных параметров двойной спирали в
пределах «канонических» В- и А-семейств кон-
формаций. Возможность таких согласованных
изменений конформационных параметров (в
частности, изменений торсионных углов в преде-
лах 30о) и зависимость локальной конформации
двойной спирали от последовательности основа-
ний, ранее предсказанные расчетами методом
ММ (например, [16]) и казавшиеся очевидными
из общих теоретических соображений, становят-
ся общепринятыми. С тех пор количество опи-
санных на атомарном уровне структур фрагмен-
тов нуклеиновых кислот и их комплексов увели-
чивается с каждым годом (и месяцем), также
расшифровываются все более сложные структу-
ры. Анализ этих данных (собранных в базе дан-
ных NDB [2]) позволяет не только делать новые
обобщения о пространственной структуре ДНК в
связи с ее биологической функцией, но и ставит
перед исследователями новые вопросы. В следу-
ющих разделах мы обсуждаем часть этих вопро-
сов, основываясь на результатах наших расчетов
элементарных фрагментов ДНК, выполненных в
последние пятнадцать лет, и приведем некоторые
наши новые данные о вкладе отдельных субъеди-
ниц ДНК в ее биологическое функционирование. 

МЕТОДИКА PАCЧЕТОВ

Pаccматpиваемые cиcтемы. Pассматpиваютcя
элементарные фpагменты одиночной цепи ДНК
(нейтpализованные ионом Na+ дезокcидинук-
леозид-монофоcфаты (дДМФ) и двойной
cпиpали (комплементарные комплекcы дДМФ –
кдДМФ), а также молекулы, соответствующие
элементарным фрагментам сахаро-фосфатного
остова, то есть дДМФ, в которых оба основания
заменены на атомы водорода. Молекулярная
структура одного из дДМФ и обозначения его
торсионных углов представлены на рис. 1. Гео-
метрические характеристики дДМФ соответству-
ют таковым для динуклеотидных фрагментов,
рассматриваемых Шнейдером и др. [24] в их ана-
лизе и классификации конформаций элементар-
ных фрагментов цепи ДНК.

В таком фpагменте pеализуютcя вcе
cущеcтвенные для конфоpмационного cоcтояния
цепи взаимодейcтвия cоcедниx cубъединиц (меж-
ду оcнованиями, оcнований cо cвоим и cоcедним
cаxаpом, между cоcедними cаxаpами, обоиx оcно-
ваний и cаxаpов c фоcфатной гpуппой, а также
каждой из cубъединиц c ионом Na+). Элементар-
ные фрагменты двойной спирали, кдДМФ, вклю-
чают также взаимодействия между субъединица-
ми комплементарных цепей, а элементарные
фрагменты СФО исключают влияние оснований

Рис. 1. Молекулярная структура и обозначения торси-
онных углов сахаро-фосфатного остова дДМФ
(dGpdА).



БИОФИЗИКА  том 68  № 2  2023

УДИВИТЕЛЬНАЯ МАКРОМОЛЕКУЛА ДНК 297

и позволяют оценить вклад монотонного остова в
формирование локальных конформаций поли-
нуклеотида. При подготовке структур к расчетам
начальную конфигурацию каждого из фрагмен-
тов строили по кооpдинатам атомов соответству-
ющиx фрагментов экспериментально определен-
ныx структур комплементарных дуплексов, при-
веденныx в банке данных нуклеиновых кислот.
При этом атомы водорода и ионы натрия поме-
щались в их наиболее вероятные положения. 

Методы расчетов. Описание и обоснование
методов расчета энергии систем и используемых
при этом программ приводится в каждой из на-
ших предыдущих публикаций. Здесь мы только
упомянем методы и программы, с помощью кото-
рых были получены неопубликованные ранее ре-
зультаты. Для расчетов энергии и поиска ее ло-
кальных минимумов методом ММ был использо-
ван программный комплекс AMBER [21] с
силовым полем BSC1 [25]. Полученные при этом
результаты обозначены в таблицах как ММ. Рас-
четы квантово-механическими методами прово-
дили с использованием программного комплекса
Gaussian09 [26]. Результаты, полученные с их
применением обозначены как РВЕ (метод теории
функционала плотности с функционалом РВЕР-
ВЕ и базисным набором волновых функций 6-
31G*), M05-2X (метод теории функционала плот-
ности с функционалом M05-2X, учитывающим
дисперсионные взаимодействия, с тем же базис-
ным набором) и МР2 (квантово-механический ab
initio метод с использованием базисного набора 6-
31G**). Все минимумы энергии, найденные кван-
тово-механическими методами, были подтвер-
ждены расчетами частот колебаний. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Удивительная целесообразность молекулярной

структуры ДНК и многообразие ее конформаций.
Эволюционная приспособленность структуры
ДНК к выполнению ее генетических функций
была отмечена сразу же после открытия Уотсо-
ном и Криком двойной спирали. Сочетание в
макромолекуле практически жестких и плоских
субъединиц (двух пуриновых (pur) и двух пири-
мидиновых (pyr) оснований, образующих ком-
плементарные пары) с химически однородным и
конформационно лабильным сахаро-фосфатным
остовом позволяет как xранить информацию (об-
разовывать достаточно стабильную двойную
cпиpаль), так и cчитывать и копировать ее (при
расплетании спирали). В первые же годы после
построения модели двойной спирали была отме-
чена важность различия в стабильности двух пар
оснований (Аde:Тhy с двумя водородными связя-
ми и Gua:Cyt с тремя водородными связями), а
также отличий в форме и размерах между двумя
типами оснований (между пуринами и пирими-

динами) в уотсон-криковских парах. Уотсон-
криковские дуплексы (УКД) имеют ряд интерес-
ных конформационных особенностей, некото-
рые из которых мы проанализируем здесь с при-
влечением результатов наших расчетов [27–34],
выполненных в течение последних 15 лет. Эти
данные иллюстрируют вклад пространственной
структуры УКД в функционирование генетиче-
ского материала и вклад молекулярной структуры
субъединиц полинуклеотидной цепи в формиро-
вание ее уникальной пространственной структу-
ры. Мы будем обозначать как «УКД» любые анти-
параллельные полинуклеотидные дуплексы, со-
держащие комплементарные уотсон-криковские
пары оснований и оба нуклеозида в анти-ориен-
тации основания относительно сахара. Это опре-
деление отличается от принятого по умолчанию
со времен открытия двойной спирали представ-
ления о УКД как о канонической А- или В-кон-
формации (или, потом, о соответствующих се-
мействах конформаций) тем, что включает воз-
можность существования в УКД разных областей
торсионных углов СФО. 

Уже первыe наши расчеты [27], проведенные
для нескольких дДМФ с использованием в каче-
стве начальной стандартной В-конформации,
позволили выявить ряд интересных особенно-
стей формирования пространственной структуры
ДНК. В следующих работах эти результаты были
распространены на дДМФ всех 16 возможных по-
следовательностей нуклеозидов в ВI- и АI-кон-
формациях, а затем и в AII- и BII-конформациях
(в последнем случае это оказалось преждевремен-
ным; отсутствие экспериментальных данных для
многих последовательностей не позволило тогда
обнаружить, что для BII-конформаций эти зако-
номерности более сложны [34]). 

Результаты расчетов показали, что для дДМФ
с любой нуклеозидной последовательностью есть
локальные минимумы энергии с конформацион-
ными параметрами, характерными для АI- и ВI-
семейств конформаций, то есть существование
этих конформаций предопределено молекуляр-
ной структурой элементарных фрагментов оди-
ночной цепи. Этот вывод объясняет эволюцион-
ный выбор полинуклеотидной химической
структуры как вещества наследственности. В этих
же работах было показано, что в минимумах
энергии дДМФ с последовательностями основа-
ний «pur–pur» или «pur–pyr» наблюдается суще-
ственное перекрывание колец соседних по цепи
оснований, а для дДМФ с последовательностями
«pyr–pur» и «pyr–pyr» перекрывание незначи-
тельно или совсем отсутствует. Эта закономер-
ность, обнаруженная Р. Дикерсоном в 1998 г. [35]
в тогда еще не столь многочисленных построен-
ных по экспериментальным данным структурах и
наблюдаемая для «канонических» ВI- и АI-кон-
формаций УКД (а также, как мы обнаружили



298

БИОФИЗИКА  том 68  № 2  2023

ПОЛТЕВ и др.

впоследствии, и некоторых других конформа-
ций), определяется взаимодействиями в элемен-
тарном фрагменте одной цепи дуплекса, дДМФ.
Анализ результатов расчетов показал, что направ-
ленность cаxаpо-фосфатного остова и пpедпо-
чтительные облаcти его торсионныx углов вмеcте
c различиями геометрии пуринов от пиримиди-
нов определяют зависимость пространственной
структуры этих конформаций УКД от нуклеотид-
ной последовательности. Расчеты элементарного
фрагмента СФО показали, что торсионные углы
экспериментально наблюдаемых ВI- и АI-кон-
формаций УКД близки (в пределах 30о) к локаль-
ным минимумам СФО. Мы подробнее обсудим
конформационные возможности СФО ниже, ис-
пользуя наши новые данные. Здесь же укажем
только на тот вывод, что химически однородный
СФО вносит существенный вклад не только в
формирование различных конформаций УКД, но
и в зависимость пространственной структуры
УКД от последовательности оснований. Другие
полинуклеотидные дуплексы, не-УКД, такие как
левоспиральные Z-формы, параллельные и хуг-
стиновские дуплексы или дДМФ с не-уотсон-
криковскими парами, не обеспечивают эту cтоль
важную для биологической роли ДНК зависи-
моcть [32]. 

Уже в 80–90-х годах прошлого века рассмотре-
ние конформационных характеристик фрагмен-
тов ДНК, депонированных в базе данных NDB,
показало, что конформационное разнообразие
минимальных фрагментов одиночной цепи ДНК
не ограничивается только А-, В- и Z-семействами
(последнее семейство не относится к УКД, по-
скольку имеет син-ориентацию сахара относи-
тельно основания, то есть другую область глико-
зидного торсионного угла χ пуриновых нуклеози-
дов, поэтому здесь мы такие конформации не
рассматриваем). В-семейство было подразделено
на два – ВI («классическую» В-форму) и BII, от-
личающиеся между собой областями двух торси-
онных углов ζ и ε (рис. 1). Если для семейства ВI
эти углы находятся в областях гош− и транс соот-
ветственно, то для семейства ВII эти области из-
меняются на транс (ζ) и гош− (ε). После обнару-
жения конформаций ВII были выявлены фраг-
менты, соответствующие дДМФ, с локальной
конформацией АII (отличающейся от АI областя-
ми углов α и γ), а также целый ряд других локаль-
ных конформаций, в том числе такие, которые
содержат один нуклеозид, имеющий гликозид-
ный торсионный угол χ и упаковку дезоксирибо-
зы, характерную для формы В (С2’-эндо или
близкие), а другой нуклеозид, имеющий эти ха-
рактеристики, типичные для формы А (упаковка
сахара С3’-эндо). Б. Шнейдер с соавторами (см.,
например, работы [24, 36, 37]) уже более десяти
лет проводят анализ и классификацию конфор-

маций элементарных фрагментов полинуклео-
тидной цепочки. В последних публикациях они
обозначают классы этих фрагментов как NtC, ди-
нуклеотидный конформационный класс, кото-
рый соответствует рассматриваемым нами кон-
формациям дДМФ. Мы будем далее обозначать
эти конформационные классы как КК и анализи-
ровать, основываясь на результатах расчетов, от-
личие геометрических и энергетических характе-
ристик экспериментально обнаруженных и опти-
мизированных конформаций элементарных
фрагментов, принадлежащих разным классам.
Оказалось, что многие из экспериментально на-
блюдаемых КК имеют области торсионных углов
СФО, совместимые с УКД. В основном эти КК
мы рассматриваем в наших последних работах.
Не останавливаясь на деталях отнесения конфор-
маций дДМФ к тому или иному классу, отметим
только, что ВI-конформация относится к классу
ВВ00, ВII – к классу ВВ07, АI – к классу АА00.
Встречается также целый ряд других КК, обозна-
чающихся как ВВ (оба нуклеозида в В-подобной
конформации), например, ВВ04 (промежуточ-
ный между ВВ00 и ВВ07) или ВВ12 (где торсион-
ные углы α, β и γ находятся в областях, отличных
от ВВ00 и ВВ07) и классы с обозначениями АВ
(первый нуклеозид в форме А, второй – В) и ВА
(первый нуклеозид имеет конформацию В, вто-
рой – А). Различия конформаций дДМФ, при-
надлежащих к трем КК (ВВ00, ВВ07 и ВВ12) и
торсионные углы, вызывающие это отличие, по-
казаны на рис. 2. На рис. 3 различия структуры
СФО этих КК продемонстрированы их наложе-
нием, так, чтобы гликозидные связи в 5’-нуклео-
зиде всех трех структур совпадали. 

Важно отметить, что, если на первых этапах
исследования пространственной структуры ДНК
рассматривались различия характеристик фраг-
ментов двойной спирали, состоящих из несколь-
ких нуклеотидных пар (включая число пар на ви-
ток, положение оснований одной пары относи-
тельно другой и относительно оси спирали,
взаимное положение оснований в паре), то экс-
периментально обнаруженное многообразие КК
относится к элементарным фрагментам одной
полинуклеотидной цепи. Многие структуры с
фрагментами УКД, координаты которых имеют-
ся в базе данных NDB, содержат элементарные
фрагменты полинуклеотидных цепей, отноящие-
ся к нескольким КК. Это ставит задачу исследо-
вания причин такого многообразия и вклада вза-
имодействий субъединиц цепи в образование
разных КК, а также задачу выяснения роли этого
многообразия и отдельных КК в биологическом
функционировании ДНК. Некоторые последние
наши результаты на пути решения этих задач об-
суждаются в следующем разделе. 

Роль сахаро-фосфатного остова в формирова-
нии и конформационных особенностях разных
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классов уотсон-криковских дуплексов. Само суще-
ствование разных конформационных классов, то
есть разных наборов торсионных углов СФО дуп-
лексов, соответствующих В- или А- структурам
ДНК, наводит на мысль о важной роли СФО. Мы
сделали вывод об этой роли в первой же работе,
посвященной квантово-механическому исследо-
ванию минимальных фрагментов полинуклео-
тидной цепи [27], до того, как многообразие КК

было систематизировано и классифицировано в
работах Б. Шнейдера с соавторами (см., напри-
мер, работу [24]). В последующих работах [30, 31]
мы показали, что направленность cаxаpо-фос-
фатного остова и предпочтительные области его
торсионныx углов вместе c различиями геомет-
рии пуринов от пиримидинов определяют зави-
симость пространственной структуры ВI- и АI-
конформаций УКД от нуклеотидной последова-
тельности. Многообразие экспериментально на-
блюдаемых КК УКД ставит вопрос о механизмах
их формирования, о роли взаимодействий субъ-
единиц ДНК в том, что в УКД реализуются раз-
ные наборы торсионных углов, совместимые с та-
кой структурой. Можно было бы предположить,
что это многообразие связано с внешними факто-
рами (например, с взаимодействиями с другими
молекулами в кристалле), но анализ конформа-
ционных предпочтений разных нуклеотидных
последовательностей указывает на то, что это не
может быть не только единственной, но и глав-
ной причиной существования разных КК. Опре-

Рис. 2. Конформации дДМФ (dTpdT), принадлежащие
трем КК. Стрелками обозначены торсионные углы,
области значений которых различаются в разных КК.

Рис. 3. Конформации СФО трех КК УКД (ВВ00 –
черный цвет, ВВ07 – светлый, ВВ12 – серый),
наложенные так, чтобы совпадали положения атомов
С1  и направления гликозидных связей в
полинуклеотидной цепи С5' нуклеозида. Сферами
обозначены атомы водорода, на которые заменены
основания цепи при построении СФО по координатам
соответствующего дДМФ. 
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деляющей является роль молекулярной структу-
ры самой ДНК. 

В течение последних нескольких лет мы про-
вели расчеты и оптимизацию широкого набора
дДМФ, кдДМФ и СФО, соответствующих 16 ча-
сто встречающимся КК, в которых представлены
различные наборы торсионных углов СФО, сов-
местимые с УКД. Предварительные результаты
анализа этих расчетов были нами недавно опуб-
ликованы [34], подробное описание значитель-
ной части этой работы приведено в диссертации
В. Домингез и будет опубликовано позднее, по-
сле более углубленного анализа и дополнитель-
ных расчетов. Рассматриваемые КК включают
как наиболее изученные ранее конформации, та-
кие как ВВ00 (канонические структуры семейства
ВI), ВВ07 (ВII), АА00 (АI) и АА01 (АII), так и ряд
других, достаточно часто встречающихся в банке
данных. Среди них – семь КК с обоими сахарами,
характерными для В-конформаций (BB02, BB04,
BB07, BB12, BB13, BB10 и BB15), а также пять КК
с одним из сахаров, характерным для В-конфор-
маций, а другим – характерным для А-конформа-
ций (BA01, BA05, BA08, BA09 и BA16). Количе-
ство дДМФ, относящихся к рассмотренным клас-
сам, превышает 70% от их общего числа в банке
данных, то есть рассмотренная выборка КК мо-
жет считаться вполне представительной, учиты-
вая, что часть дДМФ в структурах фрагментов
ДНК, представленных в банке данных, не соот-
ветствует УКД (например, Z-конформации,
квадруплексы, одноцепочечные участки), а еще
18.9% дДМФ не отнесены ни к одному из КК [24]. 

Здесь мы сосредоточимся на результатах, от-
носящихся к сахаро-фосфатному остову и приве-
дем дополнительные соображения о важном
вкладе СФО в удивительную целесообразность
молекулярной структуры ДНК, в ее приспособ-
ленность к выполнению важнейших биологиче-
ских функций. Кроме важности этого вклада в
структуру и функционирование ДНК, рассмотре-
ние СФО позволяет на время обойти некоторые
трудности оценки взаимодействий во фрагментах
ДНК, рассмотренные нами недавно [20], в част-
ности, трудности, связанные с учетом стекинг-
взаимодействий оснований и относительных
вкладов стекинга и Н-связей. В результате опти-
мизации геометрии фрагментов СФО нескольких
дДМФ для каждого из рассматриваемых КК, ис-
пользуя разные расчетные методы, было найдено
по несколько локальных минимумов энергии, от-
личающихся между собой значениями торсион-
ных углов (иногда значительно, а иногда в преде-
лах всего нескольких градусов) и энергии (от не-
скольких десятых до нескольких ккал/мол). Было
выявлено, что минимумы энергии СФО для од-
ного КК могут соответствовать торсионным уг-
лам другого КК, а иногда торсионным углам, не
соответствующим ни одному из классифициро-

ванных в работе [24] КК. По этим результатам
каждый из рассмотренных (и, можно предполо-
жить, всех) КК, допускающих образование УКД,
может быть отнесен к одной из двух групп – КК,
имеющие средние экспериментальные значения
торсионных углов, отличающиеся от одного из
локальных минимумов энергии отдельного фраг-
мента СФО этого класса не более чем на 30°, и
КК, для которых хоть один (а большей частью два
или три) из средних торсионных углов экспери-
ментальных структур отличается от его значения
в любом локальном минимуме энергии отдельно-
го СФО этого КК больше, чем на 30° [34]. Хотя
выбор точной величины отличий (30°) в некото-
рой степени субъективен, его обоснованием мож-
но считать то, что соответствующие торсионные
углы экспериментальных структур дДМФ, при-
надлежащих каждому из рассмотренных КК, мо-
гут отличаться друг от друга до 60°, а от средней
величины этого угла – до 30°. Поэтому конфор-
мации первой группы КК будем называть соот-
ветствующими, а второй группы не соответству-
ющими минимумам энергии СФО. Результаты
анализа расчетов дДМФ и кдДМФ указывают на
то, что в подавляющем большинстве этих фраг-
ментов, относящихся к первой группе, соблюда-
ются закономерности формирования простран-
ственной структуры, выявленные нами ранее [27,
31] для «канонических» ВI- и АI-конформаций и
упомянутые в предыдущем разделе. Рассмотре-
ние большего числа экспериментальных структур
и оптимизация геометрии СФО некоторых из них
выявили исключения из этих правил; для некото-
рых КК эти исключения составлятют до 10% про-
анализированных структур. Для понимания при-
чин существования этих исключений предстоит
как более детальный анализ экспериментальных
структур, так и оптимизация разными методами
большего числа дДМФ, кдДМФ и СФО. Для КК,
относящихся ко второй группе, наблюдается бо-
лее сложная картина – хотя для ряда дДМФ со-
блюдаются такие же закономерности, как для КК
первой группы, для других КК второй группы
дДМФ и кдДМФ не могут быть подходящими мо-
делями для предсказания закономерностей фор-
мирования их пространственной структуры, ко-
торая зависит и от взаимодействий с соседними
фрагментами и/или с другими молекулами. Со-
поставление процента дДМФ каждого из КК (по
данным [24] от общего количества дДМФ во
фрагментах ДНК, имеющихся в базе данных
NDB, с их принадлежностью к одной из двух
групп позволяет заключить, что более половины
дДМФ всех рассмотренных нами КК относится к
первой группе. Это более чем в три раза превыша-
ет процент дДМФ в КК, относящихся ко второй
группе. По нашим уточненным данным, конфор-
мационные семейства ВI, АI и АII относятся к
первой группе. Большинство ВII (ВВ07) конфор-
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маций дДМФ, как показало наше рассмотрение,
относятся ко второй группе КК. 

К первой группе относятся девять рассмотрен-
ных КК (АА00, АА01, ВВ00, ВВ01, ВВ10, ВВ12,
ВА01, ВА05, ВА09), ко второй – семь (ВВ02,
ВВ04, ВВ07, ВВ13, ВВ15, ВА08 и ВА16). Торсион-
ные углы СФО, отвечающие одному или несколь-
ким наиболее глубоким минимумам энергии,
рассчитанным разными методами, приведены в
нашей недавней работе [34]. Более глубокий ана-
лиз этих и полученных нами в самое последнее
время результатов расчетов СФО позволяет сде-
лать дополнительные выводы, которые мы иллю-
стрируем здесь на примере нескольких выбран-
ных КК. Среди этих классов – рассмотренные ра-
нее ВВ00, ВВ07, АА00 и классы, отнесенные к
первой группе, - ВВ12, отличающийся от класса
ВВ00 торсионными углами α, β и γ, а также ВА05
и ВА01, отличающиеся от ВВ00 более, чем на 30°,
только углом δ2, связанным с упаковкой кольца
дезокисирибозы второго нуклеозида. 

В табл. 1 приведены средние значения торси-
онных углов СФО для дДМФ этих КК (по дан-
ным работы [24]) и отличия от них рассчитанных
нами разными методами углов отдельных моле-
кул СФО в наиболее глубоком минимуме, для
класса ВВ07 – в двух наиболее глубоких миниму-
мах энергии. Первый из этих минимумов, полу-
ченный оптимизацией СФО одного из дДМФ,
отвечающего КК ВВ07, соответствует наимень-
шему из всех минимумов отклонению от средних
экспериментальных значений торсионных углов
(хотя и большему, чем 30° для одного из них), а
второй – наименьшим относительным значени-
ям энергии. Анализ расчетных данных показал,
что иногда два различных КК могут считаться од-
ним с точки зрения энергии соответствующих
СФО, дДМФ, кдДМФ. Например, к канониче-
скому семейству конформаций ВI следует отне-
сти два КК – ВВ00 и ВВ01, торсионные углы СФО
которых отличаются в среднем всего на 7°, а кон-
формационные параметры в минимумах энергии
СФО, дДМФ и кдДМФ для одинаковых нуклео-
зидных последовательностей совпадают. Одним
классом с точки зрения внутримолекулярных вза-
имодействий можно также считать ВА01 и ВА05,
имеющие такое же среднее отличие значений со-
ответствующих углов СФО одного КК от другого,
близкие значения гликозидных торсионных уг-
лов и общие минимумы энергии СФО. Из анали-
за результатов этой таблицы можно заключить,
что, в подавляющем большинстве случаев, отли-
чия средних экспериментальных значений торси-
онных углов от соответствующих значений в ми-
нимумах энергии СФО, полученных разными ме-
тодами, достаточно малы и часто имеют
одинаковое направление (в сторону больших или
меньших значений по сравнению со средним экс-

периментальным значением для этого класса).
Имеющиеся существенные отличия (например,
угла δ2 класса ВВ12, полученного методом теории
функционала плотности с функционалом M05-
2X) связаны с тем, что мы приводим данные для
наиболее глубокого минимума, а другой, не-
сколько менее глубокий минимум, полученный
этим методом, имеет близкие к полученным дру-
гими методами значения углов. Более близкого
соответствия значений, полученных разными ме-
тодами, трудно и ожидать, учитывая различия ме-
тодов расчета (ab initio, теория функционала
плотности, ММ). При отнесении КК к одной из
двух групп мы старались учесть результаты всех
методов, в большинстве случаев это отнесение
соответствует результатам, полученным каждым
из примененных методов. В некоторых случаях,
правда, приходилось игнорировать результат, по-
лученный одним из методов для одной из не-
скольких рассмотренных конформаций данного
класса. Например, оптимизация СФО методом
МР2 одного из рассмотренных дДМФ, принадле-
жащего к ВВ00 классу, дает структуру, соответ-
ствующую минимуму энергии класса ВА05, тогда
как оптимизация других СФО этим методом и
этого СФО другими методами приводит к мини-
муму, соответствующему КК ВВ00. Подобная си-
туация наблюдалась при оптимизации СФО двух
дДМФ, принадлежащих к КК АА00, а оптимиза-
ция СФО одного из дДМФ, принадлежащих к
классу ВА05, приводила к минимуму, соответ-
ствующему ВВ00. 

Представляет интерес сравнение энергий мо-
лекул, соответствующих минимальным фрагмен-
там СФО разных КК. При расчетах каждым из
применяемых нами методов наиболее глубокий
из минимумов соответствует ВI-семейству кон-
формаций, наиболее часто встречающемуся во
фрагментах ДНК и ее комплексов, представлен-
ных в банке данных. Это относится к найденным
минимумам, как соответствующим определен-
ным КК, так и к минимумам, не соответствую-
щим ни одному из КК; как для рассматриваемых
здесь КК, так и других, в том числе не соответ-
ствующих УКД (например, Z-конформациям). В
табл. 2 приведены значения энергии в наиболее
глубоких минимумах для каждого из рассматри-
ваемых здесь КК, рассчитанные разными метода-
ми и отнесенные к энергии минимума для класса
ВВ00 (и ВВ01). Интересной характеристикой на-
бора торсионных углов СФО, соответствующих
этому классу, является то, что такие же наборы
реализуются в других конформациях дДМФ, на-
пример, в хугстиновских и параллельных дуплек-
сах, а также в квадруплексах. 

Стоит отметить, что мы не проводили систе-
матический конформационный анализ фрагмен-
та СФО. Эта задача требует слишком много ком-
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пьютерного времени и не очень интересна с точ-
ки зрения исследования ДНК. Мы
оптимизировали структуры СФО, соответствую-
щие выбранным КК УКД. Многие другие мини-
мумы СФО могут не соответствовать не только
УКД, но и вообще полинуклеотидной цепочке
из-за слишком коротких контактов атомов осно-
ваний. Такими могут быть и минимумы, получае-

мые при оптимизации геометрии СФО, соответ-
ствующих второй группе КК. 

Отсутствие среди полученных нами миниму-
мов структур с более выгодной, чем для ВI-кон-
формаций, энергией не исключает их существо-
вания, хотя и делает его мало вероятным для КК,
соответствующих УКД. Интересно отметить, что
порядок увеличения энергии СФО при переходе

Таблица 1. Средние значения торсионных углов СФО рассмотренных КК 
КК Метод δ1 ε ζ α β γ δ2

BB00, 
BB01

<BB00> [24] 138 183 258 304 180 44 138
<BB01> [24] 131 181 266 301 176 49 120 

PBE −1 +24 +18 −9 −11 +5 −2
M05-2X +7 +10 +16 −9 −17 +5 +2

MP2 +5 +14 +18 −11 −16 +4 +2
MM +5 +11 +24 −13 −9 +5 0

BA05, 
BA01

<BA05> [24] 131 184 269 296 169 52 104
<BA01> [24] 136 189 255 300 161 53 88 

PBE +6 +24 +14 +5 +4 +4 −11
M05-2X +9 +5 +5 −1 −2 +6 −9

MP2 +9 +24 +17 −8 +4 +4 −4
MM +3 +14 +17 −7 +5 0 +8

BB12

<BB12> [24] 140 196 280 257 76 171 140
PBE −2 +9 −6 +19 +7 +6 −8

M05-2X +1 +7 −2 +14 +3 +7 +25
MP2 +1 +5 −5 +20 +5 +7 −7
MM 0 +2 −4 +24 −3 +15 −2

AA00

<AA00> [24] 82 206 288 293 173 55 82
PBE +20 −19 −12 0 −5 0 +10

M05-2X +20 −24 −11 +1 −3 +2 +19
MP2 +20 −24 −11 +2 −5 +1 +17
MM +16 −21 −4 −3 −1 −2 +29

BB07

<BB07> [24] 144 247 169 297 141 46 141
PBE −15 +31 −12 −5 −16 −3 −3

−8 −49 0 −6 +45 +2 −4
M05-2X −17 +31 −19 −6 −25 −3 +3

−3 −52 −3 −2 +48 +2 +1
MP2 −14 +33 −14 −5 −22 −6 +3

−5 −52 −3 −2 +40 +1 0
MM −12 +29 −12 −2 −37 0 −3

−7 −37 −6 −6 −47 −1 −12 
Примечание. Приведены значения углов в градусах (по данным работы [24]) и отклонения от этих значений
соответствующих углов в наиболее глубоких минимумах энергии, рассчитанных разными методами. В случаях, когда два
КК имеют одинаковый минимум энергии СФО, приведены отклонения от средних значений первого из них. Жирным
шрифтом выделены средние значения торсионных углов каждого КК, отличающиеся от соответствующих значений для
класса ВВ00. Для КК ВВ07 приведены отличия для двух минимумов энергии. Подчеркнуты отличия торсионных углов от
средних для КК большие, чем 30°. 
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от одного КК к другому сохраняется при расчетах
всеми тремя используемыми нами квантово-ме-
ханическими методами (а также в отдельных, не-
систематических расчетах с функционалом PBE и
расширенным набором базисных функций,
6-311G(d)), но не во всех результатах, полученных
методом ММ. 

Анализ результатов оптимизации СФО позво-
ляет заключить, что многие, но не все дДМФ в со-
ставе имеющихся в банке данных двуспиральных
участков ДНК имеют торсионные углы СФО
близкие к локальным минимумам его отдельного
минимального фрагмента. Анализ показывает,
что многие часто встречающиеся КК дДМФ име-
ют конформацию СФО, близкую к наиболее глу-
боким минимумам. Эти результаты можно рас-
сматривать, как дополнительное подтверждение
удивительной целесообразности молекулярной
структуры главной биомолекулы. Вместе с тем
они требуют дополнительных, более широких и
глубоких исследований физической природы и
вклада взаимодействий отдельных субъединиц
ДНК в образование конформаций УКД, не соот-
ветствующих минимумам энергии СФО (отвеча-
ющих КК второй группы). Такие исследования
нами сейчас проводятся. 
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 The Marvelous DNA Macromolecule: Computer Modeling of DNA 3D Structure 
and Diversity of Watson-Crick Duplex Conformations
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The work reviews the development of ideas about the 3D structure of DNA and the mechanisms of its forma-
tion, from the discovery of the Double Helix to the present day. It tracks the methods of modeling the 3D
structure at different stages of the study of the main molecule of life. The discussion underscores a marvelous
expedient in DNA molecular structure and its adaptability to important biological functions based on the re-
sults of calculations of the intra- and intermolecular interactions of macromolecule subunits. The work pres-
ents new data about substantial contribution of chemically monotonous and conformationally f lexible sugar-
phosphate backbone to the formation of sequence-dependent 3D structure of DNA. The diversity of the con-
formational possibilities of DNA is visible both in the formation of duplexes (as well as triplexes and quadru-
plexes) with different geometric parameters for base pairs and in the formation of duplexes with Watson–
Crick nucleoside pairs containing local conformations corresponding to different regions of the torsion angles
of the sugar-phosphate backbone (different conformational classes). Based on our calculations, these classes
can be divided into two groups. The first group includes local conformations in which the torsion angles are
close to one of energy minima of its isolated elemental repeating fragment, and the second group consists of
conformations with one or more of these angles deviating from that of the nearest energy minimum by more
than 30°. The regularities of the formation of the local 3D structure of these two groups differ significantly.

Keywords: DNA, 3D structure, diversity of conformations, sugar-phosphate backbone, computer modeling, molec-
ular mechanics, density functional theory, nonempirical calculations
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Предложен способ определения динамических свойств проводимости потенциал-зависимых
ионных каналов с несколькими последовательно расположенными энергетическими барьерами,
названными воротными частицами, с помощью теории марковских случайных процессов с
непрерывным временем и дискретным множеством состояний. Число состояний принималось
равным числу энергетических барьеров в канале плюс одно. Если принять гипотезу, что случайные
потоки переключающие воротные частицы между открытым и закрытым состояниями являются
пуассоновскими, то математическое описание состояния системы одноименных каналов будет
иметь вид системы линейных дифференциальных уравнений Колмогорова для вероятностей
состояний. С помощью этой модели и результатов испытаний по протоколу «Volt-Clamp»,
представленных в открытой печати, можно получить зависимость фиксированных значений
мембранного потенциала от интенсивностей пуассоновских потоков для многих типов калиевых
каналов. Параметры входящих в уравнение Колмогорова функций, описывающих интенсивность
перехода ионов сквозь канал, восстанавливаются с помощью обобщенного метода наименьших
квадратов. Приводятся примеры определения интенсивностей переходов для двух видов
потенциал-зависимых калиевых каналов – «задержанного выпрямления» (IKdr, две идентичные
активационные воротные частицы) и канала с быстрыми процессами активации и инактивации
(IKa, три идентичные активационные и одна инактивационная воротные частицы). Показано, что
активация и деактивация канала описывается решением общего уравнения Колмогорова.

Ключевые слова: интенсивность потока событий, уравнения Колмогорова, ионные токи, протокол
VOLT-CLAMP, метод наименьших квадратов.
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ИОННЫЕ ТОКИ ВОЛОСКОВЫХ КЛЕТОК

В 1952 г. А.Л. Ходжкин и А.Ф. Хаксли решили
задачу разделения ионных токов и определения
их параметров при помощи предложенного экс-
периментального протокола Volt–Clamp [1]. Они
проводили исследования на гигантском аксоне
кальмара и предположили, что их метод приме-
ним и к другим клеткам.

В настоящее время исследователи постоянно
раскрывают основные физические и химические
свойства функционирования ионных каналов на
основе сочетания вычислительных методов, ре-
зультатов рентгеновской кристаллографии и мо-

лекулярно- динамического моделирования [2].
Конечная цель исследований состоит не только в
том, чтобы извлечь из множества эксперимен-
тальных данных основные принципы строения
каналов, но и внедрить их в искусственные систе-
мы как датчики электрического напряжения. Ча-
сто предлагаются «скоростные» модели потенци-
ал зависимых каналов, в которых предполагается,
что поры канала находятся в нескольких стабиль-
ных конфигурациях, а процесс прохождения
ионов изображается как переход ионов из одной
стабильной конфигурации в следующую с веро-
ятностью, заданной постоянной скорости, зави-
сящей от потенциала [3]. Cкоростные модели мо-
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гут дать лишь приблизительную картину процес-
са прохода ионов. Модели такого тира связаны с
экспериментальными результатами с помощью
математических выражений для потоков ионов,
и, их можно использовать для оценки параметров
кинематики каналов. Исследования также вы-
явили существование ряда специфических кати-
он-связывающих участков, расположенных
вдоль узкой поры канала, предполагая, что ионы
K+ могут буквально «перепрыгивать» (hop) от од-
ного места связывания к другому по мере продви-
жения в канале. В поддержку этой точки зрения
было обнаружено, что конфигурации ионов мо-
гут соответствовать энергетическим ямам одина-
ковой глубины и что переносу ионов противосто-
ят лишь небольшие энергетические барьеры. Эти
«скоростные» модели прохождения могут быть
переведены в кинетические модели и использо-
ваны для аппроксимации экспериментальных
данных [7]. Такой подход можно применять для
проверки прогнозов модели на основе структур-
ных и вычислительных исследований, а также для
связывания экспериментальных результатов со
структурными объектами в канальном белке.

Результаты работы А.Л. Ходжкина и
А.Ф. Хаксли [1] можно считать образцом приме-
нения «скоростной» модели канала, так как они
были представлены в виде аналитических функ-
ций α(V) и β(V), выражающих зависимость числа
переходов за единицу времени (далее называемых
интенсивностями переходов воротных частиц, или
просто – интенсивностями). Эти переходы про-
исходят при конформационных перестройках ка-
нального белка, которые обеспечивают переме-
щение ионов между внутренней и внешней сто-
роной мембраны) из открытого состояния в
закрытое (β(V)) и обратно (α(V)) [5, 8]. 

Физиологи, исследовавшие вестибулярный и
слуховой аппарат животных, определили харак-
теристики калиевых, натриевых и кальциевых то-
ков в волосковых клетках и в первичных нейро-
нах. Однако в основном приводятся не функции
α(V) и β(V), а стационарные проводимости кана-
лов и постоянные времени для токов. В случаях
описания каналов со многими воротными части-
цами это приводит, например, к тому, что посто-
янные времени переходных процессов при одном
и том же потенциале мембраны, но при разных
начальных условиях (в режимах активации и де-
активации мембраны) оказываются различными,
что противоречит основному предположению о
том, что интенсивности зависят только от потен-
циала. Такие случаи, возможно, связаны с труд-
ностями определения постоянных времени на те-
стовых потенциалах близких к значению потен-
циала покоя клетки. Далее мы, используя
математическую модель, покажем, что никакого
парадокса не возникает, и несмотря на большие

шумы в данных в окрестности потенциала покоя
клетки, возможно восстановить значения функ-
ций α(V) и β(V) и уточнить по ним значения по-
стоянных времени для разных каналов.

В настоящее время новые технические воз-
можности при проведении экспериментов на
возбудимых рецепторных клетках животных при-
водят к необходимости дополнительного матема-
тического описания ионной проводимости кле-
точных мембран и анализа получающихся при
моделировании результатов для их трактовки и
дальнейшего использования.

Для описания изменения вероятностей состо-
яний каналов в форме марковских процессов с
помощью обыкновенных дифференциальных
уравнений [6] требуется, чтобы были известны
интенсивности переходов между состояниями
канала. Зависимость вероятностей от потенциала
представляется, например, традиционными фор-
мулами Ходжкина–Хаксли [1]. Такое описание
позволяет выбрать интервал и длительность те-
стового потенциала, на котором проводится ис-
следование каждого тока, а также определить вид
аппроксимирующих функций для анализа запи-
сей тока клетки, получаемых как результат испы-
таний по протоколу «Volt-Clamp». В этих опытах
производятся записи изменения тока через опре-
деленный тип каналов возникающего при мгно-
венных переходах потенциала клетки между фик-
сированными уровнями. Полученные графики
аппроксимируются функциями времени с неиз-
вестными параметрами. В результате получают
наборы значений параметров аппроксимирую-
щий функции, описывающей изменение силы
тока, для каждого фиксированного значения по-
тенциала мембраны. Затем на основе этой табли-
цы определяются экспериментальные значения
интенсивностей для этих значений мембранного
потенциала.

Для получения параметров интенсивностей в
традиционном аналитическом виде предлагается
использовать квазирегулярный метод наимень-
ших квадратов для монотонных гладких функ-
ций, который изложен далее. Приводятся приме-
ры определения интенсивностей для двух типов
калиевых каналов в мембранах волосковых кле-
ток вестибулярных органов лягушки по результа-
там экспериментов, описанных в работе [7].

Математическая модель перехода между со-
стояниями ионного канала. Для построения ма-
тематической модели переходного процесса, на-
блюдаемого в экспериментах, рассмотрим тради-
ционный метод исследования свойств ионных
каналов –метод регистрации тока при испытани-
ях по протоколу «Volt-Clamp», использованный
Ходжкиным и Хаксли. При испытаниях потенци-
ал мембраны исследуемой клетки Vm сначала
длительно удерживается на постоянном значении
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Vm = Vhold, а затем мгновенно переключается на
потенциал Vm = Vtest (индексом «m» здесь и далее
будем обозначать переменные и параметры, от-
носящиеся к мембране клетки). При этом мгно-
венно изменяются интенсивности переходов во-
ротных частиц между открытыми и закрытыми
состояниями во всех ионных каналах и начинает-
ся переход вероятностей открытого состояния ка-
налов от стационарного значения при потенциа-
ле мембраны Vm = Vhold к стационарному значе-
нию при Vm = Vtest. Поддержание потенциала на
заданном значении во время этого переходного

процесса осуществляет электрическая схема, по-
дающая в клетку ток Icom, который компенсирует
изменения мембранного тока клетки. Обработка
записей компенсирующего тока позволяет найти
характеристики исследуемых ионных каналов.

Если параметры протокола (потенциалы Vhold
и Vtest и длительности их действия) подобраны
так, что возникающий ток является током через
калиевые каналы одного заданного типа, то изме-
нение общего мембранного тока может быть опи-
сано уравнением

с начальными условиями Vm(t = 0) = Vhold, и
Popen(t = 0) = Popen(Vhold), где вероятностная мера
числа каналов, открытых в момент времени t. Па-
раметры равновесного потенциала и проводимо-
сти ионнеселективного тока утечки El и Gl обыч-
но бывают известны до начала обработки основ-
ных результатов, и ток утечки может быть
компенсирован. Реверсный потенциал калиевого
тока EK также можно считать известным, если из-
вестны концентрации калия в протоплазме и вне
клетки. Обозначим Cm – емкость клеточной мем-
браны и GK – максимальная проводимость кана-
лов изучаемого типа определяемые эксперимен-
тально.

Так как схема с отрицательной обратной свя-

зью обеспечивает равенство  и ток утечки

компенсирован, то в результате опыта регистри-
руется ток Icom(t) = Popen(t)GK(Vtest – EK). Во всех
дальнейших вычислений мы будем предполагать,
что величины GK и EK известны и можно для каж-
дого значения Vtest получить зависимость от вре-
мени для вероятности открытого состояния кана-

ла: 

Следуя Ходжкину и Хаксли, сделаем два пред-
положения: общая проводимость клеточной мем-
браны для однотипных ионных каналов равна
сумме проводимостей большого количества от-
дельных каналов; проводимость каждого канала
зависит от функционирования входящих в его со-
став воротных частиц. 

Пусть каждая воротная частица в случайные
моменты времени, образующие случайные пуас-
соновские потоки событий, переходит из откры-
того состояния в закрытое со средней скоростью
β(V) и из закрытого в открытое со средней скоро-
стью α(V), где V – электрический потенциал мем-

браны клетки. Если все воротные частицы (k) в
канале включены последовательно и управляют-
ся независимыми потоками событий, то кинети-
ка ионного канала может быть представлена раз-
меченным графом с числом состояний k + 1: 

(1)

В каждый момент времени все каналы, у кото-
рых открыты i ворот, находятся в состоянии Si, и
с каждым состоянием процесса с номером i мож-
но связать значение вероятности нахождения в
этом состоянии , (верхний индекс соответ-
ствует общему числу воротных частиц в канале, а
нижний индекс соответствует числу открытых

ворот). Очевидно, что . В состоянии Sk

все ворота открыты и проводимость мембраны
клетки для соответствующего ионного тока в мо-
мент времени t определяется произведением

, где Gtot = Ng, N – общее число одно-
именных каналов в мембране клетки и g – прово-
димость одного канала.

Вместо графа канала в форме (1), который со-
ответствует последовательному прохождению
ионов через ряд ворот, можно использовать граф
с параллельным расположением воротных ча-
стиц. Граф (1) возникает при предположении, что
в канале существуют последовательно располо-
женные энергетические ямы, проход через кото-
рые закрывается с интенсивностью βi(V), а от-
крывается c интенсивностью αi(V). Параллельное
расположение соответствовало бы возможности
открытия канала только в случае присутствия
около его входа одновременно всех k частиц.

Если все управляющие потоки являются пуас-
соновскими и взаимно независимыми, то про-
цесс графа (1) является марковским процессом
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[6] с конечным числом дискретных состояний и
непрерывным временем. В этом случае измене-
ние вероятностей  описывается системой
уравнений Колмогорова: 

(2)

при начальных условиях, отвечающих условиям

нормировки: .

Задача идентификации характеристик ионных
каналов. В этой работе мы предполагаем, что
можно рассматривать процессы быстрой актива-
ции и относительно медленной инактивации раз-
деленными во времени. Положим, что в канале
находятся k активационных и одна инактиваци-
онная частица.

Рассмотрим случай, когда все k воротные ча-
стицы идентичны и каждая имеет интенсивности
переходов α и β, тогда интенсивности переходов в
цепи состояний (1) будут равны:

α0 = kα, α1 = (k – 1)α, …, αk – 1 = α; 

β1 = β, β2 = 2β, …, βk = kβ.

Когда потенциал мембраны постоянен, и ин-
тенсивности не зависят от времени, существует
стационарное решение системы уравнений (2) и
соотношения для стационарных значений веро-
ятностей stPi имеют вид

а система уравнений (2) имеет k характеристиче-
ских корней:

λ1 = –(α + β), λ2 = –2(α + β), …, λk = –k(α + β).

В условиях проведения экспериментов по про-
токолу «Volt-Clamp», принято использовать раз-
ные обозначения для соответствующих значений
потенциала: V(t = 0–) = Vhold и V(t = 0+) = Vtest. Та-
кая запись равносильна предположению, что
мембрана как конденсатор мгновенно перезаря-
жается. В дальнейшем мы будем придерживаться
этой гипотезы и введем ряд обозначений:
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где stPopen(Vtest) – стационарная вероятность пре-
бывания ионного канала в открытом состоянии.

Представим решение уравнений (2) с учетом
введенных обозначений (3) в виде

(4)

Запись решения системы уравнений (2) в фор-
ме (4) позволяет показать роль в переходном про-
цессе каждого из членов суммы с различными по-
казателями экспонент.

Возможность такого изменения вероятности
предполагает, что интенсивности переходов из
закрытого в открытое состояние и обратно при-
нимают новые значения α(Vtest) и β(Vtest) за время
порядка пикосекунд, а τ(Vtest) имеет порядок от
единиц миллисекунд до десятков и сотен милли-
секунд.

Покажем, как выражаются коэффициенты ре-
шения (4) C1, C2, …, Ck через интенсивности пере-
ходов воротных частиц в случаях k = 1, 2, 3.

Случай одной частицы. Пусть в канале есть
только одна активационная воротная частица,
k = 1 и цепь имеет два состояния:

Тогда уравнение для вероятности открытого
состояния канала :

c начальным условием 

Его решение

(5)

где τ1 и stPopen(Vhold) выражаются в соответствии
с уравнениями (3).
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Случай двух частиц. При двух активационных
частицах схема канала, представима в виде

.

и уравнения (2) с начальными условиями приоб-
ретают вид

(6)

Решение уравнений (6) имеет вид

(7)

Постоянные коэффициенты решения (7) в обозначениях (3):

(8)

Случай трех частиц. При наличии трех актива-
ционных частицах схема канала (k = 3) представима в виде  и уравнения (2) с на-

чальными условиями приобретают следующий вид:

(9)
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Они имеют решение

(10)

Аналогично результатам для stPopen(Vtest), по-
лучаемым при гипотезе о последовательном рас-
положении воротных частиц в каналах (граф (1)),
при параллельном расположении воротных ча-
стиц стационарные вероятности открытого со-
стояния канала были бы такими же (см. (3), но
увидеть участие в переходных процессах состав-
ляющих с разными степенями экспонент было бы
сложнее.

Таким образом, если считать известными ин-
тенсивности переходов для одной воротной ча-
стицы, то полностью становятся известными все
характерные свойства канала, имеющего k иден-
тичных воротных частиц.

Мы предлагаем определять интенсивности пе-
реходов в два этапа. 

На первом этапе из экспериментов по прото-
колам «Volt-Clamp» можно получить оценки па-
раметров зависимости стационарных значений
вероятностей открытия канала stPopen(V) от по-
тенциала. Пусть 

(11)

предполагая, что число воротных частиц в канале
равно i.

Для уменьшения влияния погрешностей по
полученным измерениям stPopen(V) строится
оценка  c использованием аппроксимации
функцией Больцмана в степени i:

(12)

При этом определяется степень i и соответ-
ствующие ей параметры функции Больцмана:
сдвиг V1/2, делитель s и степень i, минимизирую-
щие сумму квадратов невязки в точках Vtest. После
этого во всех дальнейших вычислениях будем
вместо m(V) использовать приближение (12).

Второй этап использует априорную информа-
цию о связях между стационарной вероятностью
открытого состояния каждой воротной частицы и
постоянной времени установления этой вероят-
ности с интенсивностями входящего и выходя-
щего потоков: 

(13)

Если в результате экспериментов по протоко-
лу «Volt-Clamp» известны значения вероятности
открытия me(Vtest) (экспериментальные данные
будем обозначать индексом «e») и выполнено
приближение (4) для определения τe(Vtest), то по-
лучим точечные оценки для интенсивностей:

(14)

Пусть по формулам (14) вычислены интенсив-
ности для каждого значения потенциала V = Vtest.

Зададим вид аналитического представления
α(V) и β(V): 

(15)

Задача аппроксимации α(V) и β(V) сводится к
поиску коэффициентов aα, bα, aβ, bβ в выражени-
ях (15). Для их определения мы используем квази-
регулярный метод наименьших квадратов, пред-
ложенный В.И. Куриловым и описанный в при-
ложении.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В качестве примера использования предлагае-

мого способа получения оценок для интенсивно-
стей α(V) и β(V) переходов между состояниями в
ионных каналах с несколькими воротными ча-
стицами воспользуемся результатами опытов,
опубликованных в работе [7]. Мы остановились
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на этой работе, так как авторы приводят подроб-
ное описание условий проведения исследования
потенциал-зависимых калиевых токов типа IKdr
и IKa. 

Характеризуя ток IKdr, так называемый «ток
задержанного выпрямления», авторы работы [3]
подтверждают общепринятую гипотезу, что кали-
евые ионные каналы типа IKdr содержат по две ак-
тивационные воротные частицы. Влияние инак-
тивационных частиц на временах приводимых за-
писей тока (до 120 мс) из-за большой величины
их постоянных времени можно пренебречь.

По приведенным в работе [7] графикам были
получены значения максимальной проводимости
и экспериментальной стационарной вероятности
открытого состояния каналов. Применив ап-
проксимацию (12) при i = 2 и объединив данные
для режимов активации и деактивации тока полу-
чили значения stmexp(Vtest), представленные в
табл. 1 (раздел 1). Аппроксимация была проведе-
на с помощью алгоритма Левенберга (LMA), вхо-
дящего в пакет программ pClamp. Параметры ап-
проксимации (12): V1/2 = –58.12 мВ и s = 7.14 мВ. 

Затем для некоторых тестовых потенциалов
были получены постоянные времени τ при ис-
пользовании аппроксимации вероятности от-
крытого состояния каналов формулой (7) и про-
цедуры «экспоненциальная, кумулятивная веро-
ятность» в пакете pClamp. Для режима активации
мембраны stopen(Vhold = – 60 мВ) = 0.185, для ре-
жима деактивации stopen(Vhold = – 10 мВ) = 1.0.
Объединив результаты вариантов активации и де-
активации, мы получили ряд значений
τ = τe(Vtest), приведенных в табл. 1 (раздел 2).

При Vtest –50 мВ и – 60 мВ найденные нами в
режимах активации и деактивации постоянные
времени имели значимый разброс и были исклю-
чены из рассмотрения. При остальных тестовых
потенциалах значения τ(Vtest) были сопоставимы
с данными, приведенными на рис. 4в в работе [7],
с учетом того, что авторы статьи приводят резуль-
таты для режима деактивации умноженными на
два.

По экспериментальным данным mexp(Vtest) и
τe(Vtest) были получены оценки интенсивностей
αe(Vtest) и βe(Vtest) по формулам (14). Модель для

Таблица 1. 

1

Экспериментальные значения стационарной вероятности открытия активационной воротной частицы в 
канале IKdr

Vtest, мВ –85 –80 –75 –70 –65 –60 –55 –50 –40 –30 –20 0 10 20

mexp 0.025 0.065 0.087 0.15 0.27 0.43 0.6 0.73 0.85 0.96 0.99 0.995 1 1

2

Экспериментальные значения постоянной времени IKdr

Vtest, мВ –85 –80 –75 –70 –65 –55 –40 –30 –20 –10 0

τexp, мс 6 8.5 11 17 23 32 26 15 8.5 5.6 3

3

Экспериментальные значения стационарной вероятности открытия отдельной активационной воротной 
частицы и постоянной времени в канале IKа

Vtest, мВ –70 –65 –60 –50 –45 –40 –35 –30 –25 0

nexp 0.016 0.044 0.102 0.33 0.415 0.613 0.73 0.815 0.88 0.99

τe, мс 2.63 3.2 3.69 4.8 5.18 4.7 3.9 2.9 2.3 0.5

4

Нормированные максимальные значения тока IКа при учете инактивации

V, мВ –120 –110 –80 –70 –60 –40 –20

hexp 0.9924 0.99016 0.9774 0.31317 0.0344 0.0027 0.0000163

5

Постоянная времени инактивации тока IKa , зависящая от потенциала мембраны

V, мВ –120 –110 –100 –80 –70 –60

τ1, мс 4.3 11 70 280 153 44
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аппроксимации интенсивностей аналитически-
ми функциями представлена формулами (15).
Подбор величин параметров aα, bα, aβ, bβ прово-
дили по алгоритму, последовательно минимизи-
рующему невязки для каждой из двух интенсив-
ностей квазирегулярным методом наименьших
квадратов, описанным в приложении.

Объединив результаты случаев активации и
деактивации, мы получили ряд значений τ, при-
веденных в табл. 1 (раздел 2).

При полученных значениях: (aα, bα) = (0.0628,
–2.163) и (aβ, bβ) = (0.0872, 9.16) на рис. 2а,б по-
строены графики интенсивностей, постоянной
времени и вероятности открытого состояния для
активационных воротных частиц в канале IKdr, из
которых видно, что возможно единообразное
описание постоянной времени переходных про-
цессов изменения вероятностей для открытого

Рис. 1. Электрическая схема установки для проведе-
ния испытаний на гигантском аксоне кальмара в ви-
де, приведенном в работе [1]. Генератором управляю-
щих напряжений (5) создается тестовый потенциал.
Электродом (1) измеряется Vm – потенциал мембра-
ны клетки (0), который после инвертирования (3) по-
дается на устройство сравнения (4), где вырабатыва-
ется ток пропорциональный разности потенциалов.
Этот ток измеряется регистрирующим устройством
(7) и поступает в клетку через электрод (2). (6) – Вне-
клеточной электрод – датчик нуля. 

Рис. 2. (а) – Результат аппроксимации интенсивностей для активационных воротных частиц в канале IKdr формулами
(14); (б) – постоянная времени и вероятность открытого состояния канала IKdr, вычисленные с использованием
полученных интенсивностей; (в) и (г) – зависимости от тестового потенциала коэффициентов C1(Vtest) и C2(Vtest). 
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состояния ионного канала во всем диапазоне те-
стовых потенциалов. На рис. 2в,г показано, как
изменяются константы C1 и C2 в формуле (7) в за-
висимости от тестового потенциала в режимах ак-
тивации и деактивации. Из формулы (7) видно,
что при больших значениях времени вероятность
открытого состояния каждого канала равна

stPopen(Vtest) = stPopen(Vhold) + C1 + C2,

а в течение всего переходного процесса C1 и C2
определяют относительный вклад членов с пока-
зателями экспонент τ и τ/2. Оказывается, что в
режиме деактивации C1 и C2 отрицательны и это
создает впечатление более быстрого переходного
процесса. Особенно это заметно при тестовых по-
тенциалах ниже –60 мВ, когда C2 становится по
абсолютной величине больше, чем C1.

Дополнительно рассмотрим приводимые в той
же статье результаты определения характеристик
быстро активирующегося и обладающего замет-
ной инактивацией калиевого тока IKa. Традици-
онно считается, что каналы этого тока включают
по три одинаковых активационных частицы и по
одной инактивационной. Активация имеет сход-
ные параметры в мембранах многих исследован-
ных клеток. Инактивация же может проходить
по-разному. Результаты авторов работы [7] пока-
зывают, что все каналы IKa в мембранах волоско-
вых клеток саккулюса лягушки имеют одинако-
вые активационные частицы, но у одной части
каналов постоянная времени инактивации зави-

сит от потенциала, а в другой части постоянная
времени инактивации неизменна и равна 74 мс,
т.е. не зависит от потенциала. Однако стационар-
ные значения вероятности открытого состояния у
всех инактивационных ворот одинаковы.

Для этого тока определение параметров ин-
тенсивностей для активационных и инактиваци-
онных воротных частиц можно проводить неза-
висимо, так как их постоянные времени различа-
ются на один-два порядка. Поэтому можно
назначить переключения управляющего потен-
циала в испытаниях «Volt-Clamp» таким образом,
что на одном отрезке времени регистрируемый
ток изменяется под действием активации, а на
другом отрезке – под действием инактивации.

Покажем это на примере опытов, описанных в
цитируемой работе [7], где на рис. 5 приводятся
результаты активационного протокола для тока
IKa. Волосковые клетки сначала долгое время
удерживались на потенциале –10 мВ, при кото-
ром оба калиевые тока были полностью инакти-
вированы. Затем потенциал удерживался в тече-
ние 100 мс на значении –100 мВ, при котором за
это время инактивация IKa может восстановится
до единицы, а IKdr остается инактивированным.
Затем включаются деполяризующие потенциалы
из диапазона (–80 … +30 мВ), действующие боль-
ше одной секунды. При этом протоколе было за-
регистрировано семейство компенсирующих то-
ков, демонстрирующих высокую степень инакти-
вации

(16)

Допустим, что на начальном этапе действия
деполяризующего напряжения (от 0 до tmax) веро-
ятность активации t вырастает до своего макси-
мального значения  и затем
остается постоянной, а вероятность инактивации

до момента t = tmax не успевает значительно изме-

ниться, то есть  (как при t = 0 (когда
Vhold = –100 мВ). При этом значения максимумов
тока для каждого Vtest равны: 

(17)

Действуя в порядке, описанном подробно для
тока IKdr, мы на отрезке времени (0 – tmax) выпол-
нили аппроксимацию согласно формуле (10) и
получили для i = 3 точечные значения me(Vtest),
представленные в табл. 1 (раздел 3), для которых
по формулам (14) были определены эксперимен-
тальные значения αe(Vtest) и βe(Vtest) и получено
их приближенное формульное описание (14) с
коэффициентами (aα, bα) = (0.0492, 0.0111) и (aβ,
bβ) = (4.383, 1.1439). 

На рис. 3а,б показаны результаты вычислений
интенсивностей, постоянной времени и вероят-
ности открытого состояния для активационных
воротных частиц в канале IKа. На рис. 3в,г пока-
зано, как изменяются константы C1, C2 и C3 в
формуле (10) в зависимости от тестового потен-
циала в режимах активации и деактивации. Из
формулы (10) видно, что при больших значениях
времени вероятность открытого состояния каж-
дого канала равна

( ) ( ) ( ) ( )= ⋅ − ⋅ ⋅ in 
max test  open  test  open  test  .ac

KI t G V E P V P V

( ) ( )= 3
open  test st st  acP V m

=in 
open  1P

( ) ( ) ( )= ⋅ − ⋅max test  open  test max  .ac
KI t G V E stP V
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stPopen(Vtest) = stPopen(Vhold) + C1 + C2 + C3, 

а в течение всего переходного процесса C1, C2 и C3
определяют относительный вклад в переходный
процесс членов с показателями экспонент τ, τ/2,
τ/3.

На рис. 4 приведены графики изменения во
времени трех составляющих, входящих в выраже-
ния для вероятности открытия Popen активацион-
ных ворот IKa в режимах активации (переход от
‒70 мВ к –40 мВ, рис. 4а) и деактивации (переход
от 0 мВ к –40 мВ, рис. 4б). Постоянная времени в
обоих случаях равна 4.657 мс, а переходные про-
цессы выглядят различно. Особенно хорошо это
видно на рис. 4в, где они показаны в общем мас-
штабе на оси ординат.

Для определения интенсивностей инактива-
ционной воротной частицы в каналах IKa, завися-
щих от потенциала мембраны, нужно разделить
каждое значение I(t) (формула (16)) на его макси-
мум (формула (17)) чтобы получить зависимости

 Установившиеся значения

 соответствуют стационарной вероят-
ности открытого состояния инактивационной
воротной частицы, обозначенной в таблице как

 которую аппроксимируем функцией Больцмана
с параметрами s = –4.4413, V1/2 = –88.304.

( )
= test 

in 
open  .

V V
P t

( )
= test

in 
open  V V

P t

( ) ) ( )( )= =
+ −

in 
exp open 

1/2

1( ,
1 exp /

test test in in
test

h V stP V
V V s

Рис. 3. (а) – Результат аппроксимации интенсивностей для активационных воротных частиц в канале IKа формулами
(15) при (aα, bα) = (0.0492, 0.0111) и (aβ, bβ) = (4.383, 1.1439. (б) – Вычисленные с использованием полученных
интенсивностей зависимости постоянной времени и вероятности открытого состояния канала IKа (параметры
функции Больцмана s = 7.425, V1/2 = –42.13 мВ) от V. (в) и (г) – Для режимов активации (Vhold = –70 мВ) и деактивации
(Vhold = 10 мВ) построены зависимости от тестового потенциала коэффициентов C1, C2 и C3 формулы (10) для
представления тока в виде (4).
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Если принять гипотезу о разделении каналов
IKa по виду инактивации на две группы c долями
от общего числа W1 и W2 = 1 – W1, то аппрокси-

мацию графиков тока для определения τ1(Vtest)
нужно проводить по формуле 

где t" = t – tmax и sthtest – значения нормированно-
го тока, аппроксимированные функцией Больц-
мана, значения W1 и W2 определяются дополни-
тельными экспериментами, а через sthhold обо-
значено значение тока в начальный для
аппроксимации момент времени tmax. Численные

результаты аппроксимации представлены в
табл. 1 (раздел 5). 

На основании данных табл. 1 (раздел 5) анало-
гично предыдущим примерам определяли
αe(Vtest) и βe(Vtest), полученные при аппроксима-
ции формулами (14) коэффициенты равнялись:

( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )

− τ −

− τ −

 = = + − + ⋅ + 
 = = + − + ⋅ + 

1

1

in  "/ "/74
open  test  test  test  hold  1 2

in  / /74
open  test  test  test  hold  1 2

" st st st ,

,

t t

t t

P t V V h h h W e W e

P t V V h h h W e W e

Рис. 4. Изменение во времени трех составляющих с постоянными времени τ, τ/2 и τ/3, входящих в Popen IKa: (а) –
активация, (б) – деактивация, (в) – сравнение изменения вероятности открытого состояния каналов для случаев (а)
и (б).
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(aα, bα) = (–0.0718, –0.1797) и (aβ, bβ) = (–0.2166,
–23.94). 

Графики интенсивностей, стационарной ве-
роятности открытого состояния и постоянной
времени соответствующие этим коэффициентам
показаны на рис. 5.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенный анализ функционирования
ионных каналов с помощью их описания как мар-
ковских процессов позволяет выбрать параметры
для протоколов «Volt-Clamp» и объяснить неко-
торые значительные разногласия при определе-
нии постоянных времени отдельных воротных
частиц.

Ходжкин и Хаксли определяли интенсивности
переходов для одной воротной частицы, выбрав
вид их аналитического представления. При вы-
числениях они использовали записи токов по
протоколам, соответствующим режимам актива-
ции токов, указав, что деактивация происходит
по простой экспоненте. Подробного анализа де-
активации они не приводят. Возможно, для ней-
рона эти режимы менее заметны, чем режимы ак-
тивации. Однако, для описания мембранного по-
тенциала волосковых клеток вестибулярных
органов существенным является описание их
функционирования в области потенциала покоя.
В этом диапазоне постоянные времени макси-
мальны, а их восстановление из опытных данных
затруднено из-за малых амплитуд тока. Поэтому
именно при режимах деактивации удается полу-

чить надежные оценки параметров токов при по-
тенциалах ниже потенциала покоя клетки.

Основная рекомендация: при выборе длитель-
ности интервала записи траекторий тока в режи-
ме «Volt-Clamp»: нужно ориентироваться на дли-
тельность переходных процессов при потенциа-
лах близких к потенциалу покоя клетки, причем
для этого диапазона потенциалов особенно по-
лезно определять постоянную времени по око-
нечному отрезку записей, так как на этой части
траекторий остается только составляющая с са-
мым большим значением постоянной времени τ.
Затем, используя эту оценку τ, можно выяснить
присутствуют ли составляющие с постоянными
времени, близкими к τ/2, τ/3 и т.д. на начальном
отрезке траекторий тока. Наличие таких состав-
ляющих покажет, каким должно быть принято
число однотипных воротных частиц при описа-
нии канала. Если же быстрые составляющие име-
ют постоянные времени, далекие от τ/2, τ/3 …, то
можно предположить, что воротные частицы в
канале неоднородны. В этом случае модель для
аппроксимации траекторий тока можно полу-
чить, решая уравнения Колмогорова (2) в общем
виде.

Наш анализ также показал, что в протоколы
испытаний необходимо включать варианты деак-
тивации мембраны на гиперполяризованные по-
тенциалы, т.к. только при этих условиях можно
определить τ для диапазона, где устанавливается
Popen(Vtest) << 1. 

Обычно для проведения аппроксимации тра-
екторий тока необходимо указывать начальные

Рис. 5. (а) – Интенсивности и стационарная вероятность открытого состояния IKa; (б) – постоянные времени
инактивации IKa.
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величины параметров приближения. Для этого
можно воспользоваться найденными при извест-
ных интенсивностях αe(Vtest) и βe(Vtest) значения-
ми амплитуд переходных процессов C1, C2, … для
каналов со сходными свойствами. Особенно это
поможет в случаях, когда C1 и C2 имеют разные
знаки и близки по абсолютной величине.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, показано, что процессы акти-

вации и деактивации воротных частиц описыва-
ются уравнения Колмогорова (2). Постоянные
решения уравнений (2) и интенсивности перехо-
дов воротных частиц могут быть определены ква-
зирегулярным методом наименьших квадратов.

Приведенная модель функционирования ион-
ных каналов (2) в виде системы обыкновенных
дифференциальных уравнений Колмогорова
позволяет определять входящие в нее микропара-
метры с помощью макроизмерений токов от всей
клетки. Такими микропараметрами являются ин-
тенсивности потоков событий управляющих пе-
реключениями состояний гипотетических ворот-
ных частиц в потенциал зависимых ионных кана-
лах. Поэтому описанная модель имеет тип
«скоростной» модели и лишь уточняет некоторые
положения модели Ходжкина–Хаксли [1]. Зна-
ние аналитической зависимости интенсивностей
потоков от потенциала позволит описывать про-
цесс функционирования волосковой клетки при
произвольных движениях головы животного, что
актуально для вестибулярных исследований, со-
здания вестибулярных протезов и корректоров.

ПРИЛОЖЕНИЕ
Квазирегулярный метод наименьших квадратов.

Рассмотрим общую задачу: пусть имеются на-
блюдения y1, …, yn, соответствующие значениям
функции f(ax + b) с параметрами (a,b) в точках
x1, …, xn, и эти наблюдения сопровождаются от-
клонениями εi = yi – f(axi + b), i = 0, …, n.

Ставится задача нахождения оптимальных
значений (ao, bo) для пары (a, b), обеспечиваю-

щих минимум сумме квадратов отклонений ,

что формально записывается следующим обра-
зом: 

(18)

Случай линейной функции. Задачи минимиза-
ции (18) для линейной функции f(u) = u сводится
к регулярному методу наименьших квадратов.
Оптимальные значения (ao, bo) определяются из
следующих выражений:

y = f(u), u = aox + bo, (19)

ao = cov(y,u)/cov(u,u), bo = E(y) – aoE(u), (20)

где ковариация cov(z1,z2) двух величин z1 и z2и ма-
тематическое ожидание E(z) величины z опреде-
ляется по формулам: 

Случай нелинейной функции. Если функция f(u)
не является линейной функцией, то задача на-
хождения оптимальных значений (ao, bo) пара-
метров (a, b) усложняется. Для случая, когда
функция f(u) монотонная и гладкая, может быть
применен квазирегулярный метод наименьших
квадратов, позволяющий находить квазиопти-
мальные значения параметров (a, b). Поиск ре-
шения задачи (18) заменяется нахождением зна-
чений: 

(21)

Задача (21) решается регулярным методом
наименьших квадратов (20) при условии, что
мы умеем находить значения обратной функции
f–1(y) [4].

Оценка погрешности квазирегулярного метода.
Проведем оценку погрешности предлагаемого
квазирегулярного метода наименьших квадратов.
Для этого совершим ряд формальных шагов.

С учетом обозначений (19) имеем: 

Тогда справедливо с точностью до членов вто-
рого порядка малости:

(22)
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Используя выражение (22), можем переписать
задачу (18) в виде:

(23)

Выражения (18) и (23) отличаются тем меньше,
чем меньше отличаются значения производной

 для разных точек xi. Отметим, что

свойства монотонности и гладкости функции y =
f(u) являются существенными для применимости
к этой функции квазирегулярного метода наи-
меньших квадратов. Так, свойство монотонности
обеспечивает существование обратной функции
f–1(y). Гладкость f(u) необходима для получения
оценки (23). 

Применение квазирегулярного метода наимень-
ших квадратов. Применим описанный метод к за-
даче описания проводимости ионных каналов.
Нам необходимо оценить значения параметров
из уравнения (12):

Как и ранее,  и 

В качестве критерия согласования берем ми-
нимум невязки: 

(24)

Поиск обратной функция для f2(u) не пред-
ставляется сложным: 

Для обратной функции f1(u) выражения в эле-
ментарных функциях не существует. Для поиска
значений обратной функции можно воспользо-
ваться методом касательных, так как наша функ-
ция гладкая. Можно найти, что обратная для f1(u)
функция имеет выражение через функцию Лам-
берта: 

где W(z) – функция Ламберта, определяемая как
решение уравнения

z = W(z)eW(z).
Решение данного уравнения реализовано в от-

крытых и проприетарных пакетах. В данном слу-

чае использовались решения пакета Matlab®. Ре-
шение данного уравнения имеет несколько вет-
вей. В данной задаче выбирается действительное
решение, удовлетворяющее свойству обратного,
к заданной функции на рассматриваемом множе-
стве значений.

Задача (24) может быть разделена на две, отно-
сительно функций α и β. Таким образом, пробле-
ма сводится к последовательному поиску значе-
ний параметров (aα, bα), минимизирующих не-
вязку

и параметров (aβ, bβ) – 

В силу непрерывности функций (11) и (13), ми-
нимизируя выражения (25) и (26), мы будем ре-
шать задачу (24).

К решению каждой из задач (25) и (26) приме-
ним квазирегулярный метод наименьших квадра-
тов, в силу монотонности и гладкости функций
α(V) и β(V).
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On the Use of Kolmogorov Equations for Determining Ion Channels Characteristics
 A.P. Kruchinina* and N.V. Kulikovskaya**

*Faculty of Mechanics and Mathematics, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1, Moscow, 119912 Russia 

The paper proposes a method for determination of the dynamic properties of conduction within voltage-gat-
ed ion channels with several sequentially located energy barriers named gate particles using a theory of Mar-
kov random processes in continuous time and with a discrete state space. The number of states was taken
equal to the number of energy barriers in the channel plus one. If the hypothesis that random flows switching
gate particles between an open and a closed are Poisson process, is true, then mathematical description of the
system’s state of similar channels can be a system of Kolmogorov linear differential equations for state prob-
abilities. Using this model and based on Volt-Clamp test results, published in open access journals, it is pos-
sible to find out how fixed values of membrane potential depend on the intensities of Poisson process for dif-
ferent types of potassium channels. Function parameters, that describe the intensity of ion transition across
the channel, in the Kolmogorov equation can be restored using the generalized least squares method. This
paper contains the examples of determining the intensities of transitions for two types of voltage-dependent
potassium channels known as «delayed rectifiier potassium channels» (IKdr, two identical activation gate
particles) and channels with fast activation and inactivation processes (IKa, three identical activation and one
inactivation gate particles). It is shown that channel activation and deactivation is described by solving the
general Kolmogorov equation.

Keywords: events flow intensity, Kolmogorov equations, ion currents, VOLT-CLAMP protocol, least squares
method
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Перисинаптические отростки астроцитов, участвуя в работе трехчастного синапса, отвечают на его
активацию локальной деполяризацией с высвобождением ионов кальция из внутриклеточных депо
в узлах ветвления отростков и проявляют локальные или генерализованные кальциевые события.
Однако по результатам первых электронно-микроскопических исследований сформировалось
мнение, что терминальные ламеллы астроцитов лишены каких-либо органелл, включая основное
депо ионов кальция астроцитов – цистерны гладкого эндоплазматического ретикулума (sER).
Анализ цистерн гладкого эндоплазматического ретикулума действительно может быть ограничен
их слабым электронным контрастом, исследованием астроцитарных отростков на одиночных
срезах и недостаточным оптическим разрешением используемых приборов. В данной работе с
использованием просвечивающей электронной микроскопии и 3D-реконструкции на серийных
срезах мы провели анализ отростков астроцитов в синапсах гиппокампа и коры мозга мыши. В
результате усиления контраста элементарных мембран впервые показано, что перисинаптические
отростки астроцитов с морфологией тонких веточек содержат два типа цистерн гладкого
эндоплазматического ретикулума и микровезикулы. В отличие от веточек, мембранные органеллы
в терминальных ламеллах представлены лишь короткими фрагментами тонких цистерн гладкого
эндоплазматического ретикулума и микровезикулами, группы которых имеют тенденцию
располагаться в непосредственной близости от активных зон наиболее активных синапсов. В работе
обсуждается вопрос адекватности применения альтернативных методов электронной микроскопии
в исследованиях астроцитарного микроокружения синапсов и структурно-функциональные
аспекты компартментализации цистерн гладкой эндоплазматической сети в перисинаптических
отростках астроцитов.

Ключевые слова: перисинаптические и терминальные отростки астроцитов, гладкий эндоплазматиче-
ский ретикулум, гликоген, просвечивающая электронная микроскопия, сканирующая электронная мик-
роскопия, 3D-реконструкция.
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Наиболее поразительной особенностью уль-
траструктуры астроцитов, в отличие от нейронов,
является чрезвычайно сложная пространствен-
ная организация их разветвленных и взаимосвя-
занных отростков, что накладывает существен-
ные ограничения на анализ их взаимодействия с

синапсами не только методами высокоразрешаю-
щей световой, но и электронной микроскопии
[1]. Дистальный отдел отростков представлен
контактирующими с синапсами периферически-
ми отростками и узлами их ветвления [2, 3], в ко-
торых наблюдаются спонтанные Ca2+-события
или фокусы локальной деполяризации со значи-
тельной Са2+-компонентой в ответ на электриче-
скую стимуляцию входящих аксонов [4]. Резуль-
таты этих электрофизиологических и имиджин-
говых экспериментов предполагают наличие в
периферических отростках депо ионов Ca2+.

Сокращения: sER – гладкий эндоплазматический ретику-
лум, PAP – перисинаптические отростки астроцитов,
TAP – терминальные отростки астроцитов, SEM – скани-
рующая электронная микроскопия, 3D – трехмерный,
IP3R – рецептор инозитол трифосфата, RyR – рецептор
рианодина, PSD – постсинаптическое уплотнение..

УДК 611.822.5:576.311.332:57.086.3

БИОФИЗИКА КЛЕТКИ



БИОФИЗИКА  том 68  № 2  2023

ДВА СУБКОМПАРТМЕНТА ГЛАДКОГО ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКОГО РЕТИКУЛУМА 321

Но если в нейронах гладкая эндоплазматиче-
ская сеть достаточно подробно описана [5–7], то
ультраструктура и распределение органелл в пе-
рисинаптических отростках астроцитов до сих
пор не изучены в должной мере [1]. Тем не менее,
на иллюстрациях в ряде работ можно видеть ци-
стерны гладкого эндоплазматического ретикулу-
ма (sER) в перисинаптических отростках в непо-
средственной близости от интерфейсов «аксон–
шипик» (с использованием просвечивающей
электронной микроскопии – рис. 31 в работе [8],
рис. 2, 5 и 7 в работе [9], рис. 1 и 5 в работе [10],
рис. 2 и 5 в работе [11], рис. 2 и 3 в работе [12],
рис. 1 и 5 в работе [13], рис. 4 в работе [14]; с
использованием серийного сканирования по-
верхности блока (SBF-SEM) – рис. 5 в работе
[15]). Наряду с цистернами sER в перисинаптиче-
ских отростках было показано наличие иммуно-
меченных на глиотрансмиттеры и их транспорте-
ры слабоконтрастных микровезикул, сходных с
синаптическими [16, 17]. Однако, поскольку кла-
стеры этих микровезикул невозможно было обна-
ружить в периферических отростках, существует
серьезный скептицизм в отношении Са2+-зави-
симого высвобождения глиотрансмиттеров [1].

Более десяти лет назад была акцентирована
необходимость анализа ультраструктуры нейрон-
глиального взаимодействия с применением
сложных и затратных по времени методов трех-
мерной (3D) реконструкции с высоким простран-
ственным разрешением [1]. Первая попытка ана-
лиза sER в астроцитарных отростках с примене-
нием 3D-реконструкции была предпринята на
серии негативов, полученных при увеличении
×6K и отсканированных с разрешением 1200 dpi
[18], что дает финальное разрешение изображе-
ния 3.4 нм/пиксель и приблизительно соответ-
ствует порядку разрешений сканирующей элек-
тронной микроскопии с сфокусированным ион-
ным пучком (FIB-SEM) – 8–4 нм/пиксель (см.,
например, работу [7]). В работе [18] авторы не ис-
пользовали такие усилители контраста как фер-
ри- или ферроцианид калия или тиокарбогидра-
зид [19, 20], поэтому, как и в пионерской работе
на одиночных срезах [21], так и в результате ана-
лиза серийных срезов, органеллы в перифериче-
ских отростках обнаружены не были. В результа-
те, несмотря на ряд приведенных выше фактов
наличия органелл в перисинаптических отрост-
ках, закрепилось устойчивое мнение, что пери-
ферические отростки астроцитов лишены каких-
либо органелл, включая элементы эндоплазмати-
ческой сети, поэтому астроцитарные отростки по
настоящее время классифицируют на ветви, со-
держащие органеллы, и свободные от органелл
листочки или ламеллы [2, 22]. Обнаружение орга-
нелл и, в частности, цистерн sER в отростках аст-
роцитов действительно может быть ограничено
их слабым электронным контрастом, исследова-

нием астроцитарных отростков на одиночных
срезах или недостаточным оптическим разреше-
нием используемых приборов. Данная работа от-
части заполняет этот пробел.

В литературе присутствует довольно широкая
терминология отростков астроцитов [1], в кото-
рой наибольшую путаницу вносят два термина:
«перисинаптические астроцитарные отростки» и
«периферические астроцитарные отростки» с
одинаковой аббревиатурой РАР. Поскольку
en passant отростки или веточки, проходящие ря-
дом с синапсами, также можно считать периси-
наптическими, то для большей ясности здесь и
далее мы будем именовать дистальные отростки
астроцитов в целом как перисинаптические
(РАР), будь то en passant или оканчивающиеся
вблизи синапсов, и терминальные (TAP), кото-
рые оканчиваются, как будет видно по ходу изло-
жения, в значительной части вблизи активных
зон синапсов. В данной работе мы сфокусирова-
лись главным образом на анализе TAP, но содер-
жащим протяженные цистерны sER веточкам
также уделили внимание.

С использованием просвечивающей элек-
тронной микроскопии серийных ультратонких
срезов мы провели анализ отростков астроцитов в
синапсах гиппокампа и слоя I сенсомоторной ко-
ры мозга мыши с применением 3D-реконструк-
ции синапсов. Вследствие усиления контраста
элементарных мембран путем двойного осмиро-
вания с феррицианидом калия в значительной
степени возрастает и электронная плотность гра-
нул гликогена, богато представленных в PAP аст-
роцитов слоя I коры [23]. Во избежание интерфе-
ренции изображений поперечных сечений ци-
стерн sER, имеющих сходные диаметры с
β-гранулами гликогена, мы воспользовались фе-
номеном быстрой посттравматической разборки
гликогена в результате эвтаназии путем церви-
кальной дислокации. Остающиеся в PAP мало-
размерные органеллы на малых увеличениях по
морфологии и размерам были сходны с гранула-
ми гликогена. Однако при разрешениях изобра-
жений, в 10–15 раз превышающих достижимые
разрешения в сканирующей электронной микро-
скопии (SEM), становится очевидно, что эти ор-
ганеллы имеют мембранную природу.

Анализ свободных от гранул гликогена PAP на
серийных срезах показывает, что PAP астроцитов
с морфологией тонких веточек содержат микро-
везикулы и два типа цистерн sER. Изменение
морфологии от одного типа sER к другому по ходу
одной цистерны предполагает взаимосвязан-
ность двух компартментов sER. Как сужение ци-
стерн до диаметра ~20 нм и менее, так и наличие
в отростках коротких тонких фрагментов sER
предполагает фрагментацию sER с отщеплением
от расширенных цистерн тонких коротких фраг-
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ментов. В отличие от тонких веточек мембранные
органеллы в TAP представлены лишь короткими
тонкими цистернами sER и микровезикулами.
Результаты 3D-реконструкции обнаруживают
нестохастическое распределение микровезикул и
фрагментов тонких цистерн в PAP; цистерны sER
и группы микровезикул имеют тенденцию распо-
лагаться в непосредственной близости от актив-
ных зон наиболее активных синапсов. 

Сопоставление с данными иммуноэлектрон-
ной микроскопии [16, 17] позволяет считать тон-
кие sER как ультраструктурной основой и пер-
вичным звеном развития спонтанных и индуци-
рованных Ca2+-событий в TAP, так и
необходимым условием для Са2+-зависимого ве-
зикулярного высвобождения глиотрансмиттеров
вблизи активных синапсов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Фиксация ткани мозга. В эксперименте ис-

пользованы самцы мышей линии C57BL/6 (воз-
раст 3 месяца, масса 26–31 г). Одно животное ане-
стезировали изофлураном до снижения частоты
дыхательных движений. Эвтаназию другого про-
водили путем цервикальной дислокации. После
декапитации мозг извлекали и к 110–140 с после
декапитации получали готовые слайсы толщиной
~0.5 мм при помощи ручного триммера ориги-
нальной конструкции с частотой движения лез-
вия 80–90 Гц. Получение коронарных срезов
проводили на охлажденной силиконовой под-
ложке непосредственно в капле предоблученного
в микроволновой печи фиксатора с температурой
4°С, содержащего 3% формалина и 1.25% глута-
рового альдегида на 0.1 M натрий-какодилатном
буфере, содержащем 2 мМ CaCl2, 4 мМ MgCl2 и
50 мМ сахарозы. Временной диапазон между де-
капитацией и погружением трех-пяти срезов тка-
ни во флакон с тем же фиксатором не превышал
2.5 мин. Флаконы с тканью, содержащие 5 мл то-
го же фиксатора с исходной температурой 4°С,
облучали микроволнами при мощности магне-
трона 100 Вт в холодной точке микроволновой пе-
чи в режиме 20 с вкл./20 с охлаждение/20 с вкл.;
температура фиксатора после облучения по дан-
ным точечного термометра не превышала 30°С.
Спустя 6 ч хранения срезов ткани в фиксаторе
при 4°С последний был заменен на вторичный
фиксатор без формалина, но содержащий 2.5%
глутарового альдегида. Срезы во вторичном фик-
саторе были обработаны микроволнами, как опи-
сано выше, и оставлены в фиксаторе при 4°С.
Спустя сутки образцы были трижды отмыты в вы-
шеуказанном буфере при помощи микроволн.

Постфиксация и заключение ткани в смолы. Об-
разцы постфиксировали дважды. Сначала – 3.5 ч
при комнатной температуре в 1%-м растворе вос-

становленного с феррицианидом калия OsO4 на
0.1 М какодилатном буфере, содержащем 0.01%
K2Cr2O7 и 50 мМ сахарозы. 1.5% феррицианида
калия (K3[Fe(CN)6]) добавляли непосредственно
перед использованием. Далее образцы были от-
мыты деионизированной водой в течение ночи.
Затем образцы фиксировали в 1%-м растворе
OsO4 на деионизированной воде с 0.01% K2Cr2O7
также в течение 3.5 ч при комнатной температуре.
Далее образцы были отмыты деионизированной
водой и оставлены в ней на сутки при 4°С. После
этого ткань обезвоживали в возрастающих кон-
центрациях этанола, в 100%-м этаноле и 100%-м
ацетоне и пропитывали смесью смол со 100%-м
ацетоном в объемном отношении 1:1 в течение
суток при 4°С (соотношение смесей смол
EMBed812/NMA и EMBed812/DDSA составляло
3:7). Образцы переносили в смесь смол без ацето-
на и полимеризовали 24 ч при 37°С, а затем – 48 ч
при 60°С.

Приготовление и контрастирование срезов. Для
получения ультратонких срезов на поверхности
отвержденных блоков с тканью затачивали пира-
мидки в области слоев I и II–III сенсомоторной
коры и в дистальной относительно сом нейронов
зоне слоя Str. radiatum в CA1-области гиппокампа.
Срезы номинальной толщиной 50–70 нм получа-
ли при помощи алмазного ножа на ультрамикро-
томе EM UC6 (Leica, Германия). Срезы монтиро-
вали на гидрофилизированные в тлеющем разря-
де медные бленды с пленкой-подложкой из
пиолоформа, укрепленной аморфным углеродом.
Контрастировали срезы последовательно солями
лантаноидов (UranyLess [24]) и модифицирован-
ным тройным свинцовым красителем Сато [25]. 

Получение, обработка и анализ изображений.
Изображения серийных срезов слоев I и II–III
коры мозга фотографировали на фотопленку в
режиме монтажа из 2×3 взаимно перекрываю-
щихся кадров при прямом увеличении ×12K на
просвечивающем электронном микроскопе JEM-
1200EX (Jeol, Япония). Микрофотографии оди-
ночных срезов получали при прямом увеличении
×6–30K. Вращением сеточки серийные срезы
ориентировали так, чтобы длинная сторона каж-
дого отдельного среза в серии располагалась па-
раллельно длинной стороне негатива (условная
ось X), что позволяло в последующем оценить
степень поперечного сжатия срезов, происходя-
щего в процессе их получения (по условной
оси Y). Полученные негативы оцифровывали с
использованием сканера Perfection V700 (Epson,
Япония) с разрешением 2400 dpi. Значения фак-
тического увеличения получали на основе калиб-
ровочной реплики (2160 линий на 1 мм; SPI
02902-AB), отснятой на тех же увеличениях. В ре-
зультате фактическое разрешение одного пиксе-
ля изображения, полученного при ×6, ×12, ×15 и
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×30K, составляло 1.7, 0.85, 0.67 и 0.34 нм соответ-
ственно. Эластичную сшивку отдельных кадров в
бесшовный монтаж и сборку серий монтажей в
стек взаимовыровненных изображений проводи-
ли при помощи плагина TrakEM2 для ImageJ [26].
Для оценки средних значений поперечного сжа-
тия срезов измеряли диаметры не менее 300 си-
наптических везикул в возбуждающих синапсах
по осям X и Y по 100 везикул в начале, в середине
и в конце серии. Вычисленную степень сжатия
срезов использовали для пропорционального
растяжения изображений по оси Y. После ниве-
лирования сжатия срезов рассчитывали фактиче-
скую среднюю толщину срезов в серии методом
измерения диаметров цилиндрических структур
[27]. Качественный анализ, 3D-реконструкцию и
измерения диаметров цистерн sER проводили в
программе Reconstruct 1.1.0.1 [28], визуализацию
3D-объектов – в программе 3ds Max (Autodesk
Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор метода эвтаназии для демаскирования
цистерн sER. Для лучшей визуализации цистерн
sER после глутаральдегидной фиксации ткани мы
использовали двойное осмирование с феррициа-
нидом калия и контрастирование срезов с ура-
нилацетатом, лантаноидами или танинами и со-
лями свинца. Но независимо от способа окраски
ультратонких срезов усиление контраста мембран
в процессе фиксации с K3[Fe(CN)6] значительно
усиливает и контраст гликогеновых гранул [29–
31].

На рис. 1а представлен фрагмент нейропиля
слоя I сенсомоторной коры мозга мыши в состо-
янии глубокой анестезии. Ранее было отмечено,
что среди слоев коры в слое I концентрация гра-
нул гликогена максимальна [23]. В светлых про-
филях сечений астроцитарных отростков отчет-
ливо наблюдается большое число бета-гранул
гликогена. Гранулы с диаметрами порядка 20–

Рис. 1. Ультраструктура органелл астроцитарных отростков в нейропиле слоя I сенсомоторной коры мыши. (а) –
Декапитация после глубокой анестезии; (б)–(г) – декапитация после цервикальной дислокации, без анестезии.
Звездочками помечены профили сечений перисинаптических астроцитарных отростков. На изображении нейропиля
анестезированного животного на панели (а) почти во всех профилях астроцитарных отростков можно наблюдать
одиночные гранулы гликогена или их скопления. Стоит обратить внимание на полное отсутствие гранул гликогена на
панелях (б)–(г). Условные обозначения и сокращения: i и ii – области, представленные на большем увеличении; а –
сечения немиелинизированных аксонов; г – гликоген (β- и γ-частицы); гЭР – гладкий эндоплазматический ретикулум;
Д – дендриты; М – митохондрия; мт – микротрубочки; СВ – синаптические везикулы; Ш – головка дендритного
шипика. Номинальная толщина среза на панели (а) – 70 нм, на панелях (б)–(г) – 50–60 нм. Шкалы на основных
панелях – 250 нм, на врезках i и ii – 100 нм, на врезках панелей (в) и (г) – 50 нм.
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30 нм имеют типичную для них морфологию с на-
личием рассеянных по профилю высоко элек-
тронно-плотных белковых гамма-частиц (увели-
ченная область i) размером ~3–5 нм [32–35]. В от-
дельных профилях астроцитов среди гранул
гликогена можно наблюдать фрагменты цистерн
sER, сходные по диаметрам и электронной плот-
ности с гранулами гликогена (увеличенная об-
ласть ii). Однако по периферии элементарной
мембраны цистерн на цитоплазматическом и лю-
минальном листе бислоя, как и в люмене ци-
стерн, также можно видеть частицы с высокой
электронной плотностью, сходные по размерам с
гамма-частицами гликогена, что делает их попе-
речные сечения практически неотличимыми от
гликогена. В богатых гликогеном тканях, в гепа-
тоцитах и миоцитах, бета-гранулы гликогена
плотно ассоциированы с цистернами эндоплаз-
матического ретикулума [36–39]. По-видимому,
сходная ультраструктурная организация гликоге-
нолитического комплекса свойственна и отрост-
кам астроцитов [35, 40]. Так, в центре левой части
рис.1а расположено плотное скопление гранул,
среди которых присутствуют поперечные сечения
цистерн ретикулума, но ввиду сходства их морфо-
логии с гранулами гликогена идентифицировать
их чрезвычайно сложно. 

Демаскировать цистерны sER можно, выбрав
соответствующий метод эвтаназии и химической
фиксации, которые сами по себе могут вносить
значительный вклад в экспериментальные дан-
ные [41–43]. Так, если анестезия в течение часа не
меняет количество гликогена в мозге или печени
[44, 45], то ишемия в результате прекращения
кровоснабжения или декапитации неанестезиро-
ванного животного приводит к восполнению
концентрации лактата в мозге за счет быстрой
разборки гликогена в астроцитах [46, 47] и более
чем десятикратному снижению его концентра-
ции в течение одной-двух минут в результате
взрывной посттравматической активации сен-
сорных входов [48–53]. Фиксация путем тран-
скардиальной перфузии анестезированных жи-
вотных также сильно снижала количество глико-
гена в мозге по сравнению с микроволновой
эвтаназией [23]. Но перфузии предшествовала от-
мывка в течение 5 мин, а первичный этап фикса-
ции занимал не менее 10 мин. При том, что пери-
синаптические отростки астроцитов – очень по-
движные структуры как in vitro, так и in vivo [54,
55], любая задержка химической фиксации может
значительно влиять на структуру как самих от-
ростков астроцитов, так и лабильных цистерн
sER. Поэтому, чтобы демаскировать цистерны
sER в астроцитарных отростках, освободив поле
зрения от гликогена, мы воспользовались фено-
меном быстрой посттравматической разборки
гликогена в результате цервикальной дислокации
с последующей быстрой фиксацией ткани мозга

путем иммерсии и последующей микроволновой
обработки, которая, как известно, обеспечивает
превосходную сохранность ультраструктуры [56–
58].

Перисинаптические отростки астроцитов содер-
жат два типа контрастных цистерн sER. В резуль-
тате вышеописанных процедур мы получили пре-
параты ткани мозга с астроцитарными отростка-
ми, свободными от гранул гликогена. На рис. 1б
представлен астроцитарный отросток, изолирую-
щий синапс, дендритный шипик и пресинапти-
ческий бутон, от окружающего нейропиля. В про-
светленной цитоплазме астроцитарных отрост-
ков можно наблюдать лишь три типа органелл:
митохондрию в расширенном профиле отростка;
тангенциальные сечения цистерн sER с диамет-
рами 30–60 нм, сходные по ширине с цистернами
sER в дендритах, а также органеллы сходные по
размерам сечений с тонкими «нитевидными» ци-
стернами sER немиелинизированных аксонов.
Такие органеллы имеют чуть меньший диаметр
(около 10–30 нм, врезка ii на рис. 1б) и электрон-
ную плотность, по сравнению с нитевидными ци-
стернами в аксонах (врезка i на рис. 1б).

При анализе даже большого поля изображения
расширенные цистерны sER в периферических
астроцитарных отростках встречаются редко, но
иногда их можно наблюдать не только рядом с го-
ловками дендритных шипиков (рис. 1б), но и в
непосредственной близости от синаптической
щели или интерфейса аксон-шипик (рис. 1в,г).
Но в результате предварительного анализа серий-
ных срезов создается впечатление, что такие про-
фили перисинаптических отростков, содержа-
щих длинные (от 0.1 до 3 мкм и более) расширен-
ные цистерны sER, представляют собой тонкие
протяженные веточки астроцита, проходящие
вблизи синапса. В большинстве же терминальных
отростков астроцита, как это будет показано в хо-
де дальнейшего изложения, органеллы представ-
лены короткими фрагментами «нитевидных» ци-
стерн и/или группами малоразмерных структур,
сходных с поперечными сечениями таких ци-
стерн. 

Если в высококонтрастных тонких цистернах
sER аксонов липидный бислой и люмен цистер-
ны как правило хорошо прослеживается даже на
небольших увеличениях порядка ×8K с разреше-
нием изображения 1.33 нм/пиксель (рис. 1б,
врезка i), то несмотря на общее усиление контра-
ста мембран, органеллы с диаметрами сечений
12–22 нм, представленные на врезкe ii на рис. 1б,
имеют едва ли прослеживаемые бислой и цен-
тральный просвет. Данные органеллы не имеют
свойственных гликогеновым гранулам электрон-
но-плотных частиц размером ~3–5 нм, но все же
остается неясно, не являются ли они резистент-
ными к разборке «элементарными» бета-частица-
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ми гликогена [59] с гидродинамическим радиу-
сом ~12 нм и диаметром ~24 нм. Как отмечалось
ранее, интерпретация морфологии тонких ци-
стерн осложняется также и тем, что фиксация с
восстановленным осмием приводит как к волно-
образному искривлению мембран sER [31], так и
к коллапсу люмена до столь малых размеров, что
его уже невозможно идентифицировать с помо-
щью FIB-SEM с разрешением изображения в
4 нм/пиксель [7].

Чтобы убедиться, что наблюдаемые нами ма-
лоразмерные органеллы в отростках астроцитов
имеют мембранную природу, мы проанализиро-
вали их на больших увеличениях. Если на увели-
чении ×6K (рис. 2а) такие органеллы ни по разме-
рам, ни по электронной плотности совершенно

неотличимы от бета-гранул гликогена (увеличен-
ная область i), то более детальный их анализ на
изображениях с финальным рабочим разрешени-
ем 0.67 и 0.34 нм/пиксель, что в 10–15 раз превы-
шает стандартное разрешение SEM, позволил
четко идентифицировать такие объекты как
структуры, имеющие мембранную природу. При
удачно прошедшем сечении через такие органел-
лы можно отчетливо наблюдать центральный
просвет цистерны и трехслойную элементарную
мембрану толщиной в 4 нм, с центральным свет-
лым слоем в ~1.5–2.0 нм, соответствующим слою
гидрофобных липидных хвостов, и аморфным
электронно-плотным материалом, декорирую-
щим бислой как со стороны люмена, так и цито-
плазмы. Несмотря на «шум», создаваемый

Рис. 2. Ультраструктура цистерн гладкого эндоплазматического ретикулума в отростках астроцитов и нейронов
гиппокампа. (а) – Изображение нейропиля молекулярного слоя CA1-области гиппокампа получено при прямом
увеличении микроскопа ×6K с финальным разрешением изображения 1.7 нм/пиксель. Внутри профилей
астроцитарных отростков (помечены звездочками) темные точки неотличимы по электронной плотности и размерам
от гранул гликогена. Увеличенные фрагменты i и ii получены при ×15K и ×30K с финальным разрешением
изображения 0.67 и 0.34 нм/пиксель соответственно. Увеличенные изображения дополнены диаграммами
относительной электронной плотности (ось Y, шкала серого от 0 до 100%), измеренной с усреднением по 10 пикселям
изображения, вблизи осей, проходящих через окончания пунктирных линий (ось X, шаг деления 5 нм). Наибольшие
и наименьшие диаметры органелл на увеличенных фрагментах врезок i и ii по осям X/Y составляют 17/25 и 24/16 нм
соответственно. Диаметры поперечных сечений органелл на врезках i и ii (в среднем ~20 нм) чуть меньше или
соответствуют поперечным диаметрам (~20–30 нм) тонких электронно-плотных «нитевидных» цистерн,
тангенциальные или продольные сечения которых можно наблюдать в соседних немиелинизированных аксонах. (б) –
Изображение из той же области гиппокампа получено при прямом увеличении микроскопа ×30K. Электронная
плотность просвета цистерн sER типа I и типа II и их элементарных мембран в астроцитах сходны с таковыми у
цистерн sER в аксонах, дендритах и шипиковом аппарате в нейронах. Условные обозначения и сокращения: i и ii –
области, представленные на большем увеличении; I – тонкие нитевидные контрастные цистерны типа I; II –
цистерны типа II с контрастной мембраной и расширенным до 30–60 нм люменом; а – сечения
немиелинизированных аксонов; гЭР – гладкий эндоплазматический ретикулум; Д – дендриты; М – митохондрии;
мт – микротрубочки; Ш – головка дендритного шипика; ША – шипиковый аппарат; ЩК – щелевой контакт. Шкала
на основной панели (а) – 500 нм, на врезках i и ii панели (а) – 100 нм, на увеличенных фрагментах – 50 и 25 нм
соответственно увеличению; на основной панели (б) – 250 нм, на врезках панели (б) – 100 нм.
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аморфным материалом по периферии мембраны,
наличие бислоя отражается и в минимумах, и в
максимумах относительной электронной плотно-
сти по ходу осей, проходящих через центры орга-
нелл (рис. 2а, увеличенные области на врезках i
и ii).

В результате усиления контраста мембран при
беглом осмотре нейропиля наибольшее внима-
ние привлекают электронно-плотные цистерны
sER в аксонах и в чуть меньшей степени в дендри-
тах (рис. 2б). Для удобства дальнейшего анализа
мы условно обозначили сечения тонких кон-
трастных цистерн в аксонах и в астроцитах как
цистерны типа I, а цистерны с расширенным про-
светом в отростках астроцитов и в дендритах,
включая их специализированную форму – шипи-
ковый аппарат, мы отнесли к цистернам типа II
(рис. 2б, врезки i и ii).

sER дендритов нейронов и шипиковый аппа-
рат вовлечены в развитие ключевых феноменов
синаптической пластичности мозга – потенциа-
ции и депрессии синаптической передачи, вы-
свобождая ионы Ca2+ через рецепторы инозитол
трифосфата (IP3Rs) [60, 61] или рианодина (RyR)
[62] и обеспечивая обратный захват ионов каль-
циевой АТФазой эндоплазматического ретикулу-
ма (SERCA) [63, 64]. Иммунореактивность на
RyR наблюдается и в немиелинизированных ак-
сонах [64, 65], проведение импульса по которым
сопровождается быстрыми всплесками Ca2+ в ак-
соплазме [66]. Весьма вероятно, что высокая
электронная плотность цистерн как шипикового
аппарата, так и цистерн sER в аксонах и дендри-
тах во многом определяется высокой концентра-
цией в них мембранных белков, в том числе от-
ветственных за Ca2+-регуляцию проведения сиг-
нала и синаптической передачи. Как можно
видеть на рис. 2б, цистерны типа I и типа II в аст-
роцитарных отростках сходны по электронной
плотности и контрасту с цистернами sER в от-
ростках нейронов – в немиелинизированных ак-
сонах, дендритах и дендритных шипиках. Поэто-
му весьма вероятно, что электронная плотность
цистерн sER в перисинаптических отростках аст-
роцитов также формируется за счет высокой кон-
центрации в них белков, в том числе связанных с
ионным обменом и внутриклеточной сигнализа-
цией.

Пул мембранных органелл TAP представлен
микровезикулами и короткими фрагментами ци-
стерн типа I. Ранее было показано, что «нитевид-
ные» цистерны в немиелинизированных аксонах
имеют длину до нескольких микрон, соединяя
en passant бутоны по ходу нервного волокна [7].
По данным флуоресцентной микроскопии ини-
циация спонтанных кальциевых событий в астро-
цитах происходит на уровне их перисинаптиче-
ских отростков с последующим распространени-

ем ионов Ca2+ в более крупные веточки [3].
Поэтому весьма интригующим было бы предпо-
ложить наличие таких цистерн в терминальных
астроцитарных отростках, которые могли бы
обеспечивать центростремительное распростра-
нение волны ионов Ca2+ от окончаний терми-
нальных отростков до узлов их ветвления или ве-
точек. Однако неизвестно, имеют ли цистерны
типа I в астроцитах сходную организацию с ци-
стернами аксонов. При беглом просмотре изоб-
ражений нейропиля можно обратить внимание
на наличие большого числа как строго попереч-
ных сечений контрастных цистерн в немиелини-
зированных аксонах, так и присутствие в них тан-
генциальных или продольных сечений sER
(рис. 2б). Но обнаружить такие же сечения ци-
стерн в астроцитарных отростках не удается даже
при просмотре большой площади среза. Поэтому
остается неясным, являются ли цистерны типа I
астроцитов протяженными цистернами или ко-
роткими их фрагментами, или даже отдельными
везикулами.

Для решения этого вопроса мы провели анализ
цистерн sER на серийных срезах. С использова-
нием оптического дисектора мы подсчитали
плотность синапсов в гомогенном нейропиле
двух слоев сенсомоторной коры. В слоях I и II–III
она составляла 188 ± 16 и 154 ± 8 (mean ± SE,
n = 3) в 100 мкм3 соответственно. Несмотря на от-
сутствие достоверных различий в плотности,
большее значение предполагало охват большего
числа синапсов в одном поле зрения, поэтому
дальнейший анализ цистерн sER мы проводили в
нейропиле слоя I коры. Анализ не менее 200 мкм3

нейропиля слоя I сенсомоторной коры показал
отсутствие в астроцитарных отростках протяжен-
ных цистерн типа I, сходных с теми, что наблюда-
ются в немиелинизированных аксонах (белая
стрелка в правой части срезов 1–6 на рис. 3а;
врезка ii на срезе 4 на рис. 3а). В данной работе мы
не проводили масштабного количественно ана-
лиза цистерн sER, но детальный качественный
анализ даже ограниченного объема нейропиля
позволяет составить представление об организа-
ции и распределении цистерн типа I в терминаль-
ных перисинаптических астроцитарных отрост-
ках. Так, в результате 3D-реконструкции сегмен-
тов синапсов по шести серийным изображениям,
представленным на рис. 3, в терминальных от-
ростках вблизи шести синапсов мы обнаружили
лишь восемь цистерн типа I (отмечены стрелками
на врезках i–iii на рис. 3б и 3в). Профили цистерн
типа I можно было проследить лишь на двух-трех
и редко на четырех срезах в серии, что при рас-
считанной толщине срезов (42 нм) составляет не
более ~130–170 нм (TAP справа от щелевого кон-
такта на четвертом-пятом срезах и врезка i на чет-
вертом-шестом срезах на рис. 3а). Мы не наблю-
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дали проникновения в TAP ни цистерн типа II, ни
цистерн ретикулума, ассоциированного с мито-
хондриями (рис. 3б,в). Другие органеллы в TAP
были представлены только одиночными везику-
лами или их группами.

Ранее с использованием иммуноэлектронной
микроскопии в перисинаптических отростках
астроцитов было показано наличие сходных с си-
наптическими, но меньшего размера (~30 нм)
микровезикул, иммунореактивных на антитела к
везикулярным транспортерам глутамата, целлуб-
ревину и коагонисту глутаматных NMDA рецеп-
торов D-серину, который высвобождается Ca2+-
зависимым образом [16, 17, 67]. Вполне вероятно,
что и наблюдаемые нами везикулы, обладая сход-
ными размерами, представляют собой пул мик-
ровезикул, содержащих глиотрансмиттеры. 

Анализ серий изображений отростков позво-
ляет наблюдать микровезикулы прикрепленны-
ми к плазматической мембране, в том числе с об-
разованием омега-подобных профилей (не пока-
зано) по типу частичного слияния синаптических
везикул с мембраной аксонального бутона. Одна-
ко неясно, отражают ли такие профили процесс
высвобождения их содержимого, или же интер-
нализацию фрагмента мембраны в форме кавео-
лы. В то же время на рис. 3а можно видеть посте-
пенное сужение цистерны типа II (черные стрел-
ки на срезах 6-1 слева) с диаметром ~40 нм в
цистерну типа I с диаметром ~15–20 нм (врезки i
на срезах 3-1 на рис.3а). Цистерны кортикального
sER эукариот – динамичные структуры, подвер-
женные непрерывной перестройке, слиянию и
расщеплению [68, 69]. Наблюдаемое на рис.3а
сужение цистерны с увеличением кривизны ли-
пидного слоя может быть признаком отщепления
тонких коротких фрагментов sER от кончиков
цистерн [70] с формированием коротких цистерн
типа I. Сужение цистерны типа II можно наблю-
дать и на врезке рис. 1г. В массе сужение цистерн
до считанных нанометров можно наблюдать в
нейритах в развивающемся мозге, особенно в ко-
нусах роста, в которых происходит активная пе-
рестройка sER [31]. Отщепление нанометровых
везикулярных фрагментов («везикулярный» sER)
от протяженных цистерн было показано в миели-
низированных аксонах на серийных срезах и по-
сле импрегнации sER тетроксидом осмия [5, 71].
Способствовать расщеплению цистерн sER в аст-
роцитах мог бы как высокий уровень экспрессии
ATL3 [72], c наиболее слабой среди атластинов
способностью сшивать фрагменты sER [73], так и
значительная подвижность перисинаптических
отростков [54, 55, 74]. Но c другой стороны, ре-
зультаты иммуноэлектронной микроскопии по-
казывают наличие кавеолина-1 внутри периси-
наптических отростков астроцитов [17], что пред-
полагает интернализацию плазматической

мембраны в форме кавеол. Поэтому непонятно,
являются ли источником коротких цистерн типа I
более протяженные цистерны типа II, или же они
образуются в результате захвата части плазмати-
ческой мембраны в форме микровезикул и их
слияния в трубчатые структуры, подобно тому,
как это происходит в эндосомах пресинаптиче-
ских бутонов [75]. Иными словами, вопрос состо-
ит в том, являются ли наблюдаемые нами цистер-
ны типа I производными протяженной эндоплаз-
матической сети или представляют собой
кавеосомы/эндосомы [76], сходные по своей
морфологии с цистернами sER. 

На изолированной культуре кортикальных
астроцитов и в переживающих срезах гиппокампа
было показано, что доминантным источником
ионов Ca2+ для запуска кальциевых событий и
высвобождения глиотрансмиттеров являются два
внутриклеточных депо ионов Ca2+: RyR- и IP3R-
зависимые [67, 77–79]. При этом значительное
число работ свидетельствует о проявлении Ca2+-
событий на периферии астроцитарного ветвле-
ния, в маленьких веточках астроцитарной сети
(см. обзор [80]). Так же и фокусы деполяризации
наблюдаются в дистальных отростках в непосред-
ственной близости от синапсов, при этом ско-
рость нарастания потенциала в них в ответ на вы-
сокочастотную стимуляцию снижается почти на
40% в среде с двукратно сниженной [Ca2+]o [4].
Все эти данные предполагают наличие в TAP ци-
стерн sER, несущих IP3R или RyR. Однако по на-
стоящее время данные о наличии RyR или IP3R в
PAP, подтвержденные методами иммуноэлек-
тронной микроскопии, отсутствуют.

В работе [17] иммуноцитохимически было по-
казано наличие в PAP специфического маркера
sER – Ca2+-связывающего белка кальретикули-
на. Интересно, что метки на кальретикулин не
перекрывались с метками на транспортер глута-
мата VGLUT1, а метки на VGLUT1 не были коло-
кализованы с метками на кавеолин-1. Отсутствие
колокализации предполагало наличие раздель-
ных пулов везикул, несущих VGLUT1 и кавео-
лин-1. Одновременного иммуномечения на каль-
ретикулин и кавеолин-1 авторы не проводили, но
отмечали, что если метка на кавеолин-1 распола-
галась на сходных с синаптическими микровези-
кулах, то метка на кальретикулин – над трубчаты-
ми структурами. Согласно рис. 3 в работе [17] и
рис. 6 в дополнительном материале к ней метка на
кальретикулин располагалась над цистернами
шириной ~40–60 нм, над сужающимися их участ-
ками до ~20 нм и над короткими фрагментами
цистерн с диаметром ~16 нм. Размеры таких
фрагментов сходны с размерами наблюдаемых
нами цистерн типа I. Также и в пресинаптических
бутонах иммунная метка на IP3R наблюдается
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только в sER, но не в эндосомах [63]. Данные фак-
ты в совокупности с результатами иммуноэлек-
тронной микроскопии [17] позволяют с высокой
степенью вероятности считать, что обнаружен-
ные нами цистерны типа I имеют эндомембран-
ное происхождение и являются компонентами
внутриклеточного депо ионов Са2+. Неясно, яв-

ляются ли цистерны типа I элементарными фраг-
ментами депо в ТAP, или пул микровезикул гете-
рогенен и наряду с везикулами, содержащими
глиотрансмиттеры, включает и кальциосомы (см.
обзор [81]. Тем не менее, являясь единственными
фрагментами sER в TAP, цистерны типа I, по-ви-
димому, представляют собой ультраструктурную
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Рис. 3. Ультраструктура цистерн sER в астроцитарных отростках в нейропиле слоя I сенсомоторной коры мозга мыши.
(а) – Фрагмент из шести срезов (1–6) в серии, характеризующий морфологию и распределение цистерн sER в
терминальных астроцитарных отростках в непосредственной близости от активных зон синапсов. Фрагменты
изображений серийных срезов захватывают шесть синапсов в окружении двух отростков астроцита – тонкой веточки
с терминальным отростком вблизи синапсов Ш5-Ш6 слева и широкой веточки, содержащей митохондрию с
перимитохондриальными цистернами ретикулума, от которой отходят терминальные отростки вблизи синапсов Ш1–
Ш4. Астроцитарные отростки помечены звездочками. Стоит обратить внимание на то, что ни цистерна типа II из
тонкой веточки, ни одна из цистерн sER, ассоциированного с митохондрией, не распространяется в TAP, которые
содержат только микровезикулы и цистерны sER типа I. В центре правой части панели (а) выделена область
с цистерной типа I в терминальном отростке, которая прослеживается только на трех срезах (врезки i на срезах 4–6
панели (а); врезка i на панели (в)). Cправа от щелевого контакта цистерну типа I можно проследить только на двух
срезах (срезы 4 и 5 панели (а); врезка iii панели (в)). С учетом рассчитанной средней толщины срезов в серии (42 нм)
длина этих цистерн составляет 84 и 126 нм соответственно. См. детальное описание в основном тексте. (б) – 3D-
реконструкция фрагмента дистальной тонкой веточки и терминальной перисинаптической ламеллы астроцита.
Фрагмент тонкой веточки содержит цистерну sER типа II (II на врезке i), а также микровезикулы и цистерны типа I
(отмечены стрелками на врезках i–iii). Тонкий уплощенный участок терминального отростка, отходящий от веточки
к синапсу 5, лишен цистерн sER и микровезикул, но их можно наблюдать в расширении терминального отростка
вблизи интерфейса «аксон–шипик» (врезка ii). (в) – Фрагмент расширенной астроцитарной веточки или узла
ветвления терминальных перисинаптических отростков астроцита, содержащего митохондрию (не показана) и
ассоциированные с нею цистерны гладкого и шероховатого ER. Цистерны типа I и микровезикулы проявляют
дифференциальное распределение в TAP, которое коррелирует с морфологическими критериями активности
синапсов. См. детальное описание в основном тексте. Условные обозначения и сокращения: в – веточка астроцита,
Д1 и Д2 – дендриты, М – митохондрии, мЭР – ассоциированный с митохондриями эндоплазматический ретикулум,
СВ – синаптические везикулы, СЩ – синаптическая щель, то – терминальный отросток, Ш1–Ш6 – головки
дендритных шипиков, соответствуют номерам синапсов 1–6 на 3D-реконструкции; ША – шипиковый аппарат,
шЭР – фрагмент шероховатого компартмента эндоплазматического ретикулума, ЩК – щелевой контакт между TAP.
В электронной версии PAP окрашены серо-голубым, шипики – серым, sER шипиков и шипиковый аппарат – темно-
серым, пресинаптические бутоны – аквамариновым, PSD – красным, цистерны типа I и типа II и микровезикулы –
темно-коричневым. Шкала на основной панели (а) – 500 нм, на врезках – 50 нм; шкалы на панелях (б) и (в) – куб с
гранью 250 нм.

основу и первичное звено в развитии Ca2+-собы-
тий в TAP. 

Цистерны sER типа I и микровезикулы в TAP ко-
локализованы с активными зонами активных си-
напсов. Подавляющее число спонтанных Ca2+-
событий в астроцитарной сети не распространя-
ется центростремительно по веточкам астроцита,
а локально затухает [3]. Также и стимуляция вхо-
дов к группе синапсов приводит к возникнове-
нию кратковременных разного размера фокусов
деполяризации TAP [4]. Это говорит о том, отве-
ты периферических астроцитарных отростков на
синаптическую активность и спонтанная Ca2+-
активность TAP могут быть связаны как с актив-
ностью конкретного синапса, с которым контак-
тирует отросток, так и со структурной организа-
цией самого TAP. 

Мы провели пилотный анализ распределения
цистерн sER и везикул в TAP, представленных на
рис. 3. Если шесть реконструированных синапсов
упорядочить по возрастанию признаков их зрело-
сти и функциональной активности, таких как
размер постсинаптического уплотнения (PSD)
[82] или активной зоны синапса и степени орга-
низации цистерн sER и шипикового аппарата [6],
можно обнаружить взаимосвязь между активно-
стью синапса и распределением цистерн типа I и
микровезикул. Так, дендритный шипик 4 лишен
не только шипикового аппарата, но и отдельных
цистерн sER, что наряду с макулярной формой и
диаметром PSD ~250 нм свидетельствует о слабой

активности синапса. В TAP вблизи этого синапса
расположена единственная цистерна типа I, уда-
ленная от интерфейса «аксон–шипик» на 260 нм
(врезки i на срезах 4–6 на рис. 3а и 3в). Шипик 5
также лишен шипикового аппарата, но в его нож-
ке расположена цистерна sER, доходящая до го-
ловки с PSD диаметром ~275 нм (срезы 1–4 на
рис. 3а и 3б). Его пресинаптический бутон содер-
жит большее число синаптических везикул, а в
непосредственно прилегающем к синаптической
щели TAP (звездочка на срезе 1 на рис. 3а) можно
наблюдать две коротких цистерны типа I и не-
сколько микровезикул (врезка ii на срезе 3 на
рис. 3а, врезка ii на рис. 3б). В головке шипика 6 с
диаметром PSD ~270 нм можно видеть цистерны
слаборазвитого шипикового аппарата (срез 1 на
рис. 3а и 3б), значительное число синаптических
везикул в бутоне, а в прилегающей тонкой веточ-
ке PAP расположены микровезикулы, цистерны
типа I и длинная цистерна типа II, проходящая в
непосредственной близости от синаптической
щели (черная стрелка в левой части серии изобра-
жений на рис. 3а, врезка i на рис. 3б). При том, что
в головке шипика 3 можно наблюдать лишь от-
дельные цистерны sER, в его ножке располагает-
ся хорошо развитый шипиковый аппарат (не по-
казан), а PSD диаметром ~340 нм свидетельствует
о значительно большей его активности по сравне-
нию с синапсами 4–6. В перисинаптическом аст-
роцитарном отростке справа от щелевого контак-
та расположена короткая цистерна типа I, тогда
как в отростке с большей площадью контакта с
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синаптической щелью (слева от щелевого кон-
такта) можно наблюдать как цистерну типа I, так
и не менее 10 микровезикул (врезки ii на рис. 3в и
срезе 2 на рис. 3а). Также и вблизи интерфейсов
«аксон–шипик» высокоактивных синапсов 1 и 2,
один из которых обладает высокоразвитым ши-
пиковым аппаратом и наибольшей площадью
PSD, можно наблюдать скопления микровезикул
и цистерн типа I (врезка ii на срезе 4 на рис. 3а;
врезка iii на рис. 3в). Синапсы 1 и 2 на смежных
срезах в серии (не показано) имеют большую пло-
щадь контакта с TAP по сравнению с синапсами
3–6, соответственно и большее число микровези-
кул и цистерн типа I вблизи с границами интер-
фейсов «аксон–шипик».

Очевидно, что распределение цистерн sER в
TAP не случайно и результат пилотного анализа
всего лишь шести близлежащих синапсов свиде-
тельствует о тенденции микровезикул и цистерн
типа I располагаться вблизи синаптических ще-
лей или интерфейсов «аксон–шипик» тех синап-
сов, которые имеют характерные признаки высо-
кой активности. Такое распределение мембран-
ных органелл в PAP согласуется с относительным
числом деполяризуемых TAP в результате высо-
кочастотной стимуляции и пропорцией грибо-
видных дендритных шипиков. Простой расчет по
рис. 4 в работе [4] показывает, что если в фокаль-
ной плоскости толщиной 1 мкм и площадью
100 мкм2 наблюдается ~25 фокусов деполяриза-
ции, то с учетом плотности синапсов в слоях II–
III коры (см. выше) отношение числа спотов де-
поляризации к плотности синапсов составит
25/154 (~1/6 или ~16%). Это значение приблизи-
тельно соответствует или чуть больше пропорции
наиболее активных синапсов, образованных на
грибовидных шипиках (см., например, работы
[83, 84]). На рис. 3 из шести синапсов лишь один
имеет высокоразвитый шипиковый аппарат, а
два из шести синапсов имеют большую площадь
PSD. Вероятно, при нормальных физиологиче-
ских условиях только TAP этих наиболее крупных
синапсов могли бы проявлять деполяризацию,
тогда как активация TAP менее активных синап-
сов могла бы происходить в результате развития
судорожных состояний. В этом отношении инте-
ресно было бы исследовать ультраструктуру и пе-
рераспределение sER в TAP в состоянии эпилеп-
сии, поскольку при развитии эпилептического
статуса наблюдается как снижение величины
Ca2+-событий, так и сопряжения астроцитов по-
средством щелевых контактов [85]. 

В отличие от дендритных шипиков, которые
сохраняют форму часы, дни и месяцы [86, 87],
PAP – это очень пластичные структуры, меняю-
щие свою форму как in vitro, со скоростью до
500 нм в минуту, так и in vivo [54, 55, 74]. Локаль-
ный фотолиз связанного глутамата вблизи синап-

са приводит к увеличению его изоляции астроци-
тарными ламеллами [55], что объясняется высо-
кой аффинностью глиальных клеток к
нейротрансмиттерам [88] и селективной ассоциа-
цией PAP с наиболее активными синапсами [10].
Если в шипиках транспорт цистерн sER и везикул
осуществляется миозинами II, VI, V [89], то о ме-
ханизмах транспорта эндомембран в PAP ничего
не известно. Поскольку кортикальный sER свя-
зан с цитоскелетом [68], то в отсутствие активно-
го транспорта мембранные органеллы могли бы
затягиваться в ламеллы пассивным образом од-
новременно с их ростом в окружении синапса.
Однако тенденция цистерн типа I и микровези-
кул располагаться группами вблизи синаптиче-
ской щели активных синапсов позволяет предпо-
лагать существование механизма активного на-
правленного транспорта мембранных органелл в
TAP. Потенциальным мотором в этом процессе
мог бы служить немышечный миозин Vа, кото-
рый в культивируемых астроцитах осуществляет
направленный везикулярный транспорт [90].

Выше мы отмечали отсутствие в TAP расши-
ренных цистерн типа II. При том, что TAP часто
имеют форму сильно уплощенных ламелл, про-
тиснутых между отростками нейронов, затяги-
вать крупные цистерны типа II в TAP, как это
происходит в шипиках, в минутных временных
интервалах было бы энергетически невыгодно. В
то же время нанометровые размеры элементар-
ных цистерн sER могут способствовать их мо-
бильности, облегчая направленную транспорти-
ровку через уплощенные участки. Если движение
ламелл к активированному синапсу занимает ми-
нуты [55], то перестройка структуры кортикаль-
ного sER занимает считанные секунды [68, 69].
Пластичность TAP в совокупности с быстрой пе-
рестройкой sER и мобильностью его элементов
могли бы обеспечивать быструю тонкую настрой-
ку нейрон-глиального взаимодействия в синап-
сах в зависимости от пресинаптической актив-
ности. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе мы предприняли первую по-

пытку более детально исследовать sER в отрост-
ках астроцитов, ультраструктурные детали кото-
рого лежат не только за пределами оптического
разрешения SEM-методов, широко используе-
мых в анализе синапсов, но и за пределом разре-
шений просвечивающей электронной микроско-
пии, обычно используемых при анализе нервной
ткани посредством 3D-реконструкций. В послед-
ние несколько лет были опубликованы работы по
определению количества и распределению гра-
нул гликогена в окружении синапсов на основе
SEM (FIB-SEM – [47, 91]; SBF-SEM – [92]). На-
ши результаты показывают, что по крайней мере
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часть органелл в PAP, воспринимаемых на SEM-
изображениях как гранулы гликогена, в действи-
тельности имеют мембранную природу и пред-
ставляют собой микровезикулы или сечения ко-
ротких фрагментов sER. С учетом того, что число
микровезикул и цистерн sER может быть значи-
тельно меньше числа гранул гликогена, наблюда-
емых в условиях анестезии, полученные нами
данные не подвергают сомнению значимость ис-
следований гликогена в PAP методами SEM, но
предостерегают от возможности получения при
подсчете числа гранул преувеличенных значений.

Мы не уделяли достаточного внимания эндо-
плазматическому ретикулуму в веточках астроци-
тов и ассоциированному с митохондриями, как
впрочем и другим органеллам, имеющим мем-
бранную природу, таким как эндосомы, мульти-
везикулярные тела, и органеллам, связанным с
лизосомальной деградацией, фокусируясь лишь
на упущенном по настоящее время звене в разви-
тии Ca2+-событий и в индукции Ca2+-зависимого
высвобождения глиотрансмиттеров – на потен-
циальном депо ионов Ca2+ в астроцитах в непо-
средственной близости от пре- и постсинаптиче-
ских компартментов. Результаты показывают,
что хотя TAP и лишены вышеперечисленных ор-
ганелл, в них присутствуют мембранные органел-
лы нанометровых размеров, которые разрешимы
только на увеличениях, позволяющих четко
идентифицировать элементарные мембраны. На-
нометровые размеры и концентрация этих орга-
нелл вблизи интерфейсов «аксон–шипик» пред-
полагают их активный транспорт в тончайшие
отростки астроцитов и динамическое перерас-
пределение между синапсами с разной функцио-
нальной активностью.

Наличие таких органелл поднимает как мини-
мум несколько технических и фундаментальных
вопросов. Можно ли облегчить визуализацию на-
норазмерных органелл в PAP в условиях анесте-
зии, без элиминации гранул гликогена? Как эти
органеллы распределены в окружении синапсов
различных типов, форм и размеров? Могут ли ци-
стерны sER расщепляться до микровезикул и ге-
терогенен ли пул последних? Какова буферная
емкость для ионов Ca2+ у тонких коротких фраг-
ментов sER и достаточна ли она для запуска Ca2+-
событий? В какой степени физическая изоляция
интерфейса «аксон-шипик» функционально бо-
лее значима, чем присутствие в TAP цистерн sER
и микровезикул с глиотрансмиттерами? Некото-
рые из этих вопросов можно решить как усовер-
шенствованием протоколов фиксации ткани и
контрастирования ультратонких срезов, так и де-
тальным количественным анализом sER и мик-
ровезикул в TAP на основе 3D-реконструкций си-

напсов, тогда как другие требуют интеграции
комплементарных экспериментальных подходов.

В целом факты, представленные в данной ра-
боте, могут служить основой для смены парадиг-
мы «отсутствия органелл в терминальных отрост-
ках астроцитов» на парадигму, которая предпола-
гает динамическую регуляцию состава и числа
органелл в перисинаптических ламеллах в зави-
симости от активности синапса, и открывает но-
вые перспективы в исследованиях нейрон-гли-
ального взаимодействия и понимании функцио-
нальной роли астроцитарного микроокружения в
пластичности трехчастного синапса и развитии
патологических процессов в мозге.

БЛАГОДАРНОСТИ
Работа выполнена на оборудовании ЦКП

ПНЦБИ РАН (№670266, http://www.ckp-
rf.ru/ckp/670266/).

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ
Исследование проведено в рамках выполне-

ния государственного задания ПНЦБИ РАН
(№075-00957-23-01) при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант № 20-34-90068).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы заявляют об отсутствии конфликта

интересов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ НОРМ
Эксперименты на анестезированных и неане-

стезированных животных проведены в соответ-
ствии с требованиями Европейской конвенции
по защите животных 2010/63/EU. Все примени-
мые международные, национальные и институ-
циональные принципы ухода и использования
животных при выполнении работы были соблю-
дены.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. A. Reichenbach, A. Derouiche, and F. Kirchhoff,

Brain Res. Rev., 63, 11 (2010).
2. B. S. Khakh and M. V. Sofroniew, Nature Neurosci-

ence, 18, 942 (2015).
3. M. Arizono, V. V. G. K. Inavalli, A. Panatier, et al., Na-

ture Commun., 11, 1906 (2020).
4. M. Armbruster, S. Naskar, J. P. Garcia, et al., Nature

Neurosci., 25, 607 (2022).
5. J. Špaček and A. R. Lieberman, J. Cell Sci., 46, 129

(1980).
6. J. Špaček and K. M. Harris, J. Neurosci., 17, 190

(1997).



332

БИОФИЗИКА  том 68  № 2  2023

ШИШКОВА, РОГАЧЕВСКИЙ

7. Y. Wu, C. Whiteus, C. S. Xue, et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 114, E4859 (2017).

8. J. Špaček, Anat. Embryol., 171, 235 (1985). 
9. J. Špaček and K. M. Harris, J. Comp. Neurol., 393, 58

(1998).
10. R. Ventura and K. M. Harris, J. Neurosci., 19, 6897

(1999).
11. M. A. Xu-Friedman, K. M. Harris, and W. G. Regehr,

J. Neurosci., 21, 6666 (2001).
12. C. Genoud, C. Quairiaux, and P. Steiner, PLoS Biol.,

4, e343 (2006).
13. M. R. Witcher, S. A. Kirov, and K. M. Harris, Glia, 55,

13 (2007).
14. K. Chounlamountry and J.-P. Kessler, Glia, 59, 655

(2011).
15. M. Bellesi, L. de Vivo, G. Tononi, et al., BMC Biol.,

13, 66 (2015).
16. P. Bezzi, V. Gundersen, J. L. Galbete, et al., Nature

Neurosci., 7, 613 (2004).
17. L. H. Bergersen, C. Morland, L. Ormel, et al., Cereb

Cortex, 22, 1690 (2012).
18. I. Patrushev, N. Gavrilov, V. Turlapov, et al., Cell Cal-

cium, 54, 343 (2013).
19. M. J. Karnovsky, In Abstr. Book of the 11th Annual Meet.

of the American Society for Cell Biology, Abstracts 284,
146 (1971).

20. A. M. Seligman, H. L. Wasserkrug, and J. S. Hanker, J.
Cell Biol., 30, 424 (1966).

21. B. Fernandez, I. Suarez, and G. Gonzalez, Anat. Anz.,
156, 31 (1984).

22. A. Semyanov and A. Verkhratsky, Trends Neurosci.,
44, 781 (2021).

23. Y. Oe, O. Baba, H. Ashida, et al., Glia, 64, 1532 (2016).
24. N. Benmeradi, B. Payre, and S. L. Goodman, Microsc.

Microanal. 21 (Suppl. 3), 721 (2015).
25. T. Hanaichi, T. Sato, T. Iwamoto, et al., J. Electron

Microsc. (Tokyo), 35, 304 (1986).
26. S. Saalfeld, R. Fetter, A. Cardona, et al., Nature Meth-

ods, 9, 717 (2012).
27. J. C. Fiala, K. M. Harris, J. Microsc., 202, Pt 3, 468

(2001).
28. J. C. Fiala, J. Microsc., 218 (Pt 1), 52 (2005).
29. W. C. De Bruijn, J. Ultrastruct. Res., 42, 29 (1973).
30. L. A. Langford and R. E. Coggeshall, Anat. Rec., 197,

297 (1980).
31. E. A. Shishkova, I. V. Kraev, and V. V. Rogachevsky,

Biophysics, 67, 5, 752 (2022).
32. P. Drochmans, J. Ultrastruct. Res., 6, 141 (1962).
33. J. P. Revel, J. Histochem. Cytochem., 12, 104 (1964).
34. L.-E. Thornell, J. Ultrastruct. Res., 49, 157 (1974).
35. C. Prats, T. E. Graham, and J. Shearer, J. Biol. Chem.,

293, 19, 7089 (2018).
36. K. K. Rybicka, Tissue Cell, 28, 3, 253 (1996).
37. M. L. Entman, S. S. Keslensky, A. Chu, et al., J. Biol.

Chem., 255, 13, 6245 (1980).
38. Y. Hirata, M. Atsumi, Y. Ohizumi, et al., Biochem. J.,

371, 81 (2003).
39. C. Lavoie, L. Roy, J. Lanoix, et al., Prog Histochem

Cytochem., 46, 1 (2011).
40. M. S. Muller, R. Fox, A. Schousboe, et al., Glia, 62,

526 (2014).
41. S. P. J. Brooks, B. J. Lampi, and C. G. Bihun, Con-

temp. Top. Lab. Anim. Sci., 38, 19 (1999).

42. C. W. Scouten, R. O'Connor, and M. Cunningham, J.
Microsc. Today, 14, 3, 26 (2006).

43. R. Kasukurthi, M. J. Brenner, Amy M. Moore, et al., J.
Neurosci. Methods, 184, 303 (2009).

44. S. R. Nelson, D. W. Schulz, J V. Passonneau, et al., J.
Neurochem., 15, 1271 (1968).

45. F. D. Morgenthaler, D. M. Koski, R. Kraftsik, et al.,
Neurochem. Int., 48, 616 (2006).

46. L. F. Obel, M. S. Müller , A. B. Walls, et al., Front.
Neuroenergetics, 4, 3, 1 (2012).

47. J. S. Coggan, D. Keller, C. Calõ, et al., PLoS Comput.
Biol., 14, 8, e1006392 (2018).

48. O. H. Lowry, J. V. Passonneau, F. X. Hasselberger,
et al., J. Biol. Chem., 239, 18 (1964).

49. H. Watanabe and J. V. Passonneau, Brain Res., 66, 147
(1974).

50. R. A. Swanson, S. M. Sagar, and F. R. Sharp, Neurol.
Res., 11, 24 (1989).

51. R. A. Swanson, M. M. Morton, S. M. Sagar, et al.,
Neuroscience, 51, 2, 451 (1992).

52. T. Matsui, T. Ishikawa, H. Ito, et al., J. Physiol., 590,
607 (2012).

53. M. K. Brewer and M. S. Gentry, in Advances in Neuro-
biology, 23: Brain Glycogen Metabolism (Springer Na-
ture Switzerland AG, 2019), pp. 17–81.

54. J. Hirrlinger, S. Hulsmann, and F. Kirchhoff, Eur. J.
Neurosci., 20, 2235 (2004).

55. Y. Bernardinelli, J. Randall, E. Janett et al., Curr. Biol.,
24, 1679 (2014).

56. G. R. Login and A. M. Dvorak, Histochem. J., 20, 373
(1988).

57. G. R. Login and A. M. Dvorak, The Microwave Tool
Book (Beth Israel Hospital, 1994).

58. F.E. Jensen and K.M. Harris, J. Neurosci. Methods,
29, 217 (1989).

59. M. A. Sullivan, S. T. N. Aroney, S. Li, et al., Biomac-
romolecules, 15, 660 (2014).

60. T. Satoh, C. A. Ross, A. Villa, et al., J. Cell Biol., 111,
615 (1990).

61. N. Holbro, Å. Grunditz, and T. G. Oertner, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 106, 15055 (2009).

62. P. Jedlicka, A. Vlachos, S. W. Schwarzacher, et al., Be-
hav. Brain Res., 192, 12 (2008).

63. K. Takei, H. Stukenbrok, A. Metcalf, et al., J. Neuros-
ci., 12, 489 (1992).

64. A. H. Sharp, P. S. McPherson, T. M. Dawson, et al., J.
Neurosci., 13, 3051 (1993).

65. H. Shimizu, M. Fukaya, and M. Yamasaki, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 105, 11998 (2008).

66. R. Barzan, F. Pfeiffer, and M. Kukley, Front. Neuros-
ci., 10, 135 (2016).

67. J.-P. Mothet, L. Pollegioni, G. Ouanounou, et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102, 5606 (2005).

68. Y. Du, S. Ferro-Novick, and P. Novick, J. Cell Sci.,
117, 2871 (2004).

69. J. Espadas, D. Pendin, R. Bocanegra, et al., Nature
Commun., 10, 5327 (2019).

70. S. Wang, H. Tukachinsky, F. B. Romano, et al., eLife,
5, e18605 (2016).

71. J. D. Lindsey and M. H. Ellisman, J. Neurosci., 5, 12,
3135 (1985).

72. N. Rismanchi, C. Soderblom, J. Stadler, et al., Hum.
Mol. Genet., 17, 11, 1591 (2008).



БИОФИЗИКА  том 68  № 2  2023

ДВА СУБКОМПАРТМЕНТА ГЛАДКОГО ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКОГО РЕТИКУЛУМА 333

73. X. Hu and F. Wu, Prot. Cell, 6, 4, 307 (2015).
74. M. Krzisch, S. G. Temprana, L. A. Mongiat, et al.,

Brain Struct. Funct., 220, 4, 2027 (2015).
75. G. Mattews, Neuron, 44, 223 (2004).
76. R. G. Parton and K. Simons, Nat. Rev. Mol. Cell Biol.,

8, 185 (2007).
77. N. J. Willmott, K. Wong, and A. J. Strong, J. Neurosci.,

20, 5, 1767 (2000).
78. X. Hua, E. B. Malarkey, V. Sunjara, et al., J. Neurosci.

Res., 76, 86 (2004).
79. M. W. Sherwood, M. Arizono, C. Hisatsune, et al.,

Glia, 65, 3, 502 (2017).
80. E. Shigetomi, S. Patel, and B. S. Khakh, Trends Cell

Biol., 26, 4, 300 (2016).
81. J. Meldolesi and T. Pozzan, J. Cell Biol., 21, 142, 1395

(1998).
82. Y. Takumi, V. Ramírez-León, P. Laake, et al., Nature

Neurosci., 2, 7, 618 (1999).

83. M. G. Stewart, N. I. Medvedev, V. I. Popov, et al., Eur.
J. Neurosci., 21, 3368 (2005).

84. V. I. Popov, N. I. Medvedev, I. V. Patrushev, et al.,
Neuroscience, 149, 549 (2007).

85. A. Plata, A. Lebedeva, P. Denisov, et al., Front. Mol.
Neurosci., 11, 215 (2018).

86. A. Matus, Curr. Opin. Neurobiol., 15, 76 (2005).
87. A. J. G. D. Holtmaat, J. T. Trachtenberg, L. Wilbrecht,

et al., Neuron, 45, 279 (2005).
88. A. H. Cornell-Bell, P. G. Thomas, and S. J. Smith,

Glia, 3, 322 (1990).
89. M. E. Brown and P. C. Bridgman, J. Neurobiol., 58, 1,

118 (2004).
90. S. J. Stachelek, R. A. Tuft, L. M. Lifschitz, J. Biol.

Chem., 276, 35652 (2001).
91. C. Calì, J. Baghabra, D.J. Boges, et al., J. Comp. Neu-

rol., 524, 23 (2016).
92. M. Bellesi, L. de Vivo, S. Koebe, et al., Front. Cell

Neurosci., 12, 308 (2018). 

 Two Subcompartments of the Smooth Endoplasmic Reticulum in Perisynaptic 
Astrocytic Processes: Ultrastructure and Distribution in Hippocampal 

and Neocortical Synapses
 E.A. Shishkova* and V.V. Rogachevsky*

*Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Perisynaptic astrocytic processes involved in the tripartite synapse functioning respond to its activation by lo-
cal depolarization with calcium release from the intracellular stores inside nodes of astrocytic processes and
develop local and generalized calcium events. However, based on the first electron microscopy studies a point
of view was formed that terminal astrocytic lamellae are devoid of any organelles, including the main astro-
cytic calcium store – the cisternae of the smooth endoplasmic reticulum. Indeed, analysis of smooth endo-
plasmic reticulum cisternae could be limited by their weak electron contrast, the studying of astrocytic pro-
cesses on single sections, and insufficient optical resolution of the equipment used. Here, by using serial sec-
tion transmission electron microscopy and 3D reconstructions, we analyzed astrocytic processes in murine
hippocampal and cortical synapses. As a result of unit membranes contrast enhancement, it was shown for
the first time that perisynaptic processes of astrocytes with a morphology of thin branchlets contain two types
of smooth endoplasmic reticulum cisternae and microvesicles. Unlike branchlets, membrane organelles in-
side terminal lamellae were comprised by only short fragments of thin smooth endoplasmic reticulum cister-
nae and microvesicles, whose groups tend to be located in close proximity to active zones of the most active
synapses. We speculate both on reliability of the alternative methods in electron microscopy while studying
astrocytic microenvironment of synapses and structure-function aspects of smooth endoplasmic reticulum
cisternae compartmentalization inside the perisynaptic processes of astrocytes.

Keywords: perisynaptic and terminal astrocytic processes, smooth endoplasmic reticulum, glycogen, transmission
electron microscopy, scanning electron microscopy, 3D reconstruction
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Исследовано изменение содержания нейротрофических факторов и белкового состава мембран
соматических нервов крысы при повреждении и выживании нервов на фоне действия клобетазола.
Показано, что внутримышечное введение препарата по сравнению с его использованием в составе
гидрогелевых систем, полученных из микробных полисахаридов, оказывает более выраженное
действие на увеличение уровня нейротрофических факторов роста и структурных белков,
ответственных за восстановительные процессы, а также стабилизирует содержание общей белковой
фракции поврежденных соматических нервов. Меньшая деградация белков травмированного
нервного проводника при внутримышечном введении клобетазола вероятно обусловлена большей
доступностью препарата при инъекции, чем при его медленном высвобождении из гидрогелевого
композита. Кроме этого, увеличение количества ДНК и отдельных белковых фракций указывает на
способность клобетазола участвовать в активации генов, связанных с ремиелинизацией. Мы
полагаем, что клобетазол активирует синтез нейротрофических факторов роста, запуская тем
самым фосфатидилинозитол-3-киназный и митогенактивируемый протеинкиназный сигнальные
пути, осуществляющие регуляцию процессов перестройки цитоскелета и аксонального роста, а
также активацию синтеза структурных и аксональных белков, необходимых для восстановления
функциональной активности травмированных нервных проводников.

Ключевые слова: соматические нервы, травма нерва, нейротрофические факторы роста, клобетазол,
регенерация нерва, гидрогелевые системы.
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В зарубежной и отечественной литературе в
настоящее время все большее внимание уделяет-
ся роли нейротрофических факторов в функцио-
нировании нервной системы. Известно, что ней-
ротрофические факторы являются важнейшими
регуляторами процессов пролиферации и диффе-
ренцировки нейронов, а также способствуют
поддержанию их жизнеспособности за счет уча-
стия в контроле физиологического развития и со-
хранения структурной и функциональной це-
лостности нейронов. Оказываемые данными
факторами эффекты реализуются через взаимо-
действие с различными видами рецепторов се-
мейства тирозинкиназы (Trk-рецепторами) и
p75NTR-рецепторами из семейства рецепторов
фактора некроза опухоли. Связывание нейротро-
фических факторов с рецепторами Trk и p75NTR
активирует нисходящие сигнальные каскады, в

частности, фосфатидилинозитол-3-киназный
(PIK3/Akt) и митогенактивируемый протеинки-
назный (MAPK/ERK) сигнальные пути, что спо-
собствует дифференцировке и выживаемости
нейронов [1, 2].

В настоящее время проблема регуляции раз-
личных сигнальных путей для повышения эф-
фективности восстановления поврежденных пе-
риферических нервов представляет особый инте-
рес. В связи с ростом количества травматических
повреждений периферических нервов, а также
из-за низкой эффективности восстановления
их функциональной активности необходима раз-
работка новых подходов и способов ускорения
регенерационных процессов в травмированных
нервных проводниках. Учитывая значимость
данной проблемы, в последние годы возрастает
интерес исследователей к поиску потенциальных
терапевтических агентов – веществ, усиливаю-Сокращение: NGF – фактор роста нервов. 
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щих нейропротекцию и стимуляцию регенерации
[3–8].

Среди различных классов физиологически ак-
тивных веществ представляют интерес раститель-
ные полифенолы [9], компоненты внеклеточного
матрикса [10], но недавно появились сообщения,
что глюкокортикоиды, в частности, клобетазол и
миконазол [11], проявляют высокую эффектив-
ность в интенсификации процесса миелиниза-
ции в культурах мозжечковых срезов и in vivo у
мышей. Системная доставка этих веществ значи-
тельно увеличивала количество новых олиго-
дендроцитов и усиливала ремиелинизацию в экс-
периментальной модели очаговой демиелиниза-
ции. Исследования показали, что клобетазол
способствует миелинизации в клетках предше-
ственниках олигодендроцитов посредством свя-
зывания с глюкокортикоидным рецептором  [12].
Кроме этого, клобетазол в значительно меньших
концентрациях обладает более выраженным дей-
ствием по сравнению с другими наружными кор-
тикостероидами [13].

По данным ряда авторов, клобетазол может
усиливать дифференцировку и пролиферацию
нейрональных стволовых клеток за счет актива-
ции нейротрофических факторов, в частности,
фактора роста нервов (NGF), нейротрофина-3 и
мозгового нейротрофического фактора [14–16].
Помимо этого, клобетазол обладает способно-
стью кортикостероидов подавлять воспалитель-
ный ответ в клетках, что может приводить к
уменьшению образования глиальных рубцов,
ограничивающих разрастание аксонов и регене-
рацию [16].

Несмотря на большое количество исследова-
ний, посвященных способности клобетозола сти-
мулировать регенерационные механизмы в по-
врежденной нервной ткани, его роль в активации
механизмов регенерации при патологии сомати-
ческих нервов остается недостаточно изученной.
Кроме того, все большее внимание исследовате-
лей привлекают гидрогели, способные аккумули-
ровать активные вещества и тем самым поддер-
живать постоянный приток биологически актив-
ных веществ, в частности клобетазола в область
повреждения [17, 18].

Исходя из вышесказанного, целью данной ра-
боты было изучение регуляторной роли нейро-
трофических факторов на количественное содер-
жание ДНК и состав белков при действии клобе-
тазола. Для достижения цели работы были
поставлены следующие задачи:

– исследовать изменение содержания нейро-
трофических факторов, ДНК, общего белка и от-
дельных белковых фракций соматических нервов
при дегенеративных и регенеративных процессах
в соматических нервах на фоне действия клобета-
зола при его внутримышечном введении и ис-

пользовании в составе гидрогеля из микробных
полисахаридов, обеспечивающего постоянный
приток действующего вещества в процессе реге-
нерации поврежденных соматических нервов; 

– установить взаимосвязь между изменением
уровня нейротрофинов и белковым составом
травмированного нервного проводника на фоне
использования клобетазола.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили седалищные

нервы крыс породы Wistar со средней массой
250 ± 50 г. Для проведения эксперимента был ис-
пользован клобетазол в гидрогелевых системах.

Подготовка гидрогеля. Для приготовления гид-
рогеля использовали 8%-й леван и 2%-й альги-
нат, которые смешивали в соотношении 1 : 1. Для
полимеризации гидрогеля использовали 2%-й
раствор CaCl2, участвующий в полимеризации ге-
ля и образующий ионные сшивки с полисахари-
дами.

Для определения цитотоксичности гидрогеля
с помощью МТТ-теста на линии клеток легких
эмбриона человека использовали растворы 0.8%-
го левана и 0.2%-го альгината натрия, поскольку
исходный раствор с 8%-м леваном и 2%-м альги-
натом натрия обладает высокой вязкостью и за-
трудняет проведение данного теста. Линии кле-
ток легких эмбриона человека культивируют в
среде DMEM с добавлением 10% фетальной сы-
воротки теленка, пенициллина, стрептамицина,
глютамина (все – «PanEco», Россия). Клетки сни-
мали с планшетов 0.25%-м раствором трипсина-
ЭДТА («PanEco», Россия) и рассаживали в 96-лу-
ночный планшет в концентрации 10000 кл/лунка.
Затем к клеткам добавляли исследуемые вещества
(гидрогель, состоящий из 0.2%-го раствора альги-
ната, 0.8%-го раствора левана, клобетазола в кон-
центрации 0.025 мг/мл, а также эти компоненты
по отдельности) c шагом разведения 1 : 2. В каче-
стве контроля к клеткам добавляли среду без пре-
паратов. Цитотоксическое действие материала
оценивали с помощью 3-(4,5-диметил-2-тиазо-
лил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолиум бромида
(МТТ, Sigma Aldrich, США) в концентрации
5 мг/мл согласно методике, описанной в работе
[19]. 

Инкубировали 3.5 ч для образования фиолето-
вых кристаллов формазана. Затем кристаллы рас-
творяли с помощью раствора диметилсульфокси-
да на планшетном шейкере 20 мин при темпера-
туре 37°С. Оптическую плотность измеряли на
мультимодальном ридере Varioscan Lux (Thermo
Scientific, США) при длине волны 570 нм против
референсной 650 нм. Жизнеспособность оцени-
вали как отношение оптической плотности об-
разца к контролю и выражали в процентах.
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Опытные группы. Все животные были разделе-
ны на пять групп. 1-я группа – животные без по-
вреждения седалищного нерва (интактные) слу-
жила контролем. Животные 2-й опытной группы
подвергались перерезке седалищного нерва. Жи-
вотным 3-й опытной группы после перерезки се-
далищного нерва внутримышечно вводили кло-
бетазол в концентрации 0.25 мг/кг объемом 100
мкл. У животных 4-й опытной группы после пе-
ререзки проксимальную часть нерва обволакива-
ли гидрогелем (8%-й леван, 2%-й альгинат). Для
5-й опытной группы животных гидрогель готови-
ли с добавлением клобетазола, конечная концен-
трация которого составила в гидрогеле 0.25
мг/мл. Седалищные нервы извлекали через 7, 14 и
30 суток и проводили количественную оценку со-
держания общего белка, отдельных белковых
фракций, а также определяли количественную
динамику NGF и нейротрофина-3.

Регистрация потенциалов действия. Отпрепа-
рированные седалищные нервы крысы помещали
в раствор Рингера с температурой 37°С, через ко-
торый осуществляли постоянное продувание
кислорода. Измерение осуществляли при следу-
ющих параметрах: амплитуда возбуждающего
стимула 1.5 В, длительность 0.3 мс, частота раз-
дражения 100 имп/с [20].

Гомогенизация. Седалищные нервы измельча-
ли с помощью гомогенизатора POTTER S (Sarto-
rius, Германия) в пробирке со стеклянным пести-
ком в 0.8 М сахарозе (весовое соотношение нер-
вов и раствора сахарозы 1 : 2) при 4С.

Определения количества факторов роста нервов
и нейротрофина-3. Для определения количества
факторов роста NGF и нейротрофина-3 исполь-
зовали гомогенат нерва. Количественную оценку
молекул проводили методом иммуноферментно-
го анализа с использованием специальных ком-
мерческих наборов (Cloud-Clone Corp., Китай).
Опытные образцы, калибраторы и холостые об-
разцы инкубировали в предварительно сенсиби-
лизированных антителами планшетках в течение
часа в соответствии с инструкциями производи-
теля. После этого этапа инкубировали с детекти-
рующим агентом А, проводили промывки для
удаления несвязанных антител с последующей
инкубацией в течение 1 часа с детектирующим
агентом В. Наконец, 3,3',5,5'-тетраметилбензи-
дин добавляли с целью взаимодействия его с фер-
ментным конъюгатом и получения цвета раство-
ра. После добавления стоп-реагента останавлива-
ли реакцию и незамедлительно приступали к
измерению на спектрофотометре, в котором
определяли оптическую плотность каждой лунки
при поглощении 450 нм (BioTek, США). Результа-
ты были получены из кривых серийного разведе-
ния с известными концентрациями, выраженны-
ми в пг/мл.

Электрофоретическое разделение белков в по-
лиакриламидном геле. При подготовке образцов
для электрофоретического разделения белков об-
разцы подвергали делипидизации в смеси хлоро-
форм:метанол:вода (1:2:0,8). Центрифугировали
при 10 000g 4°С в течение 10 минут. Затем ресус-
пендировали в дистиллированной воде, гомоге-
низировали, центрифугировали при 10 000g, 4°С в
течение 10 минут (3 раза).

Концентрацию белка в полученных пробах из-
меряли методом Лоури, используя в качестве
стандарта бычий сывороточный альбумин [21].
Оптическую плотность определяли на спектро-
фотометре (Shimadzu, Япония) при длине волны
650 нм.

Состав белков соматических нервов изучали
методом электрофореза в полиакриламидном ге-
ле в присутствии додецилсульфата натрия по ме-
тоду Лэммли [22]. Расчет молекулярной массы
исследуемого белка осуществляли по его электро-
форетической подвижности, используя метод ре-
грессионного анализа. 

После электрофоретического разделения бел-
ки переносили на поливинилиденфторидную
мембрану методом электроблоттинга на оборудо-
вании Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, США) при на-
пряжении 25 В в течение 7 мин. Контроль пере-
носа белков осуществляли красителем Ponceau S
(Bio-Rad, США).

Визуализацию, документацию и количествен-
ный анализ полученных белковых гелей осу-
ществляли с помощью гель документирующей
системы Gel Doc XR+ (Bio-Rad, США). Обработ-
ку результатов проводили в программе ImageLab.

Иммунодетекцию белков проводили следую-
щим образом. Мембрану с белками инкубирова-
ли в течение часа в блокирующем буфере – 5%-м
растворе обезжиренного молока на основе фос-
фатно-солевого буфера с Твин-20. После этого
мембрану инкубировали с первичными антитела-
ми к GAP-43 (разведение 1:5000) в течение ночи
при 4°C в блокирующем буфере. Затем мембрану
трижды отмывали в фосфатно-солевом буфере с
Твин-20 и инкубировали со вторичными антите-
лами в течение часа при комнатной температуре.
Повторяли процедуру отмывки и затем проводи-
ли визуализацию. Белки визуализировали на
приборе Gel Doc XR+ и обрабатывали с помощью
программы ImageLab.

Определение концентрации ДНК. Седалищные
нервы измельчали с помощью гомогенизатора
POTTER S (Sartorius, Германия) в пробирке со
стеклянным пестиком в буфере ТЕ1 при 4°С. Вы-
деление ДНК проводили по методу, описанному
в работе [23]. Измерение концентрации проводи-
ли на спектрофотометре NanoPhotometer NP80
(Implen, США) при длине волны 260 нм.
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Полученные экспериментальные данные под-
вергали статистической обработке с использова-
нием электронных таблиц Microsoft Excel 2016.
Сравнение вариантов опытов проводили при
5%-м уровне значимости по t-критерию Стью-
дента. Данные представлены как среднее значе-
ние и стандартная ошибка (M ± m).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Нами показано, что при повреждении сомати-
ческих нервов активируются различные сигналь-
ные пути, участвующие в регуляции процессов
дегенерации и регенерации нервных проводни-
ков. Для более эффективного протекания регене-
рационных процессов в нервной клетке необхо-
дима активация различных механизмов, опосре-
дуемая введением экзогенных веществ, в
частности клобетазола. В основе действия секре-
тируемых факторов роста, обладающих нейро-
трофическим действием, таких как фактор роста
нервов, нейротрофин-3 и нейротрофин-4, лежит
их взаимодействие с низкоаффинным рецепто-
ром p75NTR и различными изоформами рецепто-
ров, которые относятся к семейству тирозинки-
назных рецепторов. Связывание нейротрофиче-
ских факторов с Trk-рецептором запускает
PIK3/Akt и сигнальный путь митогенактивируе-
мой протеинкиназы (MAPK/ERK), а также при-
водит к активации сигнального комплекса серин-
треониновой протеинкиназы mTOR, в результате
чего происходит синтез белков, необходимых для
аксональной регенерации и наблюдается восста-
новление способности проводить потенциал дей-

ствия травмированными нервными проводника-
ми [24].

Из литературных данных известно, что при по-
вреждении нерва его центральный и перифериче-
ский отрезки претерпевают различные измене-
ния [25]. Поэтому представляется интересным
исследование глубины развития дегенерацион-
ных процессов и влияния клобетазола на процес-
сы регенерации в каждом из участков поврежден-
ного нервного проводника. 

Исходя из вышесказанного, на первом этапе
эксперимента мы провели исследование уровня
NGF в проксимальном и дистальном участках
нерва после перерезки, а также внутримышечно-
го введения клобетазола в концентрации
0.25 мг/кг и использования действующего веще-
ства в составе гидрогеля из расчета 0.25 мг/мл. 

В результате этого эксперимента выявлено
снижение уровня NGF в проксимальном отделе
нерва на 31.7 и 26.7% относительно контроля че-
рез 7 и 14 суток после повреждения соответствен-
но. Количественное содержание NGF на 30-е сут-
ки составило 106.4% по отношению к контролю
(рис. 1а). В дистальном отделе нерва через 7 и
14 суток после повреждения происходило сниже-
ние уровня NGF на 24.4 и 22.7% относительно
контроля. Количественное содержание NGF на
30-е сутки увеличилось на 11.8% по отношению к
контролю.

На фоне введения клобетазола в концентра-
ции 0,25 мг/кг в проксимальном отрезке нерва от-
мечается увеличение количественного содержа-
ния NGF в 3,36 раза по сравнению с контролем к
14-м суткам наблюдения. На 7-е и 30-е сутки до-
стоверных изменений не наблюдалось. В серии

Рис. 1. Влияние клобетазола в концентрации 0.25 мг/кг на изменение общего уровня белка NGF (а) и нейротрофина-3
(б) в поврежденных соматических нервах; * – p < 0.05 по сравнению с контролем. 
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опытов с использованием препарата в дисталь-
ном отделе нерва происходят следующие измене-
ния: концентрация NGF увеличилась в 1.88 и
2.4 раза соответственно по отношению к контро-
лю спустя 7 и 14 суток эксперимента. На 30-е сут-
ки после повреждения наблюдалось увеличение
содержания NGF на 9.1% выше уровня контроля.

Помимо изменения уровня NGF, в прокси-
мальном отделе нерва после его перерезки проис-
ходит увеличение концентрации NТ-3 к 7-м и
30-м суткам наблюдения на 30.7 и 27.2% соответ-
ственно по сравнению с контролем (рис. 1б). В
дистальном его участке на 7-е сутки наблюдения
концентрация нейротрофина превышает кон-
троль в 2 раза, а на 14-е сутки – в 2.14 раза. Увели-
чение продолжительности воздействия травмы
до 30-ти суток сопровождается снижением уров-
ня нейротрофина-3 на 16.2% относительно кон-
троля. 

В варианте опыта с клобетазолом в концентра-
ции 0.25 мг/кг в проксимальном отрезке нерва
синтез NТ-3 увеличился на 25.4% к 14-м суткам
эксперимента, а к 30-м суткам его уровень сни-
зился на 19.7% по сравнению с контролем.

В серии опытов с использованием препарата в
дистальном отделе нерва происходят следующие
изменения: спустя 7 суток после повреждения
уровень нейротрофина снизился на 11.5% по от-
ношению к контролю, однако на 14 и 30 сутки по-
сле повреждения данные показатели превышают
контрольные значения на 9.0% и 50.8% соответ-
ственно.

В следующей серии опытов нами было прове-
дено исследование уровня NGF в проксимальном

и дистальном участках нерва после перерезки и с
участием гидрогеля с добавлением клобетазола и
без него (рис. 2). 

Было показано снижение уровня NGF в прок-
симальном отделе нерва при влиянии гидрогеля
на 30-е сутки эксперимента на 80% по сравнению
с контрольными значениями. Стоит отметить,
что на 7-е сутки при использовании гидрогеля с
клобетазолом синтез фактора роста превышал
контрольные значения на 20%.

В дистальной части поврежденного нерва син-
тез NGF происходит наиболее интенсивно, и при
наложении гидрогеля к 30-м суткам наблюдения
содержание фактора роста увеличивалось на 34%
относительно контроля. Добавление в гидрогель
клобетазола способствовало увеличению концен-
трации фактора роста на 60% по сравнению с
контрольным значением.

Из литературы известно, что активация Akt в
процессе запуска фосфатидилинозитол-3-ки-
назного сигнального пути сопровождается антиа-
поптотическим эффектом за счет экспрессии
генов, участвующих в дифференцировке и выжи-
ваемости клеток. Таким образом, фосфатидили-
нозитол-3-киназа и серин-треониновая киназа
Akt, активируемые при участии факторов роста,
опосредуют рост аксонов. В этом сигнальном пу-
ти образование фосфатидилинозитол-3,4,5-три-
фосфата приводит к фосфорилированию Akt, ко-
торая, в свою очередь, вызывает фосфорилирова-
ние факторов транскрипции из семейства FOXO,
киназы гликогенсинтазы-3 (GSK-3) и регулято-
ров комплекса 1 мишени рапамицина у млекопи-
тающих (mTORC1), контролирующих синтез бел-
ков в клетке [26, 27]. С другой стороны, показано,
что ERK1/2, один из участников MAP-киназного
сигнального пути, также связан с активацией
ветвления и аксонального роста нервных волокон
за счет экспрессии антиапоптотических факторов
транскрипции [28]. 

Учитывая вышеприведенные данные, на сле-
дующем этапе мы провели серию экспериментов
по исследованию изменения концентрации
ДНК, общего содержания белка и отдельных бел-
ковых фракций в дистальном и проксимальном
отрезках поврежденного нервного проводника на
фоне внутримышечного введения клобетазола. 

Было показано, что к 14-м суткам наблюдения
содержание ДНК в проксимальном отделе нерва
после его перерезки снизилось на 15.3% относи-
тельно контроля, а на 30-е сутки эксперимента ее
концентрация приблизилась к контрольным зна-
чениям (рис. 3а).

В дистальном отрезке нерва содержание ДНК
спустя 7, 14 и 30 суток наблюдения уменьшилось
на 18.8, 66.2 и 64.3% соответственно по сравне-
нию с контролем. Было показано, что при дей-
ствии клобетазола из расчета 0.25 мг/кг в прокси-

Рис. 2. Влияние гидрогеля на изменение общего
уровня белка NGF в поврежденных соматических
нервах; * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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мальном отделе нерва после его травмы концен-
трация ДНК возрастала в 1.8 и 1.4 раза на 7-е и
14-е сутки относительно контрольных значений.

Наиболее ранние изменения белкового соста-
ва нерва обнаруживались уже в первые семь суток
после повреждения нерва (рис. 3б). Это согласу-
ется с литературными данными, указывающими
на то, что дегенерационные процессы развивают-
ся в течение пяти-семи суток после травмы нерв-
ного проводника [29].

Так, в проксимальной части нерва спустя
семь суток после травмы содержание белка
уменьшилось на 30,7% по отношению к контро-
лю. К 30-м суткам его уровень в поврежденных
соматических нервах остается ниже контрольно-
го значения на 10.5%. В дистальном отделе на-
блюдалось существенное снижение содержания
белка к 14-м суткам эксперимента более чем в че-
тыре раза по отношению к контролю. К 30-м сут-
кам наблюдения этот показатель по-прежнему
остается ниже контрольного значения на 50%.

Таким образом, при перерезке нервного про-
водника в обоих его участках наблюдается сниже-
ние количества белка, но наиболее выраженные
изменения происходят в его дистальном отрезке
из-за исчезновения центральной регуляции и
усиления дегенерационных процессов в результа-
те отсутствия регуляторных механизмов.

Выживание нейронов также поддерживается с
участием MAPK/ERK-зависимой внутриклеточ-
ной сигнализации. Из литературы известно, что
нейрофиламенты нервной ткани, составляющие
основу цитоскелета, участвуют в обеспечении

медленного аксонального транспорта [30]. В
частности, тубулин входит в состав цитоплазма-
тических микротрубочек, которые наряду с
белками промежуточных филаментов играют
важную роль в образовании внутриклеточного
скелета. В росте аксонов под действием нейро-
трофинов принимает участие большое количе-
ство малых G-белков, которые преобразуют акти-
новый цитоскелет, MAP-киназы, опосредующие
эти эффекты, а также белки семейства MAP, ас-
социированные с микротрубочками и стабилизи-
рующие тубулиновый цитоскелет. Среди много-
численных семейств малых G-белков выделяют
два семейства, осуществляющих регуляцию роста
аксона и связанных с ним перестройками актино-
вого цитоскелета. Во-первых, это семейство ма-
лых G-белков Rho, активация которых приводит
к изменению морфологии клетки, а именно Rac1
и Cdc42 в ГТФ-связанной форме взаимодейству-
ют с p21-активируемой серин/треониновой кина-
зой PAK1. После этого, PAK1 фосфорилирует
различные мишени, среди которых имеются бел-
ки-регуляторы полимеризации актина, в частно-
сти Apr 2/3 и белок филамин А, отвечающие за
ветвление актиновых фибрилл) и белки-регуля-
торы динамики тубулинового цитоскелета. Ко
второй группе малых G-белков относятся белки
из семейства Ras-белков. Так, G-белок Rit1 из
этого семейства запускает ветвление и аксональ-
ный рост путем активации митоген-активируе-
мой протеинкиназы ERK1/2 [31-33]. Кроме это-
го, для выявления регенерирующих аксонов чаще
других в экспериментальных исследованиях ис-
пользуют белок GAP-43, который синтезируется

Рис. 3. Изменение концентрации ДНК (а) и общего содержания белка (б) в поврежденных соматических нервах в норме
(контроль) и при перерезке нерва; * – p < 0.05 по сравнению с контролем. 
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во время роста аксонов при развитии нейронов и
регенерации аксонов в периферической и цен-
тральной нервной системе [34].

Исходя из этого, на следующем этапе экспери-
мента методом электрофореза в полиакриламид-
ном геле был изучен качественный состав белко-
вой фракции исследуемых интактных и повре-
жденных нервов. В интактном нерве были
выявлены белки нейрофиламентов-Н (190–
200 кДа), нейрофиламентов-М (140–160 кДа), ту-
булина (110 кДа), GAP-43 (27 кДа) (рис. 4).

Согласно результатам проведенных исследо-
ваний, в проксимальном отрезке нерва через
14 суток после травмы отмечалось снижение со-
держания нейрофиламента-Н и тубулина на 22.8
и 22.0% соответственно, а с увеличением после-
операционных сроков до 30 суток их уровень воз-
растал на 9.8 и 34.8% по сравнению с контроль-
ными значениями. Содержание нейрофиламен-
та-М спустя семь суток после перерезки
снизилось на 12.2%, а к 30-м суткам возросло на
13.8% относительно контроля. Следует отметить,
что уровень GAP-43 возрастает как на 7-е, так и
на 30-е сутки эксперимента в 1.3 и в 2.3 раза соот-
ветственно по сравнению с неповрежденным
нервом (рис. 5).

В дистальном отрезке нерва через семь суток
после повреждения количественное содержание
фракций NF-Н, NF-М и тубулина уменьшилось
более чем в два раза относительно контроля
(рис. 5). 

Было показано, что содержание нейрофи-
ламента-Н, нейрофиламента-М и тубулина на
30-е сутки возросло относительно контроля на
39.7, 26.0 и 14.5% соответственно. Интенсивность
GAP-43 снизилась к 14 суткам наблюдения на
40.4%, однако с увеличением времени поврежда-
ющего воздействия до 30 суток отмечается увели-
чение данного показателя в 1.6 раза по сравнению
с контрольным значением.

Известно, что после перерезки в нервном про-
воднике начинаются процессы демиелинизации
в результате выработки оксида азота (NO), альфа-
фактора некроза опухоли и протеаз, что сопро-
вождается нарушением или полной потерей аксо-
нальной проводимости. В клетке происходит
повышенная экспрессия натриевых каналов,
приводящая к временному восстановлению аксо-
нальной проводимости, что вызывает усиленный
приток ионов Ca2+, который в конечном итоге ак-
тивирует многочисленные ферментные каскады,
включая аксональный кальпаин [35]. Вероятнее

Рис. 4. Электрофореграмма белков (а) и вестерн-блот анализ уровня GAP-43 (б) поврежденных соматических нервов,
выделенных через 7, 14 и 30 суток после перерезки: М – маркер; 1 – контроль; 2 – проксимальный участок, 7 суток;
3 – дистальный участок, 7 суток; 4 – проксимальный участок, 14 суток; 5 – дистальный участок, 14 суток; 6 – прокси-
мальный участок, 30 суток; 7 – дистальный участок, 30 суток; I – нейрофиламенты-Н, II – нейрофиламенты-М, III –
тубулин; IV – GAP-43.
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всего, кальпаин разрушает множество нейронных
белков, с чем и связано снижение содержания
белка как в проксимальном, так и в дистальном
отделе на протяжении семи суток наблюдения. В
то же время в ответ на повреждение клетка начи-
нает синтезировать белки, участвующие в регене-
рации нерва. Так, с увеличением времени повре-
ждающего воздействия до 30 суток в проксималь-
ном отделе нерва начинается синтез структурных
белков, в частности, NF-H, NF-M, тубулина, что
свидетельствует о репаративной регенерации ми-

елиновых оболочек нервных волокон, которая
активно протекает до 50-х суток эксперимента
[36].

Как уже упоминалось нами выше, нейротро-
фические факторы способны запускать сигналь-
ные пути, направленные на усиление метаболи-
ческих и синтетических путей в нервной клетке, в
частности активировать синтез белков. В этой
связи, клобетазол может выступать в качестве эф-
фективного биологически активного соедине-
ния, влияющего на регенерационные процессы
[11] и нервную проводимость [16] за счет регуля-
ции механизмов, опосредованных действием
нейротрофических факторов.

Было показано, что при воздействии клобета-
зола в концентрации 0.25 мг/кг в проксимальном
отделе нерва содержание белка снизилось на
59.6% по сравнению с контролем к 7-м суткам по-
сле травмы. В этой же серии опытов на 14-е сутки
наблюдения уровень белка остается ниже кон-
трольного значения на 45.6% (рис. 6), а спустя
30 суток после перерезки количественное содер-
жание белка незначительно превышает контроль
(на 5.3%).

На фоне действия препарата в дистальном от-
резке нерва спустя 7 и 14 суток эксперимента на-
блюдается существенное снижение содержания
белка на 40.0 и 72.6% соответственно по отноше-
нию к контролю. Увеличение времени поврежда-
ющего воздействия до 30 суток сопровождается
небольшим возрастанием количества белка (до
уровня 51% по отношению к интактному нерву). 

Электрофоретический анализ белковой фрак-
ции поврежденных соматических нервов при вве-
дении клобетазола из расчета 0.25 мг/кг показал,
что в проксимальном участке интенсивнее прояв-

Рис. 5. Изменение содержания отдельных белковых фракций в поврежденных соматических нервах; * – p < 0.05 по
сравнению с контролем.

Рис. 6. Влияние клобетазола в концентрации
0,25 мг/кг на общее содержание белка в поврежденных
соматических нервах крысы; * – p < 0.05 по сравнению
с контролем.
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ляются белки цитоскелета на 30-е сутки по срав-
нению с контрольной пробой, а белки, связанные
с аксональным ростом, – как на 14-е, так и на
30-е сутки после повреждения (рис. 7).

В проксимальной части поврежденного нерва
при воздействии клобетазола из расчета
0,25 мг/кг произошло снижение содержания NF-
H и NF-M на 18.6 и 15.7% к 14-м суткам экспери-
мента, а к 30-м суткам данные показатели увели-
чились на 88.2 и 41.8% соответственно по сравне-
нию с контролем. В серии опытов с введением
препарата содержание тубулина также снизилось
на 29.5% к 7-м суткам наблюдения, а к 30-м сут-
кам его содержание возросло на 39.9% относи-
тельно контроля. Следует отметить, что уровень
GAP-43 также меняется: к 7-м суткам его со-
держание уменьшается в 1.32 раза, а на 14-е и
30-е сутки превышает контроль в 1.8 и 2.7 раза со-
ответственно (рис. 8). 

Исследование белковой фракции дистального
отрезка поврежденных нервных проводников в
варианте опыта с введением препарата показало

увеличение содержания нейрофиламента-Н в
1.5 раза по сравнению с контролем к 30-м суткам
эксперимента в серии опытов с введением клобе-
тазола в концентрации 0.25 мг/кг. При этом со-
держание нейрофиламента-М снизилось на
26.9% к 7-м суткам наблюдения, а к 30-м суткам
стало равным контролю. Содержание тубулина в
течение 14 суток находилось в пределах погреш-
ности контрольного значения, а к 30-м суткам
увеличилось на 26% относительно уровня кон-
троля. На 7-е и 30-е сутки интенсивность белко-
вой фракции GAP-43 резко снизилась – на 88.2 и
44.9% соответственно по сравнению с контролем,
а к 14-м суткам уровень GAP-43 превышал кон-
трольные значения на 14.5% (рис. 8).

Электрофоретический анализ показал, что в
варианте опыта с клобетазолом наблюдается сни-
жение содержания нейрофиламента-М относи-
тельно контроля в проксимальном отделе нерва
на протяжении 14-ти суток эксперимента. В ди-
стальном же его отрезке происходит снижение
белков цитоскелета. 

Рис. 7. Электрофореграмма белков (а) и вестерн-блотт анализ уровня GAP-43 (б) в поврежденных соматических
нервов крысы при введении клобетазола в концентрации 0.25 мг/кг: М – маркер; 1 – контроль; 2 – проксимальный
участок, 7 суток; 3 – дистальный участок, 7 суток; 4 – проксимальный участок, 14 суток; 5 – дистальный участок,
14 суток; 6 – проксимальный участок, 30 суток; 7 – дистальный участок, 30 суток; I – нейрофиламенты-Н, II –
нейрофиламенты-М, III – тубулин; IV – GAP-43.
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Следует отметить, что к 30-м суткам наиболее
выраженные изменения белкового состава на-
блюдаются в проксимальном участке нерва при
введении клобетазола в концентрации 0.25 мг/кг,
что сопровождается увеличением общего белка
на 15.8% по сравнению с поврежденными нервом
без воздействия препарата. При этом отмечается
увеличение содержания белковых полос NF-M и
тубулина.

В литературе имеются сообщения, указываю-
щие на способность клобетазола участвовать в
стимуляции пролиферации шванновских клеток
и активации генов, связанных с ремиелинизаци-
ей [37]. Важное значение шванновских клеток,
как клеток, осуществляющих миелинизацию
нервных волокон, обусловлено их способностью
синтезировать нейротрофические факторы, в
частности, фактор роста нервов и нейротрофин-
3. Связывание факторов роста со своими рецеп-
торами р75NTR и Trk включает сигнальную цепь
от активированного Ras, в которой сигнал пере-
дается через фосфатидилинозитол-3-киназу
(PI3K) на группу белков, играющих ключевую
роль в контроле над организацией и динамикой
цитоскелетных систем, актиновых микрофила-
ментов и микротрубочек [38]. Вероятнее всего,
клобетазол способствует увеличению содержания
факторов роста, играющих важную роль в стиму-
ляции синтеза нейрофиламентов и тубулина. Об
этом свидетельствуют полученные нами данные
об увеличении количества ДНК в этих же услови-
ях эксперимента, что однозначно свидетельству-
ет об усилении регенерационных процессов в
нерве.

В настоящее время в фармакологической ин-
дустрии широко применяются различные носи-
тели для доставки лекарственных препаратов.
Данное направление имеет ряд преимуществ пе-
ред традиционными способами введения лекар-
ственных препаратов: носители обеспечивают
контроль над высвобождением, способствуют за-
щите от ферментативного и химического разло-
жения и повышают эффективность и/или снижа-
ют токсичность лекарств, а также сглаживают не-
равномерную скорость поступления активных
веществ в область повреждения. Поэтому следу-
ющим этапом нашего исследования было изуче-
ние влияния клобетазола в составе гидрогеля на
изменение концентрации ДНК в каждом из от-
резков поврежденного нервного проводника.
Проведение МТТ-теста выявило, что гидрогель,
состоящий из 0.8%-го раствора левана, 0.2%-го
раствора альгината и клобетазола в концентрации
0.025 мг/мл, оказывает статистически значимое
цитотоксическое действие на клетки легких эм-
бриона человека (рис. 9). Наименьшее цитоток-
сическое действие наблюдается при разведении
исходных компонентов в 128 раз, выживаемость
клеток при этом составляет 72%. 

Было установлено, что на 7-е сутки экспери-
мента при использовании гидрогеля в прокси-
мальном отделе нерва отмечается снижение кон-
центрации ДНК на 19.2% относительно контро-
ля, но уже на 30-е сутки после перерезки
концентрация ДНК становится равной контроль-
ным значениям (рис. 10а). При добавлении в гид-
рогель клобетазола в конечной концентрации
0.25 мг/мл на 30-е сутки после перерезки нерва

Рис. 8. Влияние клобетазола в концентрации 25 мг/кг на содержание отдельных белковых фракций в поврежденных
соматических нервах крысы; * – p < 0.05 по сравнению с контролем.
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концентрация ДНК значительно увеличивается –
на 45.5% относительно контроля. Таким образом,
увеличение содержания ДНК в проксимальном
отрезке нерва свидетельствует об активации реге-
нерационных процессов в нервном проводнике
после травмы.

Согласно вышеприведенным литературным
данным, активация генов, связанных с ремиели-
низацией, сопровождается запуском сигнальных
путей, осуществляющих регуляцию процессов
перестройки цитоскелета и аксональных белков,
в связи с чем необходимо было исследовать изме-
нение содержания общего белка и отдельных бел-
ковых фракций в поврежденных соматических
нервах на фоне использования клобетазола в со-

ставе гидрогеля. В ходе проведенного исследова-
ния было показано, что на 7-е и 30-е сутки после
перерезки и использования гидрогеля без препа-
рата содержание общего белка в проксимальном
отделе нерва меньше на 31.2 и 27.4% по сравне-
нию с контрольными значениями. При добавле-
нии в гидрогель клобетазола в конечной концен-
трации 0.25 мг/мл на 30 сутки после перерезки
нерва в его проксимальном отрезке содержание
общего белка равно контрольным показателям
(рис. 10б).

Анализ электрофореграммы поврежденных
белков при добавлении гидрогеля, содержащего
клобетазол в конечной концентрации 0.25 мг/мл,
показал, что в проксимальном отделе интенсив-
нее проявляются белки цитоскелета на 30-е сутки
по сравнению с аналогичной серией эксперимен-
та без добавления клобетазола (рис. 11а,в).

В проксимальной части поврежденного нерва
при наложении гидрогеля после перерезки нерва
произошло снижение содержания белков цитос-
келета: NF-H и NF-M на 68.3 и 79.9% соответ-
ственно, тубулина – на 74.7% к 7-м суткам экспе-
римента. К 30-м суткам данные показатели уве-
личились по сравнению с 7-ми сутками
эксперимента, но были снижены на 31.0, 65.5 и
34.5% соответственно по сравнению с контролем
(рис. 11б). 

Содержание GAP-43 в течение 7 и 30 суток
эксперимента было ниже контрольных значений –
на 59.6 и 24.6% соответственно. В серии опытов с
введением препарата в гидрогель содержание
NF-H и тубулина к 30-м суткам наблюдения уве-

Рис. 9. Определение жизнеспособности клеток при
влиянии гидрогеля и отдельных его компонентов.

Рис. 10. Изменение концентрации ДНК (а) и общего содержания белка (б) в поврежденных соматических нервах через
7 и 30 суток после перерезки при влиянии гидрогеля. 
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Рис. 11. Электрофореграмма белков (а), изменение отдельных белковых фракций поврежденных нервов (б) и вестерн-
блот анализ уровня GAP-43 (в) при влиянии гидрогеля: М – маркер; 1 – контроль; 2 – 7 суток; 3 – 7 суток при
добавлении клобетазола в гидрогель; 4 – 30 суток; 5 – 30 суток при добавлении клобетазола в гидрогель; I –
нейрофиламенты-Н, II – нейрофиламенты-М, III – тубулин, IV – GAP-43; * – p < 0.05 по сравнению с контролем.

личилось на 11.0 и 47.2% соответственно по срав-
нению с контролем.

Таким образом, постоянное присутствие и
приток действующего вещества из гидрогеля спо-
собствует меньшей деградации белков повре-
жденного нерва в процессе дегенерации. Следует
отметить, что на 30-е сутки наибольшее воздей-
ствие действующее вещество оказывает на синтез
тубулина: его содержание увеличилось на 47.2%
относительно контрольных значений. Однако
при заданной постановке эксперимента введение
клобетазола в составе гидрогеля негативно по-
влияло на синтез маркера аксонального роста –
GAP-43.

Известно, что важнейшей характеристикой,
отражающей эффективность протекания регене-
рационных процессов является способность
нервных волокон проводить потенциал действия.
В результате полученной травмы проводимость
нерва заметно снижается в проксимальном его
участке и полностью утрачивается в дистальном
отрезке нервного проводника. С увеличением
времени эксперимента восстановление способ-
ности проведения потенциала действия с неболь-
шой амплитудой отмечается только в прокси-
мальном отрезке нерва за счет сохранения цен-
тральной иннервации, благодаря которой
осуществляется четкая регуляция и контроль над

функциональным состоянием нервных провод-
ников. Было показано, что использование препа-
рата в составе гидрогеля оказывает менее выра-
женное действие на восстановление проводимо-
сти нервных волокон по сравнению с
увеличением амплитуды потенциалов действия
до контрольных значений в серии опытов с внут-
римышечным введением клобетазола в концен-
трации 0.25 мг/кг (рис. 12). Таким образом, полу-
ченные нами данные по исследованию влияния
клобетазола на содержание фактора роста нервов,
ДНК и отдельных белковых фракций в прокси-
мальном и дистальном отрезках травмированного
нервного проводника коррелируют с восстанов-
лением функциональной активности поврежден-
ных соматических нервов.

ВЫВОДЫ

Исходя из полученных результатов, введение
клобетазола усиливает восстановительные про-
цессы в травмированном нерве: наблюдается уве-
личение уровня нейротрофических факторов ро-
ста (NGF и нейротрофин-3), нормализация со-
держания отдельных белковых фракций, синтез
ДНК, структурных белков (нейрофиламенты-Н,
нейрофиламенты-М, тубулин), а также ключево-
го маркера аксонального роста белка GAP-43 как
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в проксимальном, так и в дистальном отрезках
нервного проводника. Эти данные также согласу-
ются с восстановлением способности соматиче-
ских нервов проводить потенциал действия на
фоне действия клобетазола, что свидетельствует
об эффективном протекании регенерационных
процессов в травмированных нервных проводни-
ках. Проведя сравнительный анализ внутримы-
шечного введения препарата и его использования
в составе полимера из микробных полисахари-
дов, было показано, что внутримышечное ис-
пользование клобетазола сопровождалось уси-
ленным синтезом не только белков цитоскелета,
но и белков, связанных с аксональным ростом,
ответственных за восстановительные процессы в
нервной ткани на протяжении всего периода экс-
перимента. Таким образом, внутримышечное
введение клобетазола способствует более выра-
женному синтезу ДНК, нейротрофических фак-
торов и белковых фракций по сравнению с ис-
пользованием клобетазола в составе гидрогеля. В
результате внутримышечного введения препарата
стабилизация белкового состава поврежденных
соматических нервов наблюдается на более ран-
них сроках после травмы, и стимуляция регенера-
ционных механизмов за счет активации синтеза
ДНК в поврежденной нервной ткани протекает
наиболее эффективно. Менее выраженный эф-
фект клобетазола в составе гелевого препарата,

по-видимому, объясняется более медленным его
выходом из гелевого композита.

Таким образом, полученные нами результаты
исследований согласуются с литературными дан-
ными, указывающими на способность клобетазо-
ла участвовать в активации синтеза нейротрофи-
ческих факторов шванновскими клетками за счет
связывания с глюкокортикоидными рецептора-
ми нервных клеток. Вероятнее всего на фоне уве-
личения уровня нейротрофинов происходит ак-
тивация фосфатидилинозитол-3-киназного пути,
что сопровождается синтезом белков и возраста-
нием их количественного содержания, а также
уровня нейрофиламентов и тубулина. Кроме это-
го, важная роль в аксональной регенерации отво-
дится сигнальному пути митогенактивируемой
протеинкиназы (MAPK/ERK), поскольку малые
G-белки, являющиеся участниками этого сиг-
нального пути, осуществляют регуляцию процес-
сов перестройки цитоскелета и рост аксонов.
Увеличение уровня ДНК и восстановление спо-
собности проводить потенциал действия повре-
жденными нервными проводниками указывает
на активизацию процессов регенерации в сома-
тических нервах после травмы. Таким образом,
клобетазол опосредует синтез нейротрофических
факторов, которые запускают PIK3/Akt и
MAPK/ERK сигнальные пути, в результате чего
повышается экспрессия различных факторов

Рис. 12. Потенциал действия соматического нерва крысы: интактный нерв (а); инкубация в растворе Рингера 5 мин (б)
и 20 мин (в); инкубация в растворе клобетазола 0.25 мг/мл 5 мин (г) и 20 мин (д); 24 сутки после повреждения (е) и при
в/м введении клобетазола в концентрации 0.25 мг/кг (ж); 24 сутки после перерезки и наложения геля без вещества (з)
и с клобетазолом в концентрации 0.25 мг/мл геля (и). Масштаб по шкале потенциала: (а)–(ж) – 100 мВ на клетку, (з)–
(и) – 20 мВ на клетку; масштаб по времени: (а) – 0.5 мс, (б, в, д, е) – 0.25 мс, (г, ж, з) – 0.1 мс, (и) – 0.025 мс на клетку. 
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транскрипции, контролирующих синтез отдель-
ных белковых фракций, в том числе белков ци-
тоскелета и белков аксонального роста, необхо-
димых для восстановления функциональной ак-
тивности поврежденных нервных волокон. Об
этом же свидетельствует появление потенциала
действия и способности нерва к его проведению.
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 Influence of Neurotrophic Factors on Protein Composition 
during Somatic Nerve Injury and Regeneration 

 T.P. Kuzmenko*, M.V. Parchaikina*, E.S. Revina*, M.Yu. Gladysheva*, and V.V. Revin*

*National Research Ogarev Mordovia State University, Bol’shevistskaya ul. 68, Saransk, 430005 Russia

The quantity of neurotrophic factors and the protein composition of somatic nerve membranes in rats during
injury and survival of nerves under the action of clobetasol have been explored. It has been shown that the
drug administered intramuscularly produces more pronounced effect on the increase in the level of neuro-
trophic growth factors and structural proteins responsible for recovery processes than the drug released from
hydrogel derived from microbial polysaccharides as well as stabilizes the content of the total protein fraction
of damaged somatic nerves. Proteins of the injured neural conductor are less degraded during intramuscular
injection of clobetasol probably because of better availability of the drug administered by   injection than
availability of the drug administered (slow drug release) from hydrogel composite. In addition, an increase in
the amount of DNA and some protein fractions indicates that clobetasol is able to participate in an activation
of genes associated with remyelination. We suppose that clobetasol can stimulate synthesis of neurotrophic
growth factors, thereby triggering phosphatidylinositol-3-kinase and mitogen-activated protein kinase sig-
naling pathways that regulate the processes of cytoskeletal reorganization and axonal growth, as well as en-
hance the rate of synthesis of structural and axonal proteins necessary to restore the functional activity of in-
jured nerve conductors.

Keywords: somatic nerves, nerve injury, neurotrophic growth factors, clobetasol, nerve regeneration, hydrogel sys-
tems
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С помощью метода диффенциальной сканирующей калориметрии определили термодинамические
параметры деконденсации внутриядерного хроматина клеток печени крысы, индуцированной по-
нижением концентрации ионов магния от 5 до 0 мМ. Процесс плавления хроматина в диапазоне
температур 70–100°С происходит в последовательности: плавление кор-гистонов, плавление релак-
сированной ДНК, плавление топологически напряженной ДНК. Было установлено, что Тпл и ΔН
отдельных пиков также зависят от концентрации ионов Mg2+ в буфере. В ядрах с конденсирован-
ным хроматином ионы Mg2+ в концентрации 5 мМ существенно в сравнении с развернутым хрома-
тином увеличивали Тпл кор-гистонов (на ~7°C), но при этом понижали Тпл ядерной ДНК как в ре-
лаксированном, так и в напряженном состоянии (на ~2.5°С и ~7.5°С соответственно). При этом в
присутствии ионов Mg2+ энтальпия плавления пиков существенно увеличивалась. В то же время
снижение полимерности внутриядерной ДНК нивелирует стабилизирующее кор-гистоны действие
ионов Mg2+. Повышение концентрации ионов Mg2+ выше 5 мМ вызывает появление нового пика с
Тпл выше 100°С, который, возможно, отражает термическое поведение неких Mg-индуцированных
агрегатов. Обсуждаются возможные механизмы, объясняющие особенности термического поведе-
ния хроматина внутри ядра.

Ключевые слова: ядро, хроматин, катионы Mg2+, дифференциальная сканирующая калориметрия,
термодинамика, торсионное напряжение ДНК.

DOI: 10.31857/S000630292302014X, EDN: CBBIGP 

Эукариотическая ДНК хранится и функцио-
нирует внутри ядра диаметром в несколько мкм в
виде динамического комплекса с гистонами и
кислыми белками – хроматина, чья структура до
сих пор остается главной интенсивно изучаемой,
но до сих пор плохо понятой проблемой молеку-
лярной биологии [1].

Структурной единицей хроматина служит
нуклеосома, где короткий отрезок ДНК (146 пар
оснований) делает 1.75 оборота левовращающей
спирали вокруг положительно заряженного окта-
мера гистоновых белков (кор-гистонов Н2А,
Н2В, Н3 и Н4) с отрезком линкерной ДНК пере-
менной длины в 20–80 пар оснований. Нукле-
осомные частицы, объединенные линкерной
ДНК, формируют отрицательно заряженную хро-

матиновую фибриллу толщиной 10 нм, известную
как «бусы на нитке». 

Установлено, что концентрация фосфатов
ДНК в клетке меняется по клеточному циклу от
50–300 мМ фосфатов в интерфазе до 340–600 мМ
фосфатов в митотической хромосоме [2]. Этот
процесс, известный как конденсация хроматина
(образование структур высшего порядка), чрез-
вычайно важен не только для эффективного хра-
нения и защиты генетического материала, но и,
как полагают, служит одним из способов регуля-
ции генной экспрессии [3], а также необходим
для выполнения других важных биологических
функций таких как репликация, репарация, ре-
комбинация и др. [4].

На сегодняшний день действующими являют-
ся две парадигмы структур высшего порядка в
хроматине – иерархические и полимерные [5–8].
Современные технологии исследования хромати-
на (криомикроскопия, 3С- и более высокие Hi-
C-методики и др.) дают все больше аргументов

Сокращения: ДСК – дифференциальная сканирующая ка-
лориметрия, ТЭА – триэтаноламин, NEM – N-этилмалеи-
мид.

УДК 576.315.42; 576.32/.36; 57.012.5; 57.013; 57.088.5
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для жидкоподобной модели хроматина in vivo, ко-
торая предполагает, что 10-нм фибриллы конден-
сируются в нерегулярный и динамический поли-
морфный ансамбль и свидетельствуют в пользу
полимерной модели с «межпальцевой» укладкой
элементарных 10-нм фибрилл. В зависимости от
среды (эндогенных катионов, кроудинга, ионной
силы и т.д.) нерегулярная и динамичная 10-нм
фибрилла в ядре может формировать различные
структуры, включая растянутые, завернутые, пе-
ресекающиеся, петлеобразные, колончатые [8]. 

Точный физический механизм индуцируемых
катионами притяжений одноименно заряженных
полимеров, лежащий, как полагают, в основе фе-
номена компактизации, все еще остается неяс-
ным, хотя в последние годы этой проблеме уделя-
ется особенно много внимания [9]. Предложено
несколько электростатических моделей [10–12],
но ни одна из них не в состоянии полностью объ-
яснить весь накопленный экспериментальный
материал. 

В отличие от ДНК, чья индуцируемая полива-
лентными катионами конденсация in vitro интен-
сивно изучается многие годы [13], эксперименты
с хроматином и его составными структурами
(кор-частицами, нуклеосомами, выделенным и
реконструированным хроматином) относительно
немногочисленны [14–19], а исследований взаи-
модействия катионов с хроматином внутри ядра
почти нет из-за ограниченности адекватных ме-
тодов исследований и трудностей в интерпрета-
ции результатов [20, 21]. 

Вместе с тем известно, что высшая структура
хроматина может нарушаться при выделении его
из ядер [22], поэтому эксперименты in vitro на вы-
деленном хроматине не всегда могут отражать си-
туацию in vivo.

Магний и кальций – основные двувалентные
катионы, участвующие в конденсации хроматина
в клетке [23]. Эти ионы используются для выделе-
ния ядер с конденсированной структурой хрома-
тина, характерной для его состояния in situ [24].
Катионы Mg2+ влияют на механические свойства
ядер, изменяя их пластичность [25].

Причины компактного состояния ядерного
хроматина следует искать в особенностях его
структуры и окружения в ядре [26]. Хроматин в
ядре находится в ограниченном объеме и в высо-
кой концентрации, в условиях кроудинга и в сре-
де с полиаминами и катионами металлов, тоталь-
ная концентрация которых значительна (от 2 до
40 мМ) [27–29], и, как теперь показано, имеет
пластичную нуклеосомную структуру, обеспечи-
вающую его жидкокристаллическое поведение
[30]. 

В нашей работе мы приводим данные об изме-
нении энергетического состояния хроматиновых
доменов внутри ядер клеток печени крысы, ин-
дуцируемом ионами магния. Эксперименты бы-

ли выполнены методом дифференциальной ска-
нирующей калориметрии (ДСК) на суспензии
ядер клеток печени крысы, выделенных в присут-
ствии ионов Mg2+. Результаты дают возможность
предположить участие межфибриллярных взаи-
модействий, индуцируемых магнием, в ослабле-
нии внутрицепочечных взаимодействий ДНК.
Сообщается об увеличении магнием стабильно-
сти гистонового кора, коррелирующей с дестаби-
лизацией ДНК. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Клеточные ядра получали из печени самок бе-

лых крыс массой 100–150 г [31]. Гомогенизацию
печени и дальнейшие процедуры проводили в
растворе №1 следующего состава: 20 мМ ТЭА
(триэтаноламин)-HCl, рН 7.6, 30 мМ NaCl и
10 мМ MgCl2, содержащем 10% сахарозы, 0.2 мМ
фенилметилсульфонил фторида (Sigma, США) и
4 мМ N-этилмалеимида (NEM) (Sigma, США).
Гомогенат центрифугировали при 1000 g 10 мин,
осадок смешивали с раствором №2 следующего
состава: 20 мМ ТЭА-HCl, рН 7.6, 30 мМ NaCl и
5 мМ MgCl2, содержащим 2.5 М сахарозы, 0.2 мМ 
фенилметилсульфонил фторида и 4 мМ NEM до 
конечной концентрации сахарозы 2.1 М и цен-
трифугировали при 50000 g в течение 45 мин. 
Осадок ядер ресуспендировали в растворе №2 без 
сахарозы и без NEM и осаждали 5 мин при 1000 g. 
Выделенные и очищенные таким образом ядра 
хранили при –60°С в 60%-м глицерине. Перед 
использованием аликвоты ядер промывали 
раствором, содержащим 20 мМ ТЭА-HCl, рН 7.6, 
30 мМ NaCl и 5 мМ MgCl2, и ресуспендировали в 
соответствующих растворах для ДСК. 

Содержание ДНК и РНК в препаратах ядер
определяли спектрофотометрически на спектро-
фотометре Hitachi-124 (Япония) по методу, опи-
санному в работе [32]. Концентрацию ДНК выра-
жали в молях нуклеотидов, используя молекуляр-
ную массу одного нуклеотида 330 Да.

Электрофорез белков выполняли в 15%-м
SDS-полиакриламидном геле, электрофорез
ДНК проводили в 1%-м агарозном геле в борат-
ном буфере.

Дифференциальная сканирующая калориметрия
суспензии ядер. Cуспензию изолированных ядер
клеток печени крысы (0.5 мг ДНК на мл, или
1.5 мМ нуклеотидов) помещали в платиновую
ячейку микрокалориметра ДАСМ-4 (НПО «Био-
прибор», Пущино) и сканировали в температур-
ном диапазоне 25–130°C со скоростью 2°С в мин.
Суспензии ядер предварительно дегазировали.
Ячейку сравнения заполняли соответствующим
буфером. Обработку данных проводили в про-
грамме «Arina 2», разработанной в НИИ физико-
химической биологии им. А.Н. Белозерского
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МГУ. Программа записывала кривую зависимо-
сти избыточной теплоемкости образца от темпе-
ратуры. Из кривой вычиталась приборная базо-
вая линия теплопоглощения буфера и химиче-
ская базовая линия, которую вычисляли по
формуле (1 – α)·СН + α·СД, где СН и СД – тепло-
емкости нативного и денатурированного состоя-
ний, а α пропорциональна количеству денатури-
ровавшего вещества, т. е. α = S1/S, где S1 – пло-
щадь под пиком, ограниченная кривой сверху,
базовой линией снизу и данной температурой
справа, а S – общая площадь под пиком. Сигнал
(в мкВт) нормировали на концентрацию и
скорость прогрева и переводили в стандартные
для теплоемкости единицы измерения
(кДж/моль∙град) путем умножения на коэффици-
ент k = M·0.06/C·V·v, где v – скорость нагрева в
град/мин, V – объем ячейки в мл, C – концентра-
ция макромолекул в мг/мл, M – молекулярная
масса образца в кДа.

Деконволюцию термограмм проводили по
программе Origin 7.

Электронная микроскопия. Образцы фиксиро-
вали 1%-м глутаровым альдегидом в соответству-
ющем буфере (исходный 25%-й глутаральдегид
нейтрализовали до рН 7.0 добавлением NaOH)
при 4°С в течение 1.5 ч, а затем 1%-м OsO4 в тече-
ние 1 ч, дегидратировали и заключали в эпон.
Ультратонкие срезы получали на ультратоме LKB

III (LKB, Швеция), контрастировали цитратом
свинца и просматривали в электронном микро-
скопе JEM-1400 (Jeol, Япония) при ускоряющем
напряжении 100 кВ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для характеристики структуры хроматина в

выделенных ядрах использовали электронную
микроскопию. Выделенные и отмытые от глице-
рина ТЭА-буфером с 5 мМ MgCl2 ядра переводи-
ли в буфера с более низким содержанием ионов
Mg2+ (< 5 мМ) и после 15 мин выдерживания под-
вергали электронно-микроскопическому иссле-
дованию, показавшему, что если в диапазоне
концентраций 5–2 мМ Mg2+ ядерный хроматин
выглядит как скопление плотных гетерогенных
глобулярно-фибриллярных структур диаметром
100–200 нм без заметных морфологических отли-
чий, то при ~1 мМ Mg2+ он становится гомоген-
ным с диаметром фибрилл и глобул около 30 нм.
Далее при уменьшении концентрации магния до
0.1 мМ хроматин деконденсируется, демонстри-
руя фибриллы, диаметр которых около10 нм, и
мало отличается от диаметра фибрилл в буфере с
ЭДТА (рис. 1). 

Изменение конденсации хроматина было под-
тверждено данными оптических измерений при
λ = 630 нм (рис. 2). Известно, что мутность ядер-

Рис. 1. Электронные микрофотографии изолированных ядер клеток печени крысы в растворе 20 мМ ТЭА, рН 7.6,
содержащем 5 мМ MgCl2 (а), 1 мМ MgCl2 (б), 0.1 мМ MgCl2 (в), 1 мМ ЭДТА (г).
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ных суспензий коррелирует с их морфологией.
Поглощение, фиксируемое в длинноволновой
области (при длинах волн выше 300 нм), обуслов-
лено рядом эффектов [33], среди которых основ-
ной вклад вносит рассеяние внутриядерного хро-
матина. Как следует из рис. 2, наблюдаемое нор-
мированное поглощение суспензии ядер при
600 нм снижалось почти в четыре раза при умень-
шении концентрации ионов Mg2+ от 5 мМ до пе-
ревода их в буфер с ЭДТА. 

Электрофорез белков подтвердил неизменный
состав и соотношение фракций гистонов во всем
диапазоне используемых концентраций ионов
магния во всех изолированных ядрах.

Таким образом, исследуемые образцы ядер со-
держат разный по компактизации хроматин и мо-
гут быть использованы для решения поставлен-
ной задачи – термодинамического сравнения
плавления компактного и деконденсированного
хроматина внутри самого ядра в зависимости от
концентрации ионов магния. 

Из литературы известно, что профили терми-
ческого плавления изолированных ядер живот-
ных и человека являются многокомпонентными
(три-пять пиков), что соответствует плавлению
разных доменов ядерного хроматина [34, 35]. По-
казано также, что интенсивности пиков и их со-
отношение зависят от стадии клеточного цикла,
возраста, природы катионов в буфере и ионной
силы [36–39].

На рис. 3 представлены полученные нами экс-
периментальные зависимости избыточной мо-
лярной теплоемкости ΔСр ядер от t при разных
концентрациях ионов Mg2+. При 5 мМ на экспе-
риментальной термограмме видны только два пи-

ка – основной при Тпл ≈ 83°С и небольшой пик,
который выглядит как плечо основного пика при
температуре около 94°С. При снижении концен-
трации магния уже можно вычленить первый
пик, сначала как плечо слева от основного пика,
и в отсутствие магния в растворе (в присутствии
1 мМ ЭДТА) – как отдельный пик с Тпл около
74°С. На рис 3б приведены эти же термограммы с
деконволюцией на три пика.

По интерпретации, предложеной авторами ра-
боты [38], в порядке возрастания Тпл в хроматине
ядра последовательно плавятся белки кора нукле-
осом (пик I), релаксированная ДНК (пик II) и то-
пологически напряженная ДНК (пик III). Следу-
ет заметить, что продолжают существовать и дру-
гие интерпретации пиков [40–42], хотя для
идентификации этих пиков авторы подчас ис-
пользовали одни и те же биохимические подходы.
На основании того, что пик I исчезает под дей-
ствием протеазы [43] и, в отличие от пиков II и
III, не реагирует как ДНК при изменении ионной
силы [38], он определяется как пик плавления ма-
жорного белка, коим в ядрах являются гистоны.
Поскольку пик III разрушается при небольшом
действии нуклеазы [34, 41], а известно, что кон-
денсация хроматина в ядре не меняется из-за рас-
щепления ДНК, пик III не может быть связан с
конденсацией хроматина. В то же время величина
пика III связана с активностью клетки [37], и при
его уменьшении материал пика III переходит в
пик II, что может свидетельствовать о плавлении
в его составе ДНК в состоянии топологической
напряженности, которое чувствительно к дей-
ствию нуклеазы [34, 38]. Учитывая эти данные, а
также собственные результаты по взаимодей-
ствию ядер с антибиотиком дистамицином [44],
интерпретация, предложенная в работе [38],
представляется нам более предпочтительной. 

Из рис. 3 отчетливо видно, что в низкой ион-
ной силе при 5мМ MgCl2 имеет место практиче-
ское совмещение пиков I и II. Небольшой размер
пика III, по-видимому, связан с недостаточным
ингибированием нуклеаз в среде с ионами магния
(несмотря на использование NEM) в процессе
более длительного в нашем случае выделения
ядер по сравнению с более коротким выделением
с меньшей очисткой ядер или в присутствии
ЭДТА [34, 35, 40]. Вследствие этого часть тополо-
гически напряженной ДНК обычно большого
пика III переходит в пик II.

То же самое следует из анализа термограмм
ядер, полученных без NEM – ингибитора сери-
новых протеаз, активирующих эндонуклеазы. По
данным электрофореза выделенная в присут-
ствии NEM ядерная ДНК имела длину около 20–
50 т.п.н., а средняя длина ДНК в препаратах без
NEM составляла примерно 1–3 т.п.н. (рис. 4). 

Рис. 2. Нормированная зависимость поглощения при
λ = 600 нм ядерной суспензии от концентрации ионов
магния. Поглощение при 5 мМ MgCl2 принято за
единицу. Концентрация ДНК в суспензии составляла
~50 мкг/мл.
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На термограммах этих ядер полностью отсут-
ствовал пик III (рис. 5), пик II уменьшался и не-
много сдвигался в низкотемпературную область,
по-видимому, из-за существенного снижения

молекулярной массы ДНК. Снижение полимер-
ности ДНК сильно сказалось на пике I – он сме-
стился на 7°С в низкотемпературную область в
сравнении с контролем и проявился как отдель-

Рис. 3. Термограммы плавления ядер клеток печени крысы: (а) – в растворе 20 мМ ТЭА, рН 7.6, содержащем 5 мМ Mg-
Cl2 (кривая 1); 1 мМ MgCl2 (кривая 2); 0.1 мМ MgCl2 (кривая 3) или 1 мМ ЭДТА (кривая 4); (б) – деконволюция тех же
термограмм. Кривая, суммирующая компонентные кривые, накладывается на наблюдаемую кривую и почти не
видна.
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ный пик. Отметим, что его Тпл практически сов-
пала с Тпл пика I в ядрах с деконденсированным с
помощью ЭДТА хроматином (см. рис. 3). Таким
образом, можно заключить, что снижение моле-
кулярной массы внутриядерной ДНК нивелирует
стабилизирующее кор-гистоны действие ионов
Mg2+. Отсюда следует также, что стабилизация
кор-гистонов связана с ДНК-гистоновыми взаи-
модействиями.

Термодинамические параметры кривых плав-
ления на рис. 3 рассчитывали из термограмм по
модель-независящей системе ΔН = ∫Cp·dT,
ΔS = ∫(Cp/T)·dT, а изменение свободной энергии

рассчитывали по формуле ΔG = ΔH – TΔS. Сум-
марные величины этих параметров и значения
ΔН и Тпл для каждого пика в отдельности для раз-
ных концентраций ионов Mg2+ в буфере приведе-
ны в табл. 1. Из рис. 3 и табл. 1 видно, что Тпл
ДНК как релаксированной, так и напряженной,
увеличиваются с уменьшением концентрации
ионов Mg2+ в буфере, тогда как Тпл белкового пи-
ка уменьшается. Максимальные изменения Тпл
составили для ДНК в пиках II и III – 2.6 и 7.6°C
соответственно, тогда как Тпл белка в диапазоне
5–0 мМ MgCl2 снизилась на 7.3ºС по сравнению
с Тпл пика 1 в ядрах при 5 мМ MgCl2. Обращает на
себя внимание разница во влиянии магния на
плавление релаксированной и топологически на-
пряженной ДНК. Для последней оно существен-

Рис. 4. Электрофорез в 1%-м агарозном геле ДНК из
ядер клеток печени крысы в присутствии (дорожка 1) и
в отсутствие (дорожка 2) NEM в буфере выделения;
дорожка 3 – ДНК-маркеры. 

Рис. 5. Термограммы плавления ядер клеток печени
крысы: кривая 1 – в 20 мМ ТЭА, рН 7.6 и 5 мМ MgCl2,
ядра выделены с NEM; кривая 2 – ядра в том же
растворе, но выделены без NEM. 

Таблица 1. Термодинамические параметры плавления ядер в растворе 20 мМ ТЭА, рН 7.6 с разным содержанием
ионов магния и пиков плавления, полученные в результате деконволюции термограмм 

Суммарные параметры ΔH Тм

ΔH ΔS ΔG Пик 1 Пик 2 Пик 3 Пик 1 Пик 2 Пик 3

5 мМ MgCl2 36.6 99.8 6.9 7.4 23.1 5.5 81.5 84.3 92.6

1 мМ MgCl2 35.0 95.4 6.6 6.2 22.9 4.5 80.3 84.6 95.1

0.1 мМ MgCl2 30.3 82.6 5.7 5.5 22.3 2.5 78.4 85.4 96.5

1 мМ ЭДТА 24.2 66.0 4.5 4.8 16.5 1.2 74.2 86.9 100.2

Примечание. Показаны средние значения из двух-трех измерений с ошибкой, не превышающей 0.5°С для Тпл и 5% для ΔH 
(кДж/моль нуклеотидов), ΔS (Дж/моль нуклеотидов·град) и ΔG (кДж/моль нуклеотидов).
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но выше. Получается, что в связанных магнием
хроматиновых фибриллах напряженная ДНК
сильнее дестабилизируется. Повышенная Тпл на-
пряженной ДНК по сравнению с релаксирован-
ной может служить указанием на то, что напря-
женность ДНК в ядре определяется положитель-
ным торсиональным стрессом, связанным с
вращением оси спирали ДНК влево, сжимающим
комплементарные цепочки ДНК. В этом случае
эффект магния, растягивающий комплементар-
ные цепи ДНК (см. ниже), может сильнее влиять
на нестабильное напряженное состояние ДНК,
действуя аддитивно с силами, которые стремятся
вернуть ДНК в стабильное состояние. 

Из данных табл. 1 можно заключить, что инду-
цируемая понижением концентрации ионов
Mg2+ декомпактизация ядерного хроматина со-
провождается уменьшением суммарной энталь-
пии на ~12 кДж/моль нуклеотидов (сравни ядра в
5мМ MgCl2 и ядра в ЭДТА). Этот вывод не совпа-
дает со сделанным ранее заключением [40], что
индуцируемый понижением ионной силы про-
цесс декомпактизации хроматина атермичен и не
изменяет ΔН плавления ядерного хроматина.
Анализируя данные по плавлению отдельных пи-
ков можно видеть, что наибольшие изменения
энтальпии деконденсация вызывает в пике III.
Его интенсивность падает почти в пять раз, тогда
как наиболее представленный в термограмме пик
релаксированной ДНК уменьшается всего лишь в
полтора раза. Возможно, эти различия между пи-
ками II и III при разворачивании хроматина и
разбухании ядер вызваны потерей важных для
стабилизации напряженного состояния ДНК
контактов с матриксными структурами ядра. В
результате ДНК релаксирует и плавится уже в пи-
ке II. При этом соотношения ΔН пика белка и
двух пиков ДНК остаются практически неизмен-
ными.

Можно представить, что ионы Mg2+ взаимо-
действуют независимо с белком и ДНК хромати-
на, вызывая такие изменения в структуре каждого
из них, из-за которых меняется их стабильность.
Однако наблюдаемая отрицательная корреляция
в термическом поведении пиков I и II не исклю-
чает и возможность модуляции магнием воздей-
ствия одного компонента нуклеосомы на ста-
бильность другого, подобно тому, как это, напри-
мер, происходит при изменении ионной силы
[43] и, в частности, за счет изменения под дей-
ствием магния ДНК-гистоновых взаимодей-
ствий. 

О понижении Тпл основного пика ДНК в ядрах
в присутствии ионов Mg2+ сообщалось в работе

[45], где авторы плавили ядра в присутствии
ионов Mg2+ и этанола. Снижение Тпл ДНК ядер в
буфере с ионами Mg2+ можно заметить на экспе-
риментальных кривых в работе [40]. Оно отмече-
но на термограммах плавления хроматина в рабо-
те [46], хотя сами авторы не обсуждают причины
этого эффекта.

Известно, что щелочноземельный металл Мg
относится к категории бивалентных металлов,
взаимодействующих, главным образом, с фосфа-
тами ДНК и нейтрализующих их [47]. Поэтому
ионы Mg2+ в низких концентрациях обычно по-
вышают Тпл ДНК в растворе, хотя известны и
другие противоположные эффекты, зависящие от
концентрации как ДНК, так и Mg2+ [48, 49]. С
другой стороны, известно, что двухвалентные ка-
тионы Mg2+ и Ca2+ в физиологической концен-
трации не конденсируют чистую ДНК в растворе
[13], но могут конденсировать при достаточно
больших концентрациях катионов в пленках [50]
или в параллельных слоях в 2D-размерном про-
странстве [51]. 

Стабильность двухцепочечной ДНК определя-
ется стэкинг-взаимодействиями оснований, их
спариванием, свойствами гидратационной обо-
лочки, а дестабилизирует ДНК отталкивание от-
рицательно заряженных фосфатов. Понижение
Тпл ДНК означает ослабление некоторых стаби-
лизирующих ее внутрицепочечных взаимодей-
ствий и (или) возрастание сил дестабилизирую-
щих. 

Мы полагаем, что в ядре именно катион-инду-
цируемые межфибриллярные взаимодействия
вносят основной вклад в дестабилизацию внутри-
ядерной ДНК. Авторы работы [52] предложили
электростатическую zipper-модель конденсации-
агрегации одноименно заряженных полимеров.
Суть ее для ДНК заключается в zipper-подобном
выстраивании отрицательно заряженных фосфа-
тов сахарно-фосфатного остова одной молекулы
ДНК напротив положительно заряженных катио-
нов, связанных в бороздках ДНК другой молеку-
лы. С помощью предложенной спекулятивной
модели авторы объяснили повышение температу-
ры плавления в агрегатах гомологичной и пла-
стичной ДНК в экспериментах по их термиче-
ской денатурации [53] «идеализацией» структуры
ДНК, хотя не исключили возможности, что в
присутствии двувалентных катионов электроста-
тические силы и силы гидратации макромолекул
способны индуцировать и пока необъясненный
противоположный эффект. По мнению авторов,
модель является универсальной и может быть
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применима как к ДНК, так и к компактизации
фибрилл хроматина. Для хроматина по этой мо-
дели основой стабильности катион-индуцируе-
мой ассоциации на определенных расстояниях
может служить так называемая «структурная го-
мология» или «структурная комплементарность»
фибрилл хроматина [54]. В рамках этой теории,
учитывая современные данные о структуре фиб-
риллы хроматина, объяснить снижение Тпл в

присутствии ионов Mg2+ не представляется воз-
можным.

Поэтому наше объяснение сводится к следую-
щему. Уже в нуклеосомах ДНК образует два па-
раллельно расположенных супервитка ДНК, тес-
но сближенных за счет октамера гистонов,
подобно расположению ДНК в пленках [50] или в
параллельных слоях между положительно заря-
женными мембранами [51]. В ограниченном про-
странстве ядра при конденсации хроматина для
достижения высокой плотности упаковки ДНК
нуклеосомы вступают во взаимодействия «лицом
к лицу» с поверхностями ДНК, увеличивая коли-
чество параллельных тесно сближенных су-
первитков ДНК [30]. В присутствии ионов маг-
ния электростатические силы притяжения между
фибриллами формируют перпендикулярную оси
ДНК силу растяжения между двумя комплемен-
тарными цепочками ДНК, ослабляя их взаимо-
действие. В работе [56] приводится оценка силы
притяжения между молекулами ДНК в растворе
на расстоянии 29 Å при концентрации магния
~100 мМ. Она составила примерно –0.02 kT на па-
ру оснований, что существенно меньше мини-

мальной энергии денатурации ДНК (примерно –
2 kT). Видно, что сила притяжения очень слабая,
однако в случае хроматина в условиях ядра она
может возрасти за счет специфических особенно-
стей катионов магния: их малый размер, жесткая
координация и направленность связей, способ-
ность создавать прямые связи между фосфатами
соседних фибрилл способствуют возникновению
жесткой связи каждой из комплементарных це-
почек ДНК с соседней молекулой ДНК. Малая
растворимость солей фосфатов, образующихся
при прямом взаимодействии с магнием по срав-
нению с гидратированным магнием и их энерге-
тическая выгодность [56] увеличивают силу при-
тяжения между фибриллами, способствуя допол-
нительному растяжению комплементарных
цепей. Эффект растяжения может усиливаться
также взаимодействием гистонов и других белков
с одной из комплементарных цепочек ДНК. Тем
не менее, общий вклад силы притяжения между
молекулами в стабильность ДНК, по-видимому,
остается небольшим, о чем свидетельствует не-
значительное снижение Тпл. 

Особая роль магния подтверждается термиче-
ским поведением ядерного хроматина при фи-
зиологической ионной силе в отсутствии ионов
Mg2+ (рис. 6). Известно, что ионы натрия конку-
рируют с ионами магния, вытесняя последние, и
в физиологической концентрации сохраняют
определенную степень компактизации хромати-
на (до уровня 30 нм фибрилл). Если ядра, выде-
ленные в присутствии магния, перевести в рас-
твор 20 мМ ТЭА и 125 мМ NaCl, то Тпл ядерной
ДНК становится выше, чем в растворе с магнием.
Опять же, больше возрастает Тпл топологически
напряженной ДНК. При этом физиологическая
ионная сила подавляет взаимодействие гистонов
с ДНК, и пик гистонов резко теряет свою ста-
бильность, что выражается в значительном сни-
жении Тпл и энтальпии плавления.

Следует заметить, что в литературе рассматри-
ваются и другие механизмы понижения Тпл ДНК
в присутствии ионов Mg2+. Это, прежде всего,
возможное взаимодействие Mg2+ с остатками гу-
анина [48, 49], а также его пи-взаимодействия с
основаниями [57]. Понижение Тпл в присутствии
лиганда также обычно наблюдают, когда кон-
станта взаимодействия с денатурированной фор-
мой макромолекулы превышает ее значение для
нативной. Однако установлено, что в случае
ионов магния константа связывания с ДНК в на-
тивном состоянии выше, чем с ДНК в денатури-
рованном состоянии [58].

Интересная информация была получена нами
при повышенных концентрациях магния (>5 мМ)

Рис. 6. Термограммы плавления ядер клеток печени
крысы: кривая 1 – в 20 мМ ТЭА, рН 7.6 и 5 мМ MgCl2;
кривая 2 – перевод ядер из буфера с 5 мМ MgCl2 (1) в
буфер с 125 мМ NaCl.
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и нагревании компактных ядер до температуры
130°С. 

На термограмме (рис. 7) обнаруживался новый
высокотемпературный пик с Тпл больше 100°С.
Ранее было показано образование агрегатов дена-
турированной ДНК в присутствии магния в про-
цессе денатурации, но разваливающихся при до-
стижении Тпл или насыщающей концентрации
магния [59, 60]. Возможно и в нашем случае, что
это стабилизированная магнием денатурирован-
ная ДНК в составе хроматина, образующая спе-
цифические агрегаты с более высокой Тпл, подоб-
но описанным ранее при плавлении ДНК в при-
сутствии физиологической концентрации натрия
и высокой концентрации магния [49]. Однако
плавление этих агрегатов происходило до 100°С.
В то же время появление этого пика коррелирова-
ло с уменьшением интенсивности пика II, что
может служить указанием на их взаимосвязь. Та-
ким образом, не исключено, что это – предобра-
зовавшаяся при комнатной температуре некая
компактная конденсированная форма хромати-
на, возможно, ассоциирована и с денатурирован-
ной ДНК, которая кооперативно и с большей эн-
тальпией плавится при значительно более высо-
ких температурах. Ее разрушение при
дальнейшем увеличении концентрации магния и,
соответственно, ионной силы свидетельствует об
участии белка в формировании этой структуры
путем электростатического взаимодействия меж-
ду белком и ДНК. Работы в этом направлении
продолжаются.

Таким образом, в данной работе с помощью
метода ДСК, позволяющего работать с мутными
суспензиями ядер, получены термодинамические
данные по плавлению внутриядерного хроматина

в присутствии ионов магния. Их анализ позволил
предположить, что ионы магния в относительно
малых концентрациях в условиях ограниченного
пространства и высокой плотности внутриядер-
ного хроматина способны вызывать такие изме-
нения в балансе сил взаимодействия между со-
седними молекулами ДНК и межцепочечными
силами внутри ДНК, которые вызывают ее деста-
билизацию и снижение Тпл. При этом стабилиза-
ция октамера гистонов в присутствии магния свя-
зана с полимерным состоянием ДНК. Повышен-
ные концентрации магния в условиях кроудинга
в ядре, возможно, приводят к формированию
особо стабильных конденсатов нуклеопротеидов,
плавящихся с увеличенной энтальпией и Тпл. Из
наших результатов можно также заключить, что
магний, понижая Тпл и ослабляя взаимодействие
двух цепочек ДНК, способствует действию
ферментов типа полимераз. Известно, что поли-
меразы создают впереди себя положительное на-
пряжение (торсиональный стресс) в ДНК, пре-
пятствующее их движению. Магний, оказывая
свое действие на напряженную ДНК сильнее, чем
на релаксированную, тем более способствует
продвижению полимеразы. 
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Рис. 7. Изменение термограмм плавления ядер клеток печени крысы в буфере 20 мМ ТЭА, рН 7.6 при увеличении
концентрации MgCl2: кривая 1 – 5 мМ, кривая 2 – 10 мМ, кривая 3 – 20 мМ, кривая 4 – 40 мМ.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все эксперименты на животных проводили в

соответствии с национальными и международ-
ными руководящими принципами по уходу и гу-
манному использованию животных.
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 Melting Calorimetry of Rat Liver Nuclei in the Presence of Magnesium Ions
 G.Ya. Kolomijtseva*, A.N. Prusov*, E.A. Kolomijtseva**, and T.A. Smirnova*, ***
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Differential scanning calorimetry was used to determine  thermodynamic parameters of decondensation of
intranuclear rat liver chromatin was induced by a decrease in the concentration of magnesium ions from
5 mM  to 0 mM. The process of chromatin melting in the temperature range of 70–100°C occurs in the fol-
lowing order: melting of core-histones, melting of relaxed DNA, and melting of topologically constrained
DNA. It was found that Tm and ΔH of individual peaks also depend on the concentration of Mg2+ ions in the
buffer. In nuclei with condensed chromatin, Mg2+ ions at a concentration of 5 mM increased significantly the
Tm of core histones (by ~7°C), as compared to that in unfolded chromatin but at the same time lowered the
Tm of nuclear DNA both in the relaxed and constrained state (by ~2.5°С and ~7.5°С, respectively). In the
presence of Mg2+ ions,  melting enthalpy for peaks increased significantly. At the same time, a decrease in
molecular weights of intranuclear DNA levels out a stabilizing effect of Mg2+ ions on core histones. A rise  in
the concentration of Mg2+ ions above 5 mM  leads to the appearance of a new peak with Tm above 100°С,
which probably reflects the thermal behavior of some Mg-induced aggregates. Possible mechanisms under-
lying thermal behavior of chromatin inside the nucleus are discussed.

Keywords: nucleus, chromatin, Mg2+ cations, differential scanning calorimetry, thermodynamics, DNA torsional
stress
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Ранее нами было обнаружено, что функционирование глутаматергических ионотропных механиз-
мов АМПА (a-амино-3-гидрокси-5-метилизоксазол-4-пропионовой кислоты) и НМДА (N-метил-
D-аспартата) нарушались после длительного криосохранения срезов головного мозга крыс при –
10°С в течение 30–50 сут. Для выяснения причин криоповреждения АМПА- и НМДА-зависимых
механизмов мы исследовали криосохранение срезов обонятельной коры мозга крыс в растворах, со-
стоящих из искусственной цереброспинальной жидкости и агара в различных концентрациях (33,
44 и 50%). После криосохранения срезы отогревались до 37°С и в них были проанализированы из-
менения амплитуд АМПА- и НМДА-потенциалов, которые отражают активности АМПА- и
НМДА-механизмов, по сравнению с значениями до криосохранения. Обнаружено, что АМПА- и
НМДА-потенциалы изменялись различно в зависимости от концентрации агара в искусственной
цереброспинальной жидкости. В растворах, содержащих 33% агара, амплитуда АМПА-потенциалов
увеличивалась на 60%, напротив, амплитуда НМДА-потенциалов была равна значениям до криосо-
хранения. При концентрации агара 44% в растворе наблюдалось увеличение амплитуд АМПА и
НМДА на 70 и 80% соответственно. Полное восстановление активностей АМПА- и НМДА-меха-
низмов удалось получить после криосохранения в замораживающем растворе с концентрацией ага-
ра 50%. При этих условиях апмлитуды АМПА- и НМДА-потенциалов соответствовали их значени-
ям до криосохранения. Таким образом, полученные результаты показывают, что агар, добавленный
в раствор искусственной цереброспинальной жидкости, является криопротектором, защищающий
АМПА- и НМДА-зависимые механизмы от криоповреждений. Разработанный нами замораживаю-
щий раствор (искусственная цереброспинальная жидкость и агар) для криосохранения эксплантан-
тов мозга негибернирующих животных будет использован для создания криобанка нервной ткани.

Ключевые слова: срезы мозга крыс, криосохранение, агар, АМПА-зависимые механизмы, НМДА-
зависимые механизмы, замораживание/отогревание.

DOI: 10.31857/S0006302923020151, EDN: CCKFGL

Известны протективные эффекты влияния
низкой температуры на биологические объекты,
и их криосохранение широко используется в био-
медицине, в том числе в регенеративной медици-
не, трансплантации органов и разработке ле-
карств [1, 2]. В настоящее время доминирующим
направлением криосохранения нервной ткани
является низкотемпературное хранение первич-
ной культуры нейронов [3, 4]. Однако в таких
структурах отсутствуют синапсы, то есть нейрон-
ная сеть не сформирована. Очевидно, такие ней-

роны будут иметь ограниченное клиническое ис-
пользование только для восстановления неболь-
ших структур мозга при трансплантации. В
клинике для восстановления больших участков
ткани головного мозга реципиента необходимо
задействовать нервную ткань соответствующих
структур мозга. Именно эти эксплантаты голов-
ного мозга необходимы для трансплантации при
таких невропатологиях, как инсульт, эпилепсия и
травма. Результаты исследований показали, что
криосохраняемые эксплантаты мозга как целост-
ная структура демонстрируют свойства, сравни-
мые с теми же тканями, полученными от донора
[5–8]. Очевидно, что срезы головного мозга явля-
ются оптимальными экспериментальными объ-
ектами для разработки протоколов криосохране-

Сокращения: АМПА – a-амино-3-гидрокси-5-метилизок-
сазол-4-пропионовая кислота; НМДА – N-метил-D-ас-
партат; ИЦЖ – искусственная цереброспинальная жид-
кость. 
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ния нервной ткани и последующего их примене-
ния в клинике. Их использование позволяет
исследовать восстановление активности не толь-
ко нейронов, но и ключевых синаптических меха-
низмов.

В наших исследованиях была выявлена раз-
личная устойчивость глутаматергических ионо-
тропных a-амино-3-гидрокси-5-метилизоксазол-
4-пропионовой кислоты (АМПА) и N-метил-D-
аспартата (НМДА) рецептор-зависимых меха-
низмов к замораживанию/повторному отогрева-
нию срезов головного мозга при криосохранении
(–10°С, 52 сут). Активности АМПА-механизмов
не только сохранялись, но и увеличивались. На-
против, процессы НМДА-механизмов необрати-
мо ингибировались, что указывает о нарушении
их функции [9, 10]. Эти результаты важны, пото-
му что НМДА-механизмы являются ключевыми в
системе глутаматергическической медиаторной
системы мозга. Они являются адаптивными ме-
ханизмами в головном мозге, участвуют в обуче-
нии, формировании следов памяти, а также в раз-
витии различных нейропатологий [11, 12].

Таким образом, изучение особенностей крио-
повреждения АМПА- и НМДА-механизмов име-
ет исключительное значение для поддержания
активности этих механизмов при криосохране-
нии и создании криобанка трансплантатов. Воз-
никает вопрос, каким образом сохранить актив-
ность АМПА и НМДА механизмов в ткани мозга
в процессе длительного криосохранения? 

Можно предположить, что криопротекторы
могут быть использованы для устранения крио-
повреждений АМПА- и НМДА-механизмов. Од-
нако, как показали результаты исследований, они
оказывают выраженное негативное воздействие
на нейроны и блокируют синаптические меха-
низмы, поэтому их применение нецелесообразно
[13].

Перспективный подход к устранению криопо-
вреждений АМПА- и НМДА-механизмов   ̶ ис-
пользование специальных замораживающих сред
(Neurofreezing, CryoStor10 (CS10), Hibernate-A,
Hibernate-E, HypoThermosol и др.). Действитель-
но, недавние исследования показали улучшение
криосохранения первичных нейронов за счет ис-
пользования разработанных замораживающих
сред. Однако жизнеспособность криосохранен-
ных нейронных культур уменьшалась по сравне-
нию с интактными нейронами, что указывает на
снижение эффективности этих растворов [3,
4, 14].

Другим возможным способом сохранения ак-
тивности АМПА- и НМДА-механизмов может
быть использование альгинатных гидрогелей.
Они успешно используются в качестве основы
для создания криозащитной среды [15]. Для
криосохранения клеток при использовании раз-

личных гелей продемонстрировано улучшение
выживаемости и сохранение нормальных функ-
ций клеток [16, 17]. Однако существенным недо-
статком таких растворов является присутствие в
их составе двухвалентных катионов Ba2+ и Sr2+.
Эти компоненты блокируют синаптическую ак-
тивность в донорской ткани и не подходят для
криосохранения эксплантатов мозга. Кроме того,
использование таких растворов связано с добав-
лением криопротекторов, которые необратимо
нарушают функции нейронов и синапсов, и, как
следствие, такие эксплантаты мозга не подходят в
качестве донорского материала.

Для успешного криосохранения активностей
АМПА- и НМДА-механизмов в настоящем ис-
следовании были изучены протективные эффек-
ты криосохранения срезов обонятельной коры
крыс с использованием замораживающих раство-
ров с добавлением агара в различных концентра-
циях. Известно, что агар как природный полимер
используется в биологии и медицине благодаря
его биосовместимости и биоразлагаемости. Ис-
пользование растворов на основе агара для крио-
сохранения нервной ткани срезов представляется
весьма перспективным, поскольку он обладает
рядом уникальных свойств, связанных с гелеоб-
разованием. Мы полагали, что такие свойства
агара будут способствовать сохранению активно-
сти АМПА- и НМДА-механизмов при длитель-
ном криосохранении. 

Таким образом, цель нашего исследования –
разработать способ получения замораживающего
раствора с агаром и исследовать его протектив-
ные свойства для сохранения активности глута-
матергических ионотропных АМПА- и НМДА-
зависимых механизмов при длительном криосо-
хранении срезов мозга негибернирующих живот-
ных – крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследованиях использовали белых крыс-

самцов линии Вистар массой 180–200 г (всего
29 животных). Все эксперименты были проведе-
ны на крысах из биоколлекции «Коллекция лабо-
раторных млекопитающих разной таксономиче-
ской принадлежности» Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН, поддержанной програм-
мой биоресурсных коллекций ФАНО России. 

Из мозга крыс с помощью специальных ин-
струментов изготавливали тангенциальные срезы
обонятельной коры толщиной 400–500 мкм [18].
Приготовление срезов, их инкубация, состав ис-
кусственной цереброспинальной жидкости
(ИЦЖ), внеклеточная регистрация АМПА- и
НМДА-потенциалов в электрофизиологической
установке [9] подробно описаны в предыдущей
работе [19].
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В настоящей работе были исследованы про-
тективные эффекты криосохранения срезов обо-
нятельной коры в замораживающем растворе,
состоящем из ИЦЖ и агара в различных концен-
трациях. Замораживающий раствор для криосо-
хранения срезов готовили в следующей последо-
вательности (рис. 1). Агар Difco Bactor (Difco,
США) в количестве 3 г заливали 100 мл 1 М рас-
твора NaCl и выдерживали 10 сут в термостате
при 32–35°С. Полученный гелевый раствор цен-
трифугировали на лабораторной центрифуге
ЦЛМН-Р10-01 («Элекон», Россия) при скорости
2000 об/мин в течение 10 мин. Легкую фракцию
отсасывали из раствора и использовали для при-
готовления среды для криосохранения срезов.
Тяжелую фракцию агара не использовали.

Далее были приготовлены замораживающие
растворы для криосохранения срезов следующего
состава: 1) 0.5 мл легкой фракции агара и 1.0 мл
ИЦЖ (конечная концентрация агара 33%);
2) 0.8 мл легкой фракции агара и 1.0 мл ИЦЖ (ко-
нечная концентрация агара 44%); 3) 1.0 мл легкой
фракции агара и 1.0 мл ИЦЖ (конечная концен-
трация агара 50%). Срезы головного мозга поме-
щали в стеклянные флаконы с этими средами. За-
тем флаконы со срезами постепенно медленно
(со скоростью 0.1°С/мин) замораживали до –
10°С при в морозильной камере с термостатом
ThermoStat plus (Eppendorf, Германия). Через
52 сут флаконы со срезами отогревали до 37°С со
скоростью 0.1°С/мин.

Для тестирования жизнеспособности срезов
использовали метод оценки электрической ак-
тивности АМПА- и НМДА-механизмов по значе-
ниям амплитуд АМПА- и НМДА-потенциалов.
Для этого срезы по одному извлекали из флако-
нов и помещали в регистрационную камеру элек-
трофизиологической установки для регистрации
АМПА- и НМДА-потенциалов [9]. В течение
15 мин срезы перфузировали ИЦЖ без агара. В
срезах регистрировали АМПА- и НМДА-потен-
циалы, значения их амплитуды считали кон-
трольными и принимались за 100%. За это время
срезы полностью отмывались от агара. Каждый

срез сначала оценивали визуально с помощью би-
нокулярного микроскопа МБС–9 («ЛОМО»,
Россия). Отсутствие разрушения в структурах
срезов оценивали как их хорошее состояние. Ос-
новным критерием оптимального криосохране-
ния срезов было наличие АМПА- и НМДА-по-
тенциалов, равных по амплитуде потенциалам до
криосохранения.

В данном исследовании криопротекторы не
использовали, так как они необратимо блокиру-
ют активность нейронов и синапсов [13], в том
числе активности АМПА- и НМДА-механизмов.

Химические реактивы, использованные для
получения замораживающих растворов, были
приобретены в фирмах «Химреактив» (Россия) и
Difco (США). 

Для статистической обработки данных приме-
няли непараметрический U–критерий Вилкоксо-
на–Манна–Уитни. Числовые данные были вы-
ражены как среднее значение ± стандартная
ошибка среднего. Уровень статистической значи-
мости был выбран на уровне р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Данные по криосохранению активности
АМПА- и НМДА-механизмов в замораживаю-
щем растворе с различной концентрацией агара
приведены на рис. 2–4. Представлены протектив-
ные эффекты в диапазонах концентраций агара
на криосохранение срезов: 33% (10–35%), 44%
(37–46%) и 50% (48–55%). Было обнаружено, что
активности АМПА- и НМДА-механизмов сохра-
нялись на 100% после криосохранения срезов в
течение 52 сут при –10°С в замораживающем рас-
творе, состоящем из агара и ИЦЖ. Во-вторых,
было обнаружено, что степень восстановления
активности АМПА- и НМДА-механизмов после
криосохранения зависела от концентрации агара
в замораживающем растворе. Эти данные показа-
ли, что добавление агара в замораживающий рас-
твор вызывает протективный эффект при крио-
сохранении срезов мозга. 

Рис. 1. Схема протокола приготовления замораживающей среды с легкой фракцией агара и регистрация АМПА- и
НМДА-потенциалов после криосохранения.
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Далее были проанализированы протективные
эффекты агара при криосохранении срезов в
замораживающем растворе с различными кон-
центрациями агара. При концентрации агара 33%
обнаружено, что при повторном нагревании ам-
плитуда АМПА-потенциалов увеличивалась
(рис. 2а). Амплитуда суммарного потенциала
действия проводящих волокон латерального обо-
нятельного тракта также возрастала. В отличие от
амплитуд АМПА-потенциалов амплитуда НМ-
ДА-потенциалов полностью восстанавливалась
после криосохранения при концентрации агара
33% в замораживающем растворе (рис. 2а).

Из рис. 2 видно, что после криосохранения в
замораживающем растворе с концентрацией ага-
ра 33% амплитуда АМПА-потенциалов увеличи-
валась в среднем на 59 ± 7% (n = 7; p ≤ 0.05, U = 5)
по сравнению с амплитудой АМПА-потенциалов
в контроле (до криосохранения). Это указывает
на гиперактивацию АМПА-механизмов после
криосохранения (рис. 2б). 

Амплитуда НМДА-потенциалов при концен-
трации агара 33% в замораживающей среде после
криосохранения статистически не отличалась от
значений до криосохранения и составляла по от-
ношению к контролю (до криосохранения, 37°С)
105 ± 7% (n = 7, p ≤ 0.05, U = 4) (рис. 2б). Однако
снижение НМДА-потенциала происходило
быстрее, чем до криосохранения (рис. 2а). Это
указывает на то, что продолжительность восста-
новления НМДА-механизмов снижалась. Таким
образом, криосохранение срезов в замораживаю-
щем растворе с 33%-м агаром разнонаправлено
воздействует на АМПА- и НМДА-зависимые ме-

ханизмы: АМПА-механизмы гиперактивируют-
ся, тогда как НМДА-механизмы восстанавлива-
ются. На основании полученных данных можно
утверждать, что агар в концентрации 33% не яв-
ляется оптимальным для сохранения активности
АМПА и НМДА механизмов в процессе длитель-
ного криосохранения.

При увеличении концентрация агара в замора-
живающем растворе до 44% амплитуды АМПА- и
НМДА-потенциалов значительно возрастали
(рис. 3а). Отметим, что и амплитуда пресинапти-
ческого компонента потенциала действия прово-
дящих волокон латерального обонятельного
тракта также увеличивалась (рис. 3а). 

Анализ изменений АМПА- и НМДА-потенци-
алов выявил их статистически значимое увеличе-
ние на 74 ± 8% и 87 ± 9% соответственно (n = 7,
p ≤ 0.05, U = 5) (рис. 3б). Эти данные указывают на
гиперактивацию АМПА- и НМДА-механизмов. 

Следовательно, замораживающий раствор с
концентрацией агара 44% также не является оп-
тимальным для длительного криосохранения
срезов мозга.

Далее концентрация агара в замораживающем
растворе была увеличена до 50%. При криосохра-
нении срезов в этих условиях амплитуда АМПА-
потенциалов восстанавливалась, но степень вос-
становления была меньше, чем до криосохране-
ния (рис. 4а). Следует отметить, что амплитуда
НМДА-потенциалов после криосохранения при
концентрации агара 50% была равна значениям
до криосохранения. Амплитуда потенциала дей-
ствия проводящих волокон латерального обоня-

Рис. 2. Изменения АМПА- и НМДА-потенциалов, регистрируемых в срезах мозга до и после криосохранения (–10°С,
52 сут) в замораживающем растворе с агаром в концентрации 33%. Горизонтальная пунктирная линия на рис. 2а –
уровень потенциалов, записанный в срезах без стимуляции. Регистрацию проводили при отогревании срезов до 37°C.
Калибровка на рис. (а): 3.0 мс, 0.1 мВ. По оси ординат на рис. (б) – амплитуды АМПА- и НМДА-потенциалов при
отогревании в % к значениям до криосохранения (контроль – 100%, n = 7). * – Различия данных с р ≤ 0.05 по U-критерию
Вилкоксона–Манна–Уитни по отношению к значениям до криосохранения (контроль).
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тельного тракта также восстанавливалась до ис-
ходных значений (рис. 4а). 

Анализ суммарных изменений АМПА- и НМ-
ДА-потенциалов выявил восстановление актив-
ностей этих механизмов: АМПА в контроле (до
криосохранения, 37°С) – 100%, после криосохра-
нения – 88 ± 6% (p ≥ 0.05, U = 10, n = 7), т.е. раз-
личия статистически недостоверны (рис. 4б).
Важно отметить, что амплитуда НМДА-потенци-
алов после отогревания при концентрации агара
50% была равна значениям до криосохранения:
контроль (до криосохранения, 37°С) – 100%, по-
сле криосохранения – 97 ± 9% (p ≥ 0.05, U = 12,
n = 7).

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что криосохранение срезов в
замораживающем растворе с концентрацией ага-

ра 50% способствует полному сохранению актив-
ности как АМПА-, так и НМДА-механизмов.
Следовательно, концентрация агара в заморажи-
вающем растворе, равная 50%, не вызывает
повреждений обоих глутаматергических ионо-
тропных механизмов, выявляемых электрофи-
зиологическим тестированием, и является опти-
мальной для их длительного криосохранения.

На основании полученных данных были вы-
числены концентрационные зависимости про-
тективных эффектов агара в замораживающем
растворе на изменения амплитуд АМПА и НМДА
потенциалов после длительного криосохранения
(–10°С, 52 сут) (рис. 5). При сопоставлении дан-
ных при разных концентрациях агара с данными
при отсутствии агара отчетливо видно многократ-
ное усиление протективного эффекта агара в за-

Рис. 3. Изменения АМПА- и НМДА-потенциалов, регистрируемых в срезах мозга до и после криосохранения (–10°С,
52 сут) в замораживающем растворе с агаром в концентрации 44% (а, б). Обозначения те же, что на рис. 2.

Рис. 4. Изменения АМПА- и НМДА-потенциалов, регистрируемых в срезах мозга до и после криосохранения (–10°С,
52 сут) в замораживающем растворе с агаром в концентрации 50% (а, б). Обозначения те же, что на рис. 2. 
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мораживающем растворе (рис. 5, стрелки). При
этом для АМПА-потенциалов наблюдается сни-
жение гиперактивации. Так, при 0% агара в рас-
творе амплитуда АМПА-потенциалов составляет
480 ± 22% (n = 12), а при 33% агара – 160 ± 15%
(р ≤ 0.05, U–критерий, n = 7). В отличие от
АМПА-механизмов, криосохранение с агаром
для НМДА-механизмов индуцировало восста-
новление активности: при 0% агара в растворе
амплитуда НМДА-потенциалов составляет
10 ± 3% (n = 12), тогда как при 33% агара –
98 ± 16% (р ≥ 0.05, U–критерий, n = 7).

Протективные эффекты агара для АМПА- и
НМДА-механизмов в диапазонах концентраций
33–50% носят немонотонный куполообразный
вид с максимальными значениями при содержа-
нии агара 44%. Для АМПА-кривой это возраста-
ние достоверно не отличалось: при концентрации
агара 33% – 160 ± 15%, при 44% агара – 170 ± 18%
(р ≥ 0.05, U–критерий, n = 7). При увеличении
концентрации агара до 50% амплитуды АМПА-
потенциалов снижались до 95 ± 15% и были близ-
ки к значениям до криосохранения – 100 ± 12%
(р ≥ 0.05, U–критерий, n = 7) (рис. 5).

Для НМДА-кривой возрастание амплитуд при
концентрации агара 44% составляло 180 ± 19% и
достоверно отличалось как от значений при 33%
агара (95 ± 18%), так при 50% агара (105±16%,
р ≤ 0.05, U–критерий, n = 7). Двукратное увеличе-
ние значений амплитуд НМДА-потенциалов при
44% агара в замораживающем растворе свиде-
тельствует об активации НМДА-механизмов в
процессе криосохранения с агаром (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе представлен протокол
длительного криосохранения срезов головного
мозга негибернирующих животных. Целью ис-
следования было достижение сохранения актив-
ности АМПА- и НМДА-механизмов после дли-
тельного низкотемпературного криосохранения.
Для успешного сохранения активности этих ме-
ханизмов мы использовали замораживающий
раствор, приготовленный из искусственной цере-
броспинальной жидкости и агара в различных
концентрациях. Агар используется в биологиче-
ских и медицинских исследованиях из-за его
свойств биосовместимости и биоразлагаемости и
считается подходящим биоматериалом для ими-
тации каркасов внеклеточного матрикса с пори-
стой структурой. В качестве индикаторов актив-
ностей АМПА- и НМДА-механизмов мы реги-
стрировали АМПА- и НМДА-потенциалы,
вызванных электростимуляцией латерального
обонятельного тракта, и анализировали измене-
ния их амплитуд.

Полученные данные доказывают, что криосо-
хранение срезов в замораживающем растворе с
агаром способствовало 100%-му сохранению ак-
тивности АМПА- и НМДА-механизмов в процес-
се длительного криосохранения (–10°С, 52 сут).
Отметим, что при криосохранении срезов в ИЦЖ
(без агара) сохранялись только активности
АМПА-механизмов, напротив, активности НМ-
ДА-механизмов необратимо блокировались.

Мы использовали различные концентрации
агара в замораживающем растворе, чтобы полу-
чить полное восстановление этих механизмов по-
сле криосохранения. В результате проведенных
исследований было выявлено, что степень вос-
становления АМПА- и НМДА-механизмов после
криосохранения срезов в замораживающем рас-
творе была наиболее оптимальной при концен-
трации агара 50%. При этой концентрации агара
активности АМПА и НМДА механизмов полно-
стью сохранялись. 

Представленные данные свидетельствуют о
протективном свойстве агара при криосохране-
нии срезов мозга. Известно, что криопротекторы
бывают двух основных типов – проникающие и
непроникающие [20, 21].

Рис. 5. Протективные эффекты агара в разных концен-
трациях на амплитуды АМПА- и НМДА-потенциалов
после длительного криосохранения (–10°С, 52 сут). По
оси абсцисс – концентрация агара в замораживающей
среде в %. По оси ординат – амплитуда АМПА- и
НМДА-потенциалов в % по отношению к значениям
до криосохранения (100%, пунктирная линия). При
концентрации агара 0% в замораживающем растворе
(серый прямоугольник) точка амплитуд АМПА-по-
тенциалов расположена условно, поскольку ее значе-
ния не соответствуют шкале ординат. Серые пунктир-
ные стрелки демонстрируют усиление протективного
эффекта при добавлении агара в замораживающий
раствор. * – Данные отличаются с р ≤ 0.05 по отноше-
нию к значениям до криосохранения (контроль) для
АМПА- и НМДА-потенциалов, U-критерий Вилкок-
сона–Манна–Уитни; n = 12 для 0%, n = 7 для 33, 44 и
50%.
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К первым относят криопротекторы, проника-
ющие внутрь клетки. Их молекулярная масса не
превышает 100 Да. Проникающие криопротекто-
ры препятствуют формированию кристаллов льда
в процесс замораживания [22]. Наиболее распро-
страненные проникающие криопротекторы – это
диметилсульфоксид, глицерин, пропиленгли-
коль, этиленгликоль и др. Все они являются ток-
сичными при воздействии на нервные клетки и
синапсы [13] и в наших исследованиях по этой
причине не использовались. 

Ко второму типу относят криопротекторы с
молекулярными весами в десятки-сотни кДа, не
проникающие внутрь клеток. Они менее токсич-
ны, чем проникающие криопротекторы при рав-
ных концентрациях [21]. Предполагают, что они
притягивают и абсорбируют воду извне мембра-
ны, тем самым снижая ее вязкость, способствуют
возрастанию скорости обезвоживания и препят-
ствуяют образованию внутриклеточных кристал-
лов льда и осмотических изменений [23, 24]. К не-
проникающим криопротекторам относят две
группы веществ – олигосахариды (наиболее ча-
сто используют сахарозу и трегалозу) и высоко-
молекулярные соединения (фиколл, альбумин,
поливинилпирролидон). 

В соответствии с представленными выше дан-
ными агар по величине молекулярного веса (32–
200 кДа) агар следует отнести к непроникающему
типу криопротекторов, подобно олигосахаридам,
например трегалозе (342 кДа). По химической
природе агар является биополимером, макромо-
лекулы которого образованы двумя полисахари-
дами – агарозой и агаропектином. Агароза, вхо-
дящая в состав агара (50–80%), представляет со-
бой линейный полисахарид и рассматривается
как менее высокомолекулрная фракция полиме-
ра, тогда как агаропектин имеет сетчатую струк-
туру с большей молекулярной массой [25–31].

Обнаружено, что агар в водных растворах об-
разует сложную многоуровневую структуру. При
ее формировании полимер проявляет высокую
гидратационную способность, позволяющую со-
здавать устойчивые структуры с молекулами воды
даже при низких концентрациях полимера [25,
32, 33]. Благодаря большой поверхности агара
при его контакте с водным раствором происходит
быстрая диффузия в полимерную структуру как
молекул воды, так и растворенных в ней веществ
[34]. Очевидно, что такие свойства индуцируют
абсорбцию полимером молекул воды из внекле-
точного пространства срезов. Полагаем, что бла-
годаря этому свойству агара проявляется защита
мембран нервных клеток от осмотических напря-
жений, уменьшение образования кристаллов
льда и их разрушительного воздействия на мем-
браны в процессе криосохранения.

Другой защитный механизм агара проявляется
в образовании межмолекулярных связей между
сульфатными группами полимерных цепей агара
и ионами кальция [35]. Это важное свойство, по-
скольку в процессе замораживания нервных кле-
ток может многократно усиливаться вход кальция
внутрь клеток, что вызывает нарушение их функ-
ционирования и даже гибель. Кроме ионов каль-
ция агар взаимодействует с другими ионами [31],
что способствует защите нейронов от осмотиче-
ских изменений, вызываемых перераспределени-
ем катионов между внутриклеточным содержи-
мым клеток и внеклеточным пространством. 

В наших опытах был выявлен нелинейный ха-
рактер зависимостей протективных эффектов
АМПА- и НМДА-активностей от концентраций
агара в замораживающем растворе. Такая зависи-
мость, по-видимому, отражает различные взаи-
модействия молекул полимера с рецепторными
структурами. Полагают, что такие (протектив-
ные) свойства агара, как абсорбция воды и связы-
вание ионов агаром, существенно зависят от его
концентрации в водном растворе. При малых
концентрациях агара наибольшее число межмо-
лекулярных связей приводит к взаимодействию
агара с водой, что усиливает абсорбцию молекул
воды из срезов. Повышение концентрации агара
создает условия для усиления образования цепо-
чек «агар–агар». Это способствует переходу рас-
твора полимера в более однородную структуру,
усилению диффузии воды и отрицательных и по-
ложительно заряженных ионов в полые структу-
ры агара [32]. Следует принять во внимание, что
процессы формирования структуры агара и его
взаимодействия с АМПА- и НМДА-рецепторами
будут меняться в различных фазах процесса крио-
сохранения (замораживание–хранение–отогре-
вание). Эти физические воздействия на АМПА- и
НМДА-рецепторы, очевидно, будут отражаться
на их функционировании в зависимости от ис-
пользуемых концентраций агара.

В практическом плане использования агара
для криосохранения срезов следует обратить вни-
мание на удаление полимера от срезов. Этот про-
цесс имеет существенное значение для защиты
структур срезов от механических воздействий.
При этом следует учитывать, что в агаре присут-
ствуют низко и высокомолекулярные фракции,
которые могут по–разному влиять на функцио-
нирование нейронов и синапсов. В результате
проведенных исследований было обнаружено,
что при плавном медленном отогревании
(0.1°С/мин) и отмывании срезов со скоростью
1 мл/мин с ламинарным характером течения про-
текающего солевого раствора (ИЦЖ) гелевый
раствор агара удаляется без негативных (механи-
ческих) влияний на функционировании срезов.
При достижении 37°С АМПА- и НМДА-потен-
циалы стабильно регистрировались в срезах. Оп-
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тимальность использования нашего приема была
подтверждена результатами других исследовате-
лей. Было установлено, что гелевая структура ага-
ра при отмывании разрушается поэтапно: снача-
ла удаляются низкомолекулярные, а затем высо-
комолекулярные фракции. При этом повышение
температуры раствора ускоряет данный процесс
[31]. 

Представленные выше данные свидетельству-
ют о выраженных протективных свойствах агара,
разумеется, необходимы дальнейшие исследова-
ния механизмов его действия, повышению их эф-
фективности для использования в процессах
криосохранения эксплантатов мозга эндодермов.

ВЫВОДЫ

Представленные данные доказывают, что агар
в замораживающем растворе можно рассматри-
вать как криопротектор, который защищает АМ-
ПА- и НМДА-механизмы от криоповреждений.
Мы полагаем, что наш протокол криосохранения
эксплантатов головного мозга (срезов) негибер-
нирующих теплокровных животных в заморажи-
вающем растворе с агаром будет способствовать
созданию биобанка, который станет постоянным
и надежным источником нервной ткани для кли-
нического использования в терапии нейропато-
логий.
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 Agar Freezing Solution for Long-Term Cryopreservation of Brain Slices 
from Non-Hibernating Animals 

 A.A. Mokrushin*

*Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, nab. Makarova 6, Saint-Petersburg, 199034 Russia

Our previous studies have shown that function of ionotropic glutamate receptors such as AMPA (a-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid) and NMDA (N-methyl-D-aspartate) was impaired after
long–term cryopreservation of brain slices at –10°C within 30–50 days. To elucidate the reasons for cryo-
damage to AMPA- and NMDA-dependent mechanisms, artificial cerebrospinal f luid (aCSF) solutions that
contain agar at different concentrations (33, 44, and 50%) were used for cryopreservation of the rat olfactory
cortex slices. After cryopreservation, the slices were warmed to 37°C and the amplitudes changes of AMPA
and NMDA potentials, which reflected the activities of the AMPA and NMDA mechanisms, were evaluated;
the results were compared with those obtained before cryopreservation. It was found that AMPA and NMDA
potentials changed differently depending on the concentration of agar in artificial cerebrospinal f luid. In
solutions with 33% agar, the amplitude of AMPA potentials increased by 60%, whereas, in contrast, the am-
plitude of NMDA potentials was equal to the values before cryopreservation. At agar concentration of 44%
in the solution, the AMPA and NMDA amplitudes were increased by 70% and 80%, respectively. A complete
recovery of the activities of AMPA and NMDA mechanisms was obtained after cryopreservation in a freezing
solution with an agar concentration of 50%. Under these conditions, the amplitudes of the AMPA and
NMDA potentials corresponded to those seen before cryopreservation. Thus, the results obtained indicate
that agar added to the artificial cerebrospinal f luid solution is a cryoprotectant that protects AMPA- and
NMDA-dependent mechanisms from cryoinjury. The freezing solution (artificial cerebrospinal f luid and
agar) developed by us for cryopreservation of brain explants of non–hibernating animals will be used to create
a cryobank of nervous tissue.

Keywords: rat brain slices, cryopreservation, agar, AMPA-dependent mechanisms, NMDA-dependent mecha-
nisms, freezing/warming
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СМЕЩЕНИЕ ПРООКСИДАНТНО-АНТИОКСИДАНТНОГО РАВНОВЕСИЯ 
В ОРГАНИЗМЕ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ ПРИ ПЯТИКРАТНОМ 

ПОВЫШЕНИИ КОНЦЕНТРАЦИИ ДЕЙТЕРИЯ В ПИТЬЕВОМ РАЦИОНЕ
© 2023  г.   С.В. Козин*, **, О.М. Лясота*, **, А.А. Кравцов*, **, Е.В. Чихиржина***,

В. А. Ивлев****, К. А. Попов*, ****, А.А. Дорохова*, **, #, В.В. Малышко*, *****,
А.В. Моисеев******, А.В. Дроздов*******, С.С. Джимак*, **

Известно, что изотопный состав атмосферы
Марса значительно отличается от земного – в ней
присутствует в 6 раз больше дейтерия (700–
1000 ppm), на 70% больше азота-15 и на 5% – уг-
лерода-13 и кислорода-18 [1, 2]. Прежде чем от-
правлять экспедицию на Марс с целью основания
колонии, необходимо выяснить, как отличный от

земного марсианский изотопный состав повлия-
ет на жизнедеятельность млекопитающих. Из-
вестно, что снижение содержания дейтерия в пи-
тьевом рационе может оказывать стимулирующее
влияние на функциональную активность живых
систем [3–5], тогда как значительное увеличение
концентрации дейтерия способно ингибировать
жизненно важные процессы [6–10], а в ряде слу-
чаев отмечено, что умеренные колебания кон-
центрации дейтерия (как при повышении, так и
при уменьшении его содержания в воде) способ-
ны повышать функциональную активность жи-
вых систем [11–14]. 

Сокращения: ВМИС – вода с модифицированным изотоп-
ным составом, ABTS – 2,2'-азино-бис-3-этилбензтиозо-
лин-6-сульфокислота, КД – круговой дихроизм, БСА –
бычий сывороточный альбумин, АОС – антиоксидантная
система, GSH – концентрация восстановленного глута-
тиона.
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Представлены результаты исследования влияния воды с содержанием дейтерия 750 ppm,
моделирующей изотопный состав воды в ледяных шапках на полюсах Марса, на окислительные
процессы в тканях печени и крови лабораторных животных. Установлено, что длительное
потребление утяжеленной дейтерием воды способствовало увеличению содержания дейтерия в
плазме крови до 487 ppm. В результате выявлено усиление антиоксидантного потенциала в тканях
печени и в плазме крови. Также исследовано влияние среды с содержанием дейтерия 487 ppm на
вторичную структуру бычьего сывороточного альбумина в модельном эксперименте. Обнаружено
снижение интенсивности спектров кругового дихроизма и спектров собственной триптофановой
флуоресценции, что указывает на конформационные изменения в структуре данного белка на фоне
повышения содержания дейтерия в среде инкубации. Проведенное исследование создает
предпосылки для дальнейшего изучения влияния питьевого рациона с повышенным содержанием
дейтерия (от 700 до 1000 ppm) на живые системы для понимания возможности осуществления
жизни на Марсе.

Ключевые слова: антиоксидантная активность, дейтерий, Марс, лабораторные животные, бычий
сывороточный альбумин.
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КОЗИН и др.

К настоящему времени опубликовано значи-
тельное количество работ, в которых описано как
активирующее, так и ингибирующее влияние во-
ды с пониженным относительно природного
уровня содержанием дейтерия практически на
все уровни организации живой материи (молеку-
лярный [15–18], клеточный [19, 20], тканевый
[21–25], организменный [26–31]). При этом осо-
бый интерес представляет исследование влияния
воды, в которой содержание дейтерия сопостави-
мо с таковым в ледниковых шапках Марса, на
функциональные системы неспецифической за-
щиты организма, прежде всего, на ее проокси-
дантно-антиоксидантное звено, нарушения в ко-
тором играют существенную роль в развитии
многих заболеваний [32–34]. 

Целью настоящего исследования являлось
изучение влияния воды с модифицированным
изотопным составом (750 ppm) на показатели
прооксидантно-антиоксидантной системы пече-
ни и крови лабораторных животных. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте использовали воду с модифи-
цированным изотопным составом с содержанием
дейтерия 750 ppm (ВМИС-750 ppm), которая бы-
ла получена разведением оксида дейтерия
(99,92%) («Leimacs», Россия) водой с естествен-
ным содержанием дейтерия 150 ppm. Питьевая
вода с природной концентрацией дейтерия была
получена на бидистилляторе УПВА 5 (ООО ПФ
«Ливам», Pоccия). Физиологически полноцен-
ную воду с содержанием дейтерия 750 и 150 ppm
получали путем добавления в нее минеральных
солей (общая минерализация составила от 314 до
382 мг/л). Животных содержали в виварии при
естественном освещении, свободном доступе к
пище и воде. Суточное потребление воды живот-
ными всех групп в течение эксперимента состав-
ляло в среднем от 18 до 27 мл на одну голову и не
зависело от физиологического состояния живот-
ных. Эксперимент выполнен на 14 крысах-сам-
цах линии Wistar в возрасте 1.5 месяца (массой от
240 до 270 г). Уcловия cодеpжания животныx бы-
ли cтандаpтизиpованы: темпеpатуpа 20 ± 3°C,
влажноcть 48 ± 2%, оcвещение – pежим
день/ночь (c 6.00 до 18.00 и c 18.00 до 6.00). В ка-
чеcтве подcтила иcпользовали беpезовую cтpуж-
ку. На пpотяжении вcего экcпеpимента животные
потpебляли cтандаpтный концентpиpованный
комбикоpм по ГОCТ P 50258. Экcпеpименты
пpоводили в cоответcтвии c тpебованиями
Пpиказа МЗ PФ № 267 от 19 июня 2003 года «Об
утвеpждении пpавил лабоpатоpной пpактики»,
Пpавил лабоpатоpной пpактики (GLP),
Xельcинcкой деклаpации (2000) и Диpектив
Евpопейcкого cообщеcтва 86/609EEC [35].

Животные были разделены на две группы по
семь особей в каждой: 

– в группу 1 (контрольную) были включены
интактные крысы, получавшие в рационе воду с
содержанием дейтерия, равной естественной
(150 ppm), в течение двух месяцев;

– в группу 2 («ВМИС-750 ppm») – крысы, по-
лучавшие в рационе воду с содержанием дейтерия
750 ррm в течение двух месяцев.

На 61-е сутки эксперимента крысам проводи-
ли декапитацию под общей анестезией, выполня-
емой препаратом Золетил 100 (Virbac, Франция),
после чего печень животных извлекали и поме-
щали в жидкий азот. Из полученной смешанной
крови готовили плазму путем центрифугирова-
ния при 1500 об/мин в течение 15 мин. Cупеpна-
тант получали из навески ткани печени, растер-
той в ступке, охлажденной жидким азотом и по-
мещенной в холодный фосфатный буфер c pH 7.4
(из расчета 100 мг ткани на 1 мл буфера) [36]. Го-
могенизировали ткань встряхиванием в течение
15 мин с последующим центрифугированием
10 мин при 6000 об/мин. 

Концентрацию дейтерия в плазме крови опре-
деляли в ЦКП НОРЦ «Фармация» (РУДН,
Москва) с помощью ЯМР-спектрометра Bruker
Avance NEO 700 МГц по методике, подробно опи-
санной в работе [37].

Интенсивность свободнорадикальных про-
цессов в плазме крови определяли методом хеми-
люминесцентного анализа на приборе Lum-100
по следующим показателям: светосумме – инте-
гральному показателю свечения в усл. ед., ампли-
туде быстрой вспышки в мВ и тангенсу угла на-
клона ветви графика [38]. В тканях печени лабо-
раторных животных определяли содержание
низкомолекулярного неферментативного пока-
зателя антиоксидантной системы – восстанов-
ленного глутатиона. Общую антиоксидантную
активность оценивали по светосумме свечения
хемилюминесценции в усл. ед. [39] и методом
оценки радикальной сорбции 2,2'-азино-бис-3-
этилбензтиозолин-6-сульфокислоты (ABTS) [40].
Согласно данному методу предварительно гото-
вили раствор относительно стабильного радикала
ABTS, имеющего зеленую окраску, который пе-
ред исследованием разводили до оптимального
значения оптической плотности (примерно 0.7
единиц оптической плотности). Затем в кювету с
разведенным раствором ABTS вносили суперна-
тант и регистрировали скорость снижения опти-
ческой плотности при 734 нм против холостой
пробы, содержащей реакционную смесь и буфер-
ный раствор вместо исследуемого образца. Ре-
зультаты представляли в перерасчете на мМ ас-
корбиновой кислоты, которую использовали в
качестве стандарта, для этого предварительно
строили калибровочный график с известными
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концентрациями витамина С и на его основании
проводили последующий расчет соответствую-
щей активности опытного образца. Кроме того,
определяли известный маркер окислительных
процессов – число продуктов, образующихся в
результате взаимодействия с тиобарбитуровой
кислотой [41], основным из которых является ма-
лоновый диальдегид. Данный показатель выра-
жали в единицах оптической плотности на 1 г
белка. Содержание восстановленного глутатиона
определяли с помощью реактива Эллмана (5,5'-
дитиобис-(2-нитробензойной кислоты)), данные
представляли в мкмолях на 1 г белка [42]. 

Структура бычьего сывороточного альбумина
в средах с различным содержанием дейтерия (150
и 487 ppm) была изучена с помощью спектров
собственной триптофановой флуоресценции и
спектров кругового дихроизма (КД). Для этого
был приготовлен основной раствор бычьего сы-
вороточного альбумина (БСА) на воде с природ-
ным содержанием дейтерия (150 ppm) в 0.01 М ка-
лий-фосфатном буфере при pH 7.5. Исходную во-
ду с удельным сопротивлением 18.2 МОм·см с
содержанием дейтерия 150 ppm для приготовле-
ния растворов получали на установке LaboStar
TWF 7 (Evoqua, Германия). За сутки до измере-
ний готовились два рабочих раствора БСА. Пер-
вый рабочий раствор готовили разведением ос-
новного раствора фосфатным буфером (pH 7.5,
150 ppm) до нужной концентрации белка. Второй
рабочий раствор получали добавлением D2O в ос-
новной раствор. Концентрация БСА составила
5 мкМ, ее определяли, используя коэффициент
оптического поглощения ε279 = 43824 M–1см–1,
на спектрофотометре U-2000 (Hitachi, Япония)
[43]. Флуоресцентные измерения проводили на
спектрофлуориметре F-2700 (Hitachi, Япония).
Собственную триптофановую флуоресценцию
возбуждали светом длиной волны 297 нм [44].
Спектры КД регистрировали на дихрографе Mark
V (Jobin Ivon, Франция) при комнатной темпера-
туре в кварцевых кюветах с длиной оптического
пути 0.1 см. Спектры снимали в диапазоне от
197 до 260 нм с шагом в 1 нм. На каждой длине
волны проводили усреднение сигнала КД по
1000 измерений. Для устранения влияния низко-
частотных случайных процессов спектры образца

записывали три раза с последующим усреднени-
ем. Спектры КД представлены в пересчете на мо-
лярную эллиптичность (θ), выраженную в
град·см2·дмоль–1. Процент α-спиралей в белко-
вой молекуле рассчитывали при 220 нм по эмпи-
рической формуле α(%) = (–θ220 + 3000)/3900. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Содержание дейтерия в крови лабораторных

животных, в питьевом рационе которых была
ВМИС-750 ppm, повысилось со 149.7 ± 0.5 ppm до
486.2 ± 4.6 ppm. 

На фоне продолжительного использования в
питьевом рационе ВМИС с содержанием дейте-
рия 750 ppm происходило смещение проокси-
дантно-антиоксидантного равновесия в крови и
тканях печени крыс. При этом на фоне увеличе-
ния концентрации дейтерия наблюдалось усиле-
ние антиоксидантного потенциала крови экспе-
риментальных животных, что сопровождалось
снижением показателей нарастания вспышки хе-
милюминесценции (табл. 1). Светосумма свече-
ния хемилюминесценции и тангенс угла наклона
графика, пропорциональные количеству свобод-
ных радикалов, генерируемых в модельной систе-
ме, уменьшились соответственно на 34 и 28% для
животных группы «ВМИС-750 ppm» по сравне-
нию с контрольной группой (р < 0.05). Амплитуда
быстрой вспышки также снизилась на 31% отно-
сительно контрольной группы (р < 0.05), что сви-
детельствует о более низком содержании гидро-
перекисей в крови животных в группе «ВМИС-
750 ppm».

Из табл. 2 видно, что показатели антиокси-
дантной системы ткани печени выше у живот-
ных, в рационе которых была ВМИС-750 ppm, по
сравнению с группой животных, которые потреб-
ляли воду с естественным содержанием дейтерия. 

Общая активность антиоксидантной системы
была выше в группе «ВМИС-750 ppm», что выра-
жалось статистически значимым снижением све-
тосуммы свечения хемилюминесценции на 13 % и
увеличением радикальной сорбции на 21% по
сравнению с контрольной группой. Основной
вклад в общую защиту от свободных радикалов и
перекисных соединений вносят ферментативные

Таблица 1. Показатели развития хемилюминесценции в крови

Группа Светосумма, у.е. Амплитуда быстрой
вспышки, мВ tgα

Конроль-150 ppm 462 ± 8 13.5 ± 0.1 0.145 ± 0.004

«ВМИС-750 ppm» 306 ± 7* 9.2 ± 0.6* 0.117 ± 0.007*

Примечание: Данные представлены в виде M ± m; * – p < 0.05 относительно контрольной группы.
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и неферментативные звенья антиоксидантной за-
щиты. Ряд ферментов последнего звена (глутати-
онпероксидаза, глутатионредуктаза, глутатион-
трансфераза) функционируют прежде всего в тес-
ном контакте с тиолсодержащими субстратами, в
первую очередь регулируя концентрацию восста-
новленного глутатиона, являющегося ключевым
внутриклеточным низкомолекулярным компо-
нентом антиоксидантной системы. Животные,
группы «ВМИС-750 ppm», имели достоверно бо-
лее высокое содержание восстановленного глута-
тиона в тканях печени (на 37%) по сравнению с
животными, в рационе которых была вода с есте-
ственным содержанием дейтерия 150 ppm. Веще-
ства, реагирующие с тиобарбитуровой кислотой,
являются продуктами перекисного окисления
липидов и служат маркерами окислительного
стресса. Для группы «ВМИС-750 ppm» данный
показатель окислительного стресса был несколь-
ко ниже, чем для контрольной группы, хотя и не
имел статистически значимого различия. 

Таким образом, потребление лабораторными
животными воды с повышенным содержанием
дейтерия (750 ppm) относительно природного
уровня способствовало увеличению антиокси-

дантного потенциала в тканях печени и в плазме
крови. 

Мы предполагаем, что повышение антиокси-
дантного потенциала в организме может быть
связано со структурными и функциональными
изменениями в белковых молекулах на фоне вы-
нужденного изотопного D/H-обмена во внутрен-
них жидкостях организма. Для подтверждения
данного предположения была изучена структура
модельного белка бычьего сывороточного альбу-
мина в среде с содержанием дейтерия 487 ppm,
соответствующая его содержанию в крови экспе-
риментальных животных. 

При оценке собственной триптофановой флу-
оресценции БСА установлено, что интенсив-
ность флуоресценции альбумина была на 5%
меньше в среде с повышенной концентрацией
дейтерия, чем в среде с природной концентраци-
ей тяжелого водорода (рис. 1). 

В КД-спектрах также происходит снижение
интенсивности разности поглощения лево и пра-
востороннего поляризованного света (рис. 2). 

Процент α спиральных структур в молекуле
белка определяется интенсивностью КД-спек-

Таблица 2. Показатели системы антиоксидантной защиты в тканях печени

Группа
Светосумма 

хемилюминесценции, 
усл. ед.

ABTS, мМ/мг 
белка

Восстановленный 
глутатион, мкМ/г белка

Продукты 
взаимодействия с 
тиобарбитуровой 

кислотой, е.о.п./г белка
Контроль – 

150 ppm 48.7 ± 0.9 1.22 ± 0.05 56.6 ± 3.4 8.8 ± 0.5

«ВМИС-750 
ppm» 42.4 ± 2.0* 1.48 ± 0.06* 77.5 ± 5.8* 7.6 ± 0.9

Примечание. Данные представлены в виде M ± m; * – p < 0.05 относительно контрольной группы; е.о.п. – единица
оптической плотности.

Рис. 1. Собственная триптофановая флуоресценция бычьего сывороточного альбумина в средах с различным
содержанием дейтерия: сплошная линия – 150 ppm, пунктирная линия – 487 ppm.
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тров при 208 и 220 нм. Снижение молярной эл-
липтичности при данных длинах волн является
следствием изменения вторичной структуры бел-
ков, а именно уменьшения количества α-спира-
лей. КД-спектры БСА в среде с содержанием дей-
терия 487 ppm имели более низкую молярную эл-
липтичность, по сравнению со средой с
содержанием дейтерия 150 ppm. Данный факт
указывает на снижение процента α-спиралей во
вторичной структуре БСА в среде с содержанием
дейтерия 487 ppm. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Повышение концентрации дейтерия в экстра-

целлюлярной жидкости и тканях организма про-
исходит вследствие изотопного D/H-обмена в
белках, липидах и нуклеиновых кислотах, образу-
ющих клетки. Известно, что наиболее активно
такое замещение происходит в функциональных
группах, имеющих неподеленную электронную
пару и способных образовывать водородные свя-
зи. К таким атомным группировкам относятся
гидроксильные (–ОН), карбоксильные
(‒СООН) и аминогруппы (–NH2) [45]. Энергия
дейтериевой связи на 5% выше водородной [46].
Поэтому изотопный обмен протона на дейтрон в
гидратационной воде или в функциональных
группах аминокислотных остатков, находящихся
на поверхности белковой структуры, способству-
ет укреплению межмолекулярных связей между
гидратационным слоем и макромолекулой, что в
конечном счете может привести к изменению
функциональной активности белка.

Раннее нами было установлено, что среда с со-
держанием дейтерия 50 ppm приводит к сниже-
нию скорости окисления о-дианизидина перок-
сидом водорода, катализируемое пероксидазой

хрена [47]. В литературе имеются данные о сни-
жении ферментативной активности ацетилхо-
линэстеразы в среде с высоким содержанием дей-
терия [48].

Учитывая полученные результаты флуорес-
центной и КД-спектроскопии, вероятнее всего,
можно допустить, что усиление водородных свя-
зей приводит к конформационным перестройкам
в молекуле БСА. Потеря доли альфа-спирально-
сти говорит об изменениях во вторичной структу-
ре БСА. Известно, что у БСА имеется два трипто-
фановых остатка, один из них находится на по-
верхности молекулы, а другой внутри нее.
Основными тушителями триптофановой флуо-
ресценции являются молекулы растворителя (во-
ды), а также тирозиновые остатки за счет перено-
са энергии по диполь-дипольному механизму.
Можно предположить, что снижение интенсив-
ности триптофановой флуоресценции может
быть следствием увеличения доступности раство-
рителю остатков триптофана и возрастанию ве-
роятности переноса энергии с триптофана на ти-
розиновые остатки. Таким образом, проведенные
оптические исследования указывают на модифи-
кацию структуры БСА в среде с содержанием дей-
терия 487 ppm. 

Потеря нативной структуры у белковых моле-
кул приводит к снижению их функциональных
свойств. Так, нарушение вторичной структуры
ферментов способствует снижению скорости
ферментативных реакций, в которых они участ-
вуют. С другой стороны, модификация белков на
фоне действия повреждающих факторов вызыва-
ет стрессовую реакцию, в ответ на которую запус-
кается ряд защитных механизмов. Один из таких
механизмов реализуется благодаря слаженной ра-
боте системы протеостаза [49], направленной на
поддержание нативной структуры белка [50]. При

Рис. 2. КД-спектры бычьего сывороточного альбумина в средах с различным содержанием дейтерия: сплошная линия –
150 ppm, пунктирная линия – 487 ppm.
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развитии некоторых стрессовых реакций в орга-
низме для устранения конформационных оши-
бок, увеличивается экспрессия белков теплового
шока [51, 52]. Поэтому частичная модификация
белковых компонентов клетки, вызванная повы-
шением содержания дейтерия в них, может при-
вести к развитию адаптационного потенциала за
счет активации синтеза белков теплового шока.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании проведенных исследований
можно сделать вывод о том, что у крыс при по-
треблении воды с повышенным содержанием
дейтерия (750 ppm) наблюдается одновременно
как снижение интенсивности свободнорадикаль-
ных процессов в крови и гепатоцитах, так и на-
растание антиоксидантного потенциала в тканях
печени, в том числе за счет увеличения содержа-
ния низкомолекулярных тиоловых антиоксидан-
тов. Полученные в работе данные указывают на
возрастание функциональной активности проок-
сидантно-антиоксидантного звена системы не-
специфической защиты организма на фоне пи-
тьевого рациона с пятикратным увеличением
дейтерия. 

Таким образом, повышение в питьевом рацио-
не млекопитающих содержания дейтерия до
750 ppm, т. е. уровня, аналогичного марсианским
ледникам, оказывает биологическое действие на
тканевом и молекулярном уровне, активируя ан-
тиоксидантную систему млекопитающих. Данное
исследование открывает предпосылки для даль-
нейшего изучения биологических эффектов от-
носительно высоких содержаний дейтерия, соот-
ветствующих его содержанию в ледниковых шап-
ках на полюсах Марса (от 700 до 1000 ppm), и
понимания особенностей внешней среды при его
потенциальной колонизации. 
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 A Shift of the Prooxidant-Antioxidant Balance in the Bodies of Laboratory Animals 
at Five-Fold Increased Deuterium Content in Drinking Diet
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This paper presents the results of the study of the effect of water with deuterium content of 750 ppm, used for
simulation of the isotopic composition of water in ice caps at the poles of Mars, on oxidative processes in the
liver tissue and blood of laboratory animals. It was found that prolonged consumption of deuterium-enriched
water contributed to an increase in the deuterium content in blood plasma up to 487 ppm. As a result, in-
creased antioxidant activity in the liver tissues and blood plasma was observed. In addition, the effect of a me-
dium that contains 487 ppm of deuterium on the secondary structure of bovine serum albumin was also in-
vestigated in a model experiment. A decrease in intensity of circular dichroism and intrinsic tryptophan f lu-
orescence spectra was found. This indicates that there are conformational changes in the structure of this
protein at a time when the content of deuterium increases in the incubation medium. The results of our re-
search point to the need to explore further the effect of drinking diet with the increased deuterium to (from
700 to 1000 ppm) on living systems, to explain the possibility for life on Mars.

Keywords: antioxidant activity, deuterium, Mars, laboratory animals, bovine serum albumin
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Альгинаты с различными модифицирующими добавками (прежде всего хитозаном) и разными
способами физической обработки используют для создания инновационных прототипов раневого
покрытия. Целью настоящего исследования было создание и исследование свойств прототипа
альгинатно-тканевого раневого покрытия, содержащего наночастицы серебра с десятикратной
циклической заморозкой, с оценкой его влияния на течение гнойного раневого процесса у крыс.
Проведенное исследование показало, что разработанная технология десятикратной циклической
заморозки позволяет достоверно увеличить количество наночастиц серебра в составе альгинатно-
тканевого раневого покрытия, прежде всего за счет наночастиц диаметром не более 15 нм, которые
характеризуются наибольшей антибактериальной активностью. Применение разработанного
раневого покрытия с наночастицами серебра уменьшает метаболические нарушения в работе
системы неспецифической защиты на местном уровне, что характеризуется на третьи и пятые сутки
раневого процесса менее выраженными показателями свободнорадикального окисления, меньшей
напряженностью в сопряженной работе ферментов локальной антиокислительной защиты
(каталазы и супероксиддисмутазы) по сравнению с применением препарата c наночастицами
серебра, но не содержащего альгината, или использованием метода ежедневных санаций раны, не
включающих применения ни альгината, ни наночастиц.

Ключевые слова: наночастицы серебра, альгинаты, электронная микроскопия, хемилюминесценция,
каталаза, супероксиддисмутаза.

DOI: 10.31857/S0006302923020175, EDN: CCUJRN

Известно, что в настоящее время альгинатные
раневые покрытия достаточно часто применяют-
ся на практике и активно исследуются в различ-
ных областях ветеринарии и экспериментальной
медицины. Так, альгинаты с различными моди-
фицирующими добавками (прежде всего хитоза-
ном) и разными способами физической обработ-
ки используют для создания инновационных
прототипов раневого покрытия. Подобная моди-
фикация позволяет добиться увеличения способ-

ности к набуханию, снижает эрозию покрытия, а
также обеспечивает гладкую текстуру поверхно-
сти и оптимальную скорость высвобождения им-
мобилизованного на нем лекарственного сред-
ства [1]. Гидрогели на основе альгината и хитоза-
на с факторами роста обладают большим
потенциалом в качестве многофункциональных
гидрогелевых повязок для полнослойной регене-
рации кожи, которые характеризуются ярко вы-
раженными кровоостанавливающими и антибак-
териальными свойствами, проявляя при этом
устойчивую цитосовместимость [2]. Также воз-
можно изменение свойств альгинатных покры-
тий за счет целлюлозы, поливинилового спирта и

Сокращения: AgNPs – наночастицы серебра, СОД – су-
пероксиддисмутаза, ПВХЛ – площадь вспышки хемилю-
минесценции, АОА – антиокислительная емкость. 
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хлорида кальция с образованием стабильного ми-
нерализованного гидрогеля. Характерно, что его
структура обладает низкой цитотоксичностью,
что очень перспективно для заживления ран, осо-
бенно у лиц с иммунной гиперреактивностью
кожных покровов [3].

Еще одним из направлений создания альги-
натных раневых покрытий является применение
различных полимерных волокон. К ним относят-
ся, например, волокна из альгината натрия и ε-
полилизина, полученные путем непрерывного
вытягивания электростатическим способом со-
бранных композитов, что позволяет добиться хо-
рошей антибактериальной активности, низкой
цитотоксичности и биоадгезии [4]. 

Другим вариантом модификаций альгинатных
повязок является применение композитного кар-
каса из фиброина шелка и альгината натрия в ка-
честве нижнего регенеративного слоя и пленки.
Подобная структура позволяет получить более
быструю эпителизацию ран, существенно снижая
местный воспалительный процесс и увеличивая
синтез белка во внеклеточном матриксе в процес-
се регенерации тканей [5]. Также продемонстри-
рована потенциальная возможность использова-
ния гидрогеля на основе альгинатно-хрящевого
внеклеточного матрикса и фиброина шелка для
регенерации хрящевой ткани [6]. Внесение в аль-
гинатную гелевую композицию фиброина сов-
местно с желатином позволяет значительно по-
высить биосовместимость получаемого материа-
ла [7]. 

Перспективным направлением модификации
альгинатных композиций является применение
наночастиц серебра (AgNPs). Согласно литера-
турным данным, модификация альгинатной ос-
новы наночастицами серебра позволяет повы-
сить их биосовместимость и антибактериальную
активность, в том числе в отношении M. tubercu-
losis, S. aureus и P. aeruginosa [8-11], причем ис-
пользование альгинатного матрикса позволяет
пролонгировать и оптимизировать высвобожде-
ние наночастиц из подобного раневого по-
крытия. 

В наших исследованиях ранее была проведена
серия экспериментов, направленных на изучение
сорбции AgNPs на поверхности шовных материа-
лов различного химического состава [12–14], а
также изменения их антибактериальных свойств
при дополнительном температурном воздействии
[15]. В результате этого было доказано, что кави-
тационно-диффузионное фотохимическое вос-
становление ионов серебра с последующей цик-
лической заморозкой полученных AgNPs суще-
ственно повышает количество наночастиц на
поверхности шовного материала, особенно на
кетгутовых и шелковых нитях. При этом исполь-
зуемая десятикратная заморозка/разморозка поз-

воляла увеличить прежде всего количество нано-
частиц серебра диаметром от 1 до 15 нм, которые
обладают наибольшей удельной поверхностью и,
как следствие, наиболее выраженной антибакте-
риальной активностью. Так, бактерицидные
свойства модифицированных шовных материа-
лов были подтверждены в отношении Escherichia
coli (E. coli 25922) методом Кирби–Бауэра. Была
обнаружена достоверно большая антибактери-
альная активность шелковых волокон, которые
превосходили по данному показателю аналогич-
но обработанные волокна кетгута и перлона [15]. 

С учетом вышеизложенного целью настояще-
го исследования было создание и исследование
свойств прототипа альгинатно-тканевого ранево-
го покрытия, содержащего AgNPs, с оценкой его
влияния на течение гнойного раневого процесса у
крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение наночастиц серебра осуществляли
в соответствии с разработанной ранее методикой,
включающей одновременное воздействие на
компоненты реакционной системы, содержащей
ионы серебра и поливинилпирролидон, как уль-
трафиолетового излучения с длиной волны 280–
400 нм, так и ультразвука с частотой излучения
1.7 МГц с равномерным бесконтактным диффу-
зионным перемешиванием ее компонентов [16,
17]. Получение альгинатно-тканевого раневого
покрытия было основано на инкубации шовного
материала из шелка в гелевой композиции с на-
ночастицами серебра в присутствии поливинил-
пирролидона и дальнейшей десятикратной цик-
лической заморозке, каждый цикл которой за-
ключается в последовательном чередовании
температуры −37.0°С в течение 24 ч и температу-
ры 0.0°С в течение такого же по длительности пе-
риода времени [18]. 

Оценку активности сорбции/десорбции
AgNPs проводили на основе анализа электрон-
ных микрофотографий, выполненных на растро-
вом электронном микроскопе JEOL-7500F
(JEOL, Япония) с полевым эмиссионным като-
дом при ускоряющем напряжении 10 кВ, в режи-
ме детектирования отраженных электронов с уве-
личением до 30000 при температуре 25°С (Центр
коллективного пользования диагностики струк-
тур и свойств наноматериалов Кубанского госу-
дарственного университета, г. Краснодар) [19,
20]. Оценивали количество AgNPs в размерных
диапазонах от 1 до 5 нм, от 6 до 10 нм, от 11 до
15 нм, от 16 до 25 нм и свыше 25 нм. Диаметры
окружностей, эквивалентных частицам, сравни-
вали с длиной маркера на фотографии. Погреш-
ность измерения составила ±0.15 нм.
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Моделирование раневого процесса у крыс
массой от 150 до 170 г (n = 16, группа I) выполняли
на основании разработанного ранее способа хи-
рургического моделирования окислительного
стресса у лабораторных животных [21]. Создание
модели включало обработку операционного поля
спиртовым антисептическим раствором, после
чего под комбинированной анестезией, предпо-
лагающей местное применение 2.0 мл 0.5%-го
раствора новокаина и кетопрофена в дозе
2.5 мг/кг подкожно [22], формировали абсцесс
мягких тканей. Для этого производили разрез ко-
жи, рассечение подкожной клетчатки, поверх-
ностной и пояснично-спинной фасции, соб-
ственной фасции мышцы выпрямителя спины. В
рану вводили марлевый шарик, пропитанный су-
точной культурой патогенного штамма бактерий
(S. aureus) с концентрацией 103/мл. Затем рану за-
крывали путем сшивания краев кожи кисетным
швом. Через 120 ч с момента проведения имплан-
тации инфицированного инородного тела фор-
мировали гнойную рану. Для этого снимали кож-
ные швы, удаляли инородное тело и выполняли
санацию полости абсцесса с последующим лече-
нием этих животных с помощью альгинатно-тка-
невого покрытия [21]. Формирование ран у крыс
в группе сравнения (n = 16, группа II) проводили
по аналогичной методике с последующим лече-
нием содержащим коллоидное серебро препара-
том «Аргогель» (Россия), которым пропитывали
марлевую салфетку. Группу контроля (группа III)
составили 16 крыс с моделированными гнойны-
ми ранами, получавшие перевязки с мазью «Ле-
вомеколь» (Россия), которая не содержала ионы
или наночастицы серебра. 

Далее на первые, третьи, пятые и седьмые сут-
ки проводили динамическое наблюдение измене-
ний биохимических показателей в раневом отде-
ляемом, в том числе определяли показатели
функционирования ферментного и низкомоле-
кулярного звена антиоксидантной системы не-
специфической защиты: активность каталазы и
супероксиддисмутазы (СОД), суммарную анти-
окислительную емкость раневого отделяемого,
содержание восстановленных тиоловых групп
(SH-групп), а также прооксидантные факторы по
интенсивности свободнорадикального окисле-
ния с измерением площади вспышки хемилюми-
несценции (ПВХЛ). Определение суммарной
антиокислительной емкости (АОА) раневого от-
деляемого выполняли на анализаторе антиокси-
дантной активности «ЦветЯуза-ААА-01» (ОАО
НПО «Химавтоматика», Россия) амперометриче-
ским способом, основанным на измерении элек-
трического тока, возникающего при окислении
исследуемого субстрата при определенном на-
пряжении (1.3 В) на поверхности рабочего серо-
углеродного электрода и последующем сравне-
нии [23] полученного сигнала, регистрируемого в

наноамперах в секунду (нАÆс), с принятым стан-
дартом (раствором аскорбиновой кислоты в рам-
ках ГЗ № 121022600268-0). Содержание SH-групп
оценивали по их взаимодействию с 5,5'-дитио-
бис-(2-нитробензойной) кислотой, образующей
при наличии восстановленных тиолов тио-2-нит-
робензойную кислоту, которая имеет максимум
поглощения при длине волны 412 нм [24]. Полу-
ченные результаты выражали в единицах оптиче-
ской плотности.

Исследование активности каталазы выполня-
ли на основании методики [25], базирующейся на
определении скорости утилизации перекиси во-
дорода в реакционной смеси, в которую вносится
биологический материал, содержащий фермент
[26]. Расчет активности каталазы в единицах ак-
тивности проводили по разнице экстинкций в
опыте и контроле согласно закону Бугера–Лам-
берта–Бэра с учетом молярного коэффициента
светопоглощения перекиси водорода при длине
волны 260 нм (ε =22 М–1Æсм–1). Для определения
активности СОД использовали методику, осно-
ванную на способности этого фермента ингиби-
ровать автоокисление кверцетина [27]. Окисле-
ние 1.4 мкМ кверцетина проводили при комнат-
ной температуре в фосфатном буфере (рН 8.0) с
диметилсульфоксидом, после добавления тетра-
метилэтилендиамина до конечной концентрации
0.8 мМ в конечном объеме реакционной смеси,
равном 2.0 мл. Полученные результаты выражали
в единицах активности. 

Определение интенсивности свободноради-
кального окисления раневого отделяемого
проводили, анализируя площадь вспышки хеми-
люминесценции [28]. Исследование выполняли,
регистрируя люминол-зависимую H2O2-индуци-
рованную хемилюминесценцию на люминоте-
стере LT-01 (НПО «Люмин», Россия) с помощью
разработанного аппаратно-программного ком-
плекса [29–31]. Полученные результаты сравни-
вали с показателями площади вспышки стандарт-
ного раствора люминола и выражали в процентах
[32].

Обработку полученных экспериментальных
данных проводили с помощью методов вариаци-
онной статистики. Оценку достоверности най-
денных отличий между показателями AgNPs и
биохимических показателей раневого экссудата
проводили с помощью непараметрического
U-критерия Манна–Уитни. Достоверными пола-
гали различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На поверхности шелковых нитей в составе

альгинатно-тканевого покрытия после цикличе-
ской заморозки по сравнению с аналогичными
показателями на шелке до десятикратного воз-
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действия температуры −37.0°С наблюдалось зна-
чительное увеличение количества наночастиц се-
ребра диаметром от 1 до 5 нм: их оказалось в
174.0 раза выше, чем без температурной обработ-

ки (p < 0.004, рис. 1 и 2). Также достоверно более
высокие значения количества AgNPs (в 23.2 раза
выше, p < 0.05) были обнаружены после разрабо-
танной процедуры заморозки/разморозки в срав-

Рис. 1. Электронная микрофотография наночастиц серебра на поверхности волокон шелка в режиме детектирования
отраженных электронов до выполнения циклической заморозки. 

Рис. 2. Электронная микрофотография наночастиц серебра на поверхности волокон шелка в составе альгинатно-
тканевого покрытия в режиме детектирования отраженных электронов после выполнения десятикратной циклической
заморозки. 
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нении с показателями до температурной обработ-
ки шелка для частиц диаметром от 6 до 10 нм. При
этом после циклического воздействия температу-
ры −37.0°С на шелковых волокнах с AgNPs в со-
ставе альгинатно-тканевого покрытия происхо-
дило снижение на 81.4% количества наночастиц
диаметром от 11 до 15 нм (p < 0.03) и на 96.9%
AgNPs размером от 16 до 25 нм (p < 0.004). Следу-
ет отметить, что количество наночастиц более
25 нм на волокнах шелка после циклического
воздействия минусовой температуры достовер-
ного не изменялось. 

Описанные изменения, сопровождающиеся
многократным увеличением количества наноча-
стиц диаметром не более 15 нм на поверхности
шелка в составе альгинатно-тканевого покрытия
могут свидетельствовать о дополнительном фор-
мировании AgNPs на поверхности исследуемого
материала при циклической заморозке. В целом
такая картина может быть связана с взаимодей-
ствием Ag+ с функциональными группами в со-
ставе данного волокна. Преимуществом шелко-
вых нитей среди других шовных материалов явля-
ется наличие в их составе органического
компонента, присутствие которого необходимо
для ускорения восстановительных процессов при
замораживании, а также высокое сродство нано-
частиц серебра к входящему в состав шелка сери-
цину, способному удерживать AgNPs и эффек-
тивно высвобождать их непосредственно в ране,
что сочетается с его превосходной цитосовмести-
мостью с клетками млекопитающих [33]. Взаимо-

действие ионов серебра и серицина может проис-
ходить, например, за счет гидроксильной группы
тирозина [34], что характеризуется специфиче-
ским сигналом на ИК-Фурье-спектрах при
1640 см−1 [35], а также путем ван-дер-ваальсового
взаимодействия со стабилизацией структуры
комплекса «AgNP–белок» за счет гидрофобных
участков [36]. Образование комплекса «AgNP–
белок» также обеспечивает дополнительную пе-
редачу энергии между аминокислотами (тирози-
ном, триптофаном, фенилаланином) и AgNPs,
что может играть дополнительную роль в регене-
рации ионов серебра в процессе циклической за-
морозки волокон с ранее адсорбированными на-
ночастицами (рис. 2).

Данные об изменении количества и диаметров
AgNPs, полученные в этом исследовании, под-
тверждаются результатами другой работы, где бы-
ло показано, что в гидротермальных условиях (в
процессе заморозки/разморозки) может проис-
ходить межмолекулярное взаимодействие AgNPs
за счет реакции восстановления ионов Ag+ [37,
38]. Такая реакция происходит как следствие вы-
деления Ag+ из AgNPs в геле за счет ускорения
процесса окисления наночастиц стимулируемого
циклами замораживания и оттаивания. Подоб-
ный процесс может характеризоваться динамиче-
ским преобразованием в системе «AgNPs–Ag+–
волокно», в ходе которого на фоне восстанови-
тельной регенерации может происходить моди-

Таблица 1. Показатели прооксидантно-антиоксидантной системы в раневом отделяемом у крыс в различные
сроки лечения 

Показатель Первые сутки Третьи сутки Пятые сутки Седьмые сутки
Группа I

Каталаза, ед. акт. Æ10–2 7.5 ± 1.3 8.9 ± 1.1* 8.5 ± 1.6* # -

СОД, ед. акт. Æ10–2 7.9 ± 1.0 9.1 ± 1.2* # 6.0 ± 0.8* # -
АОА, нАÆс 0.26 ± 0.04 0.59 ± 0.05* # 0.74 ± 0.03* # -
ПВХЛ, % 8.5 ± 1.0 23.6 ± 1.3* # 15.9 ± 1.2* # -
SH-группы, ед. опт. пл. 0.20 ± 0.02 0.27 ± 0.01 0.42 ± 0.02* # -

Группа II
Каталаза, ед. акт. Æ10–2 7.2 ± 1.1 12.0 ± 0.8 11.5 ± 1.4* 9.9 ± 1.0*

СОД, ед. акт. Æ10–2 7.4 ± 1.6 12.3 ± 1.0* 15.7 ± 1.2 10.4 ± 1.1*
АОА, нАÆс 0.24 ± 0.02 0.34 ± 0.01* 0.35 ± 0.03 0.20 ± 0.01*
ПВХЛ, % 8.7 ± 0.9 32.1 ± 1.2* 22.3 ± 1.4* 10.2 ± 1.6
SH-группы, ед. опт. пл. 0.16 ± 0.01 0.28 ± 0.03 0.21 ± 0.03* 0.16 ± 0.02*

Группа III
Каталаза, ед. акт. Æ10–2 7.3 ± 0.9 13.2 ± 0.9 15.1 ± 1.7 8.5 ± 0.8

СОД, ед. акт. Æ10–2 8,1 ± 1.1 14.9 ± 1.0 15.6 ± 1.4 7.8 ± 1.1
АОА, нАÆс 0.24 ± 0.01 0.41 ± 0.03 0.38 ± 0.02 0.14 ± 0.02
ПВХЛ, % 8.3 ± 1.2 46.2 ± 1.5 39.3 ± 1.1 9.6 ± 1.2
SH-группы, ед. опт. пл. 0.19 ± 0.01 0.24 ± 0.01 0.29 ± 0.02 0.09 ± 0.01
Примечание. # – p < 0.05 в сравнении с группой II, * – p < 0.05 в сравнении с группой III.
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фикация отдельных групп наночастиц с разной
интенсивностью в зависимости от их диаметра. 

Использование стабильного изотопа серебра
(107Ag) позволило отследить окислительно-вос-
становительную реакцию с участием AgNPs [39],
что продемонстрировало ускорение данного про-
цесса при чередовании замораживания и оттаива-
ния по сравнению со скоростью аналогичной ре-
акции этих же наночастиц при инкубации их при
различной плюсовой температуре (4°С и 25°С).

Следует отметить, что в первые сутки после
моделирования раневого процесса достоверные
отличия в биохимических показателях, характе-
ризующих состояние прооксидантно-антиокси-
дантной системы на местном уровне у крыс, во
всех трех группах выявлены не были (p > 0.05). В
дальнейшем согласно полученным данным, ак-
тивность СОД в группе I оказалась достоверно
ниже, чем в группах II и III на третьи сутки экспе-
римента (табл. 1). При этом в группе II данный
показатель оказался всего на 17.4% меньше, чем в
группе III, тогда как в группе I активность СОД
была на 38.9% ниже, чем в группе III (p < 0.05). В
то же время на пятые сутки активность СОД в
группах II и III была практически сопоставима
(p > 0.05), а в группе I она по-прежнему остава-
лась меньше в 2.6 раза (p < 0.05), чем в группах II
и III. На седьмые сутки исследования у всех жи-
вотных из экспериментальной группы раны пол-
ностью перешли из фазы экссудации в фазу гра-
нуляций, что исключало возможность взятия ра-
невого отделяемого на анализ. При этом
активность СОД в группе II характеризовалась
даже более высокими (на 33.4%) значениями, чем
в группе III (табл. 1).

Активность каталазы уже на третьи сутки ис-
следования была практически сопоставима в
группах II и III (p > 0.05), тогда как в группе I зна-
чения этого фермента оказались достоверно
меньше как на третьи, так и на пятые сутки иссле-
дования (на 32.6 и 43.7% соответственно,
p < 0.05), чем в группе III. Активность данного
энзима была также снижена в эксперименталь-
ной группе по сравнению с группой II: на 25.8%
на третьи сутки и на 26.1% – на пятые сутки.

Динамика антиоксидантной активности ране-
вого отделяемого характеризовалась на третьи и
пятые сутки достоверно большими значениями в
группе, животных которой лечили с помощью
альгинатно-тканевого покрытия, содержащего
AgNPs, по сравнению с обеими другими исследу-
емыми группами (p < 0.05). При этом АОА экспе-
риментальной группы на третьи сутки была на
43.9% выше, чем в группе III (p < 0.05), и практи-
чески в два раза больше на пятые сутки при срав-
нении с той же группой (p < 0.05, табл. 1). В то же
время показатель ПВХЛ на третьи сутки в группе

I оказался на 48.9% меньше, чем в группе III
(p < 0.05), и на 26.5% ниже, чем в группе II
(p < 0.05). При этом на пятые сутки аналогичные
различия в интенсивности свободнорадикально-
го окисления составили уже 59.5% и 28.7% соот-
ветственно (p < 0.05). Наиболее высокие показа-
тели ПВХЛ в группе III на третьи и пятые сутки
эксперимента могут быть связаны с бактерицид-
ным воздействием мази, что проявляется путем
локального усиления генерации свободных ради-
калов и реактивных молекул [40, 41], в том числе
продуктов неполного одно- и двухэлектронного
восстановления кислорода в организме – су-
пероксидного анион-радикала (OO–) и перокси-
да водорода (H2O2). 

Концентрация SH-групп характеризовалась
динамикой, схожей c АОА, и в целом свидетель-
ствовала о меньшей интенсивности процессов
отмирания и последующего лизиса клеток ране-
вой поверхности при использовании разработан-
ного раневого покрытия [42]. При этом на первые
и третьи сутки исследования содержание восста-
новленных тиолов существенно не отличалось от
показателей групп II и III (p > 0.05), тогда как на
пятые сутки оно было выше в экспериментальной
группе на 44.8% относительно группы III
(p < 0.05). При этом в группе II аналогичный по-
казатель был снижен на 27.6% по отношению к
данным в группе III (p < 0.05), что отражает боль-
ший дефицит тиоловых соединений в экссудате у
этих лабораторных животных. Последнее, воз-
можно, обусловлено проявлением некоторой ло-
кальной цитотоксичности AgNPs в период выра-
женного воспалительного процесса в ране. 

Подтверждением этого является и наблюдав-
шееся уже на седьмые сутки у крыс в группе I бо-
лее быстрое завершение фазы экссудации, в от-
личие от животных получавших лечение без аль-
гинатно-тканевого покрытия, включающего
AgNPs, что сопровождалось в этих группах (II и
III) более медленным уменьшением проявлений
воспалительного процесса в ране. Вместе с тем
известно, что наночастицы серебра, помимо вы-
сокой антибактериальной, противовирусной и
противогрибковой активности [43], оказывают
значительное влияние и на метаболические про-
цессы в организме животных, а также обладают
иммуномодулирующим эффектом, в том числе
повышают количество иммуноглобулинов и уве-
личивают процентное содержание лимфоцитов.
Кроме того, следует отметить, что, благодаря от-
сутствию устойчивости к препаратам серебра у
большинства патогенных микроорганизмов и
низкой их токсичности, использование AgNPs
представляется достаточно перспективным в ве-
теринарии и медицине [44].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование показало, что раз-
работанная технология десятикратной цикличе-
ской заморозки позволяет достоверно увеличить
количество AgNPs в составе альгинатно-тканево-
го раневого покрытия, прежде всего за счет нано-
частиц диаметром не более 15 нм, которые харак-
теризуются наибольшей антибактериальной ак-
тивностью. Описанный подход позволяет
существенно повысить антимикробный потенци-
ал такой повязки, без увеличения суммарного со-
держания ионов серебра в ее структуре, что по-
тенциально уменьшает возможность возникнове-
ния цитотоксического эффекта в процессе
лечебных мероприятий.

Кроме того, применение разработанного ране-
вого покрытия с AgNPs уменьшает метаболиче-
ские нарушения в работе системы неспецифиче-
ской защиты на местном уровне, что характери-
зуется на третьи и пятые сутки раневого процесса
менее выраженными показателями свободнора-
дикального окисления, меньшей напряженно-
стью в сопряженной работе ферментов локаль-
ной антиокислительной защиты (каталазы и
СОД) по сравнению с применением препарата c
AgNPs, но не содержащего альгината, или ис-
пользованием метода ежедневных санаций раны,
не включающих ни альгината, ни и AgNPs. Также
при использовании разработанной повязки дина-
мика изученных биохимических показателей от-
ражает большую регенерацию низкомолекуляр-
ного звена антиоксидантной системы на местном
уровне, в значительной мере за счет пула восста-
новленных тиоловых соединений, что свидетель-
ствует о более благоприятном течении раневого
процесса и выраженной биосовместимости аль-
гинатно-тканевого раневого покрытия. Подтвер-
ждением этого является и наблюдавшееся после
пяти суток у крыс в группе I более быстрое завер-
шение фазы экссудации, в отличие от животных
получавших лечение без альгинатно-тканевого
покрытия, включающего AgNPs, что сопровож-
далось в данных группах (II и III) более медлен-
ным уменьшением проявлений воспалительного
процесса в ране и сохраняющейся экссудацией
даже на седьмые сутки эксперимента.
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 Influence of Alginate-Fabric Coating with Silver Nanoparticles on the Course of Wound 
Process in Laboratory Animals

 V.V. Malyshko*, **, L.V. Fedulova***, M.E. Sokolov****, A.V. Moiseev*****, A.A. Basov*, ****, 
A.A. Dorohova**, ****, D.I. Shashkov****, and S.S. Dzhimak**, ****

*Kuban State Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation,
ul. Mitrofana Sedina 4, Krasnodar, 350063 Russia

**Federal Research Center "Southern Scientific Center of the Russian Academy of Sciences”,
prosp. Chekhova 41, Rostov-on-Don, 344006 Russia

***V.M. Gorbatov Federal Scientific Center for Food Systems, Russian Academy of Sciences,
ul. Talalikhina 26, Moscow, 109316 Russia

****Kuban State University, Stavropolskaya ul. 149, Krasnodar, 350040 Russia
*****Kuban State Agrarian University, ul. Kalinina 13, Krasnodar, 350004 Russia

Alginates with various modifying additives (for example, chitosan) and various methods of physical treatment
are used in the design of prototypes of innovative wound dressing. The aim of this study was to create and ex-
plore the properties of a prototype of textile-based sodium alginate wound dressing containing silver
nanoparticles subjected to10 freeze cycles, and to evaluate its efficacy on the course of the purulent wound
process in rats. The study showed that the developed technology of 10-fold cyclic freezing makes it possible
to significantly increase the amount of silver nanoparticles in the composition of textile-based sodium algi-
nate wound dressing, primarily due to silver nanoparticles that have a diameter not larger than 15 nm, and are
characterized by the highest antibacterial activity. The use of the developed wound dressing with silver
nanoparticles reduces metabolic disturbances when the nonspecific defense system response occurs in the
wound tissue; on the 3rd and 5th day after wounding less pronounced changes in free radical oxidation indices
were found, the levels of antioxidant defence enzymes (catalase and superoxide dismutase) in wound tissue
were lower than those observed after the use of wound dressing with silver nanoparticles, but not containing
alginate, or after wound debridement without alginate or nanoparticles  done every day.

Keywords: silver nanoparticles, alginates, electron microscopy, chemiluminescence, catalase, superoxide dis-
mutase
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Тераностика – область медицины, занимающаяся разработкой средств, которые являются одновре-
менно и терапевтическими агентами, и инструментами ранней диагностики заболеваний. Данный
эффект обусловлен, в первую очередь, адресной доставкой агента в клетки-мишени. Разработка
клинически эффективного тераностического препарата станет крупнейшем прорывом в медицине.
В настоящем аналитическом мини-обзоре описаны современные подходы к решению задач терано-
стики онкологических заболеваний. Описываются последние исследования по применению радио-
фармпрепаратов и систем, которые обуславливают МРТ-визуализацию раковых опухолей, являясь
одновременно и терапевтическим агентом; приводятся сведения об использовании различных си-
стем с применением флуоресцирующих агентов, в частности – антистоксовых флуорофоров, сиг-
нал от которых хорошо различим на фоне свечения тканей, окружающих раковые клетки, по срав-
нению с другими флуоресцирующими веществами. Также приводятся сведения о сравнительном
применении классических химиотерапевтических агентов и перспективных препаратов на основе
природных веществ, обладающих меньшей токсичностью, например, сульфорафана и цитохрома c.

Ключевые слова: онкология, тераностика, диагностика, терапия, антистоксовые флуорофоры, радио-
онкология, окислительный стресс. 
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Классическим направлением тераностики он-
кологических заболеваний является применение
радиоактивных изотопов, многие из которых
тропны к определенным тканям. Это направле-
ние появилось одним из первых, и в настоящее
время работы в данной области активно продол-
жаются. Так, авторы работы [1] сообщают об
успешном применении в исследовании на людях
методики, в сравнении с другими методами
эффективно выявляющей метастазы рака проста-
ты, – позитронно-эмиссионной томографии с
использованием в качестве радиофармпрепарата
68Ga (претерпевает β+-распад), связанного с ли-
гандом к мембранной форме простатспецифиче-
ского антигена. Во множестве сходных работ ис-
пользуется 177Lu, претерпевающий β−-распад;
русскоязычный обзор [2] дает исчерпывающую
информацию по данному поводу.

В настоящее время ведется разработка средств
против нейробластомы, альтернативных дину-

туксимабу – моноклональному антителу к гли-
косфинголипиду GD2 – применение которого
вызывает сильные побочные эффекты. Многие
коллективы обратили внимание на метайодобен-
зилгуанидин (содержащий 131I) для лечения и ди-
агностики нейробластомы; сведения по этому во-
просу обобщены в обзоре [3].

Однако применение радиоактивных источни-
ков сопряжено с рядом опасностей. Помимо того,
что ионизирующее излучение само по себе явля-
ется онкогенным фактором, следует обратить
внимание на то, что в некоторых случаях оно мо-
жет привести к развитию большей устойчивости
раковых клеток за счет изменения функций белка
p53 [4].

Главным поражающим фактором при дей-
ствии ионизирующего излучения является разви-
тие каскада свободнорадикальных реакций. Та-
ким образом, индукция данного процесса в рако-
вой клетке способна привести к ее гибели и без
действия данного фактора. Авторы работы [5]
приводят исчерпывающую информацию о раз-Сокращение: МРТ – магнитно-резонансная томография.

УДК 616-006
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личных подходах к использованию свободнора-
дикальных процессов в тераностике онкологии.
Одна группа подходов подразумевает индукцию
образования активных (а значит – короткоживу-
щих) радикалов в раковых клетках посредством
доставки в них определенных агентов и действия
фактора-индуктора. Сюда можно отнести фото-
динамическую, хемодинамическую, сонодина-
мическую и газовую (для запуска NO-обуслов-
ленного стресса) терапию, а также лечение гипо-
ксического рака. Последнее предполагается за
счет индукции радикалами Cl• хлорного стресса
за счет облучения раковых клеток, предваритель-
но обогащенных AgCl, светом, приводящим к го-
молитическому распаду данного соединения.
Другая группа подходов предполагает использо-
вание стабилизированных радикалов, примене-
ние которых возможно в фототермической тера-
пии, а также – для магнитно-резонансной и
фотоакустической визуализации. Интерес вызы-
вают работы [6, 7], посвященные противораково-
му действию сульфорафана, вызывающего ин-
дукцию образования активных форм кислорода в
раковых клетках (при этом имеются данные о его
возможном антиоксидантном действии на сома-
тические клетки). Данный интерес обусловлен
природным растительным происхождением дан-
ного вещества.

Уже далеко не первый год сразу несколькими
научными группами ведется исследование при-
менения комбинированных препаратов, осно-
ванных на одновременном цитотоксическом дей-
ствии. Например, авторы работы [8] показали
большую эффективность совместного действия
сульфорафана и фотодинамической терапии в
сравнении с их применением по отдельности
против раковых клеток головы и шеи человека.

Авторы работы [9] сообщают о разработке но-
вой супрамолекулярной структуры для индукции
окислительного стресса в раковых клетках, пред-
ставляющей собой золотые наночастицы на под-
ложке из черного фосфора, с которой связаны ок-
сид марганца (MnO2) и фосфолипид, выделен-
ный из сои. MnO2 обеспечивает истощение
антиоксидантной системы раковой клетки и ин-
дукцию окислительного стресса. При действии
ультразвука на данную структуру происходит ак-
тивное образование Mn2+, являющегося хоро-
шим T1-агентом для улучшения визуализации
опухоли при магнитно-резонансной томографии
(МРТ). Состав системы в целом,также обеспечи-
вает хорошее обнаружение ее при помощи МРТ.
Система была апробирована на культуре клеток и
мышах.

Если вернуться к средствам против нейробла-
стомы, то новые разработки в этой области не
сводятся только к использованию радиофарм-
препаратов. Так, авторы работы [10] испытали на

мышах «многофункциональную наномедицин-
скую» систему, основанную на доставке в клетки
нейробластомы доксорубицина (классического
химиотерапевтического препарата) и малых ин-
терферирующих РНК, специфичных к тран-
скрипту проонкогена MYCN. Адресность достав-
ки обеспечивалась аптамером к GD2. В качестве
достоинств своего метода авторы работы [10] на-
звали низкую токсичность и иммуногенность си-
стемы, а также более низкую, в сравнении с мо-
ноклональными антителами, стоимость средства
доставки. Авторы работы [11] на культуре клеток
нейробластомы продемонстрировали возможно-
сти аптамерных рецептору эпидермального фак-
тора роста РНК для доставки агентов в экспрес-
сирующие его раковые клетки. Далее планирует-
ся исследование на лабораторных животных.

В работе [12] сообщается об успешном приме-
нении в клинической практике системы для визу-
ализации глиомы; доставка агента – за счет анти-
тела к рецептору эпидермального фактора роста;
флуоресцирующим агентом выступил Panitu-
mumab-IRDye800 – конъюгат белка с эфиром
IRDye800CW-N-гидроксисукцинимида. Данный
агент оказался гораздо более чувствителен по
сравнению с 5-аминолевулиновой кислотой,
официально одобренной ранее для применения в
клинической практике [13]. С помощью препара-
та удалось визуализировать клетки глиомы,
оставшиеся в организме после проведения хирур-
гической операции по удалению опухоли.

Использование цитотоксических агентов хи-
мической природы – бурно развивающееся на-
правление тераностики. Поскольку, в отличие от
радионуклидов, данные химические токсины не-
возможно отслеживать по испускаемому ими из-
лучению, то средство доставки необходимо также
снабжать отдельными диагностическими агента-
ми. В абсолютном большинстве работ – это флу-
орофоры, общие сведения о которых приведены в
обзоре [14] и среди которых можно выделить: 

– квантовые точки, обладающие выраженным
побочным эффектом, а потому их перспектив-
ность для медицины сомнительна (отметим, что
при этом имеются в последнее время данные об
исследованиях CdSe в целях тераностики интра-
краниальной глиобластомы [15]); 

– золотые наночастицы (2–100 атомов), с ко-
торыми возможно связать множество агентов, но
которые обладают слишком широким пиком
эмиссии и, возможно, токсическим эффектом; 

– кластеры атомов углерода различной струк-
туры, от аморфной и графеноподобной до нано-
алмазов, не имеющие токсического эффекта, а
потому потенциально вполне применимые в
условиях организма; 

– полупроводниковые частицы пористого
кремния, хорошо подходящие для доставки и pH-
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зависимого высвобождения цитотоксического
агента, однако имеющие относительно неболь-
шую в сравнении с квантовыми точками интен-
сивность свечения в окне прозрачности биологи-
ческой ткани (в коротковолновой инфракрасной
области); 

– антистоксовые флуорофоры – наиболее
перспективные, по мнению авторов работы [14]
(отметим, что данные структуры – изобретение
коллектива авторов [14, 16, 17], использующих
наночастицы состава NaYF4, легированные Yb3+

и Er3+ или Tm3+), имиджинговые агенты, глав-
ным свойством которых является более короткая
длина волны испускаемого света по сравнению с
возбуждающим, что в сочетании с продолжитель-
ным (до миллисекунд) временем жизни позволя-
ет применять системы отложенной регистрации
для более выраженного сигнала на фоне фотошу-
ма от окружающих целевые клетки тканей.

Работы с антистоксовыми флуорофорами во
многом посвящены разработке наиболее эффек-
тивного средства связывания белков с наночасти-
цей. В Институте биоорганической химии РАН
несколько лет назад были разработаны конструк-
ции на основе связывания флуорофора с барста-
ром и антитела (или специфического к рецептору
HER2 белка неиммуноглобулиновой природы
DARPin) с барназой. Взаимодействие барстара и
барназы обеспечивает целостность конструкции,
но поскольку в данном способе не контролирует-
ся сайт присоединения барстара к наночастице,
он оказывается ориентированным в раствор слу-
чайным образом.

Куда более частый способ сборки подобных
наночастиц для тераностики – это применение
химического линкирования. Данные по подоб-
ной конструкции с антистоксовым флуорофо-
ром, соединенным с белковой конструкцией
DARPin-LoPE, осуществляющей доставку агента
к клеткам аденокарциномы молочной железы с
последующей их гибелью, приведены в работе
[17]. Однако в этом случае лиганд к специфиче-
скому рецептору клетки-мишени также оказыва-
ется ориентирован в растворе случайно. Сюда же
следует добавить, что идеального способа созда-
ния данных конструкций подобным путем не раз-
работано.

Достаточное число работ посвящено модифи-
кациям белков для создания тераностических
агентов. Авторы работы [18] использовали высо-
коэффективные пептидные лигазы (бутелазу-1 и
VyPAL2) для модификации аффитела, нацелен-
ного на рецептор эпидермального фактора роста,
флуоресцентной меткой и митохондрионолити-
ческим пептидом по его N- и C-концам. Также
была получена циклическая форма аффитела,
конъюгированного с доксорубицином. Оба моди-
фицированных аффитела показали повышенную

цитотоксичность по отношению к клеткам линии
A431 – в 10 и 100 раз по сравнению с неконъюги-
рованным доксорубицином и свободным мито-
хондрионолитическим пептидом соответственно.
Об успешном применении лигазы VyPAL2 в сход-
ном, в целом, исследовании сообщают и авторы
работы [19]. В работе [20] была изучена протеаза
McPAL1, действующая на связь после остатка Asp
или Asn, но при этом обладающая лигазной ак-
тивностью, что позволяет использовать ее для по-
лучения циклических полипептидов.

В патенте [16] представлен способ получения
супрамолекулярной конструкции для тераности-
ки на основе антистоксовых флуорофоров, при
получении которой присоединение рекомби-
нантных белков KillerRed или mCherry к ним бы-
ло более контролируемым в сравнение с аналога-
ми, описанными выше. Это было достигнуто за
счет аффинного взаимодействия остатков гисти-
дина на C-конце белков с Ni2+, содержащимся на
поверхности флуорофора за счет связывания с
нитрилоуксусной кислотой, присоединенной к
полиакриловой кислоте, покрывающей частицу
конфигурации ядро/оболочка состава
NaYF4:Yb,Er/NaYF4.

Еще одной работой в области тераностики, на-
ряду с работой [9], предлагающей МРТ-визуали-
зацию опухоли, является публикация [21], в кото-
рой представлен магнитный липидный наноком-
позитный носитель, содержащий доксорубицин
для тераностики меланомы. Данная система
обеспечивает хорошую визуализацию опухоли на
МРТ и при этом под действием магнитного поля
вызывает локальную гипертермию, приводящую
к гибели клеток. Таким образом, авторы работы
[21] разработали систему двухфакторного уничто-
жения раковых клеток.

В качестве еще одного магнитного средства
доставки стоит упомянуть гибридные наночасти-
цы на основе золота и оксида железа. В работах
[22, 23] сообщается об их использовании для до-
ставки экзогенного цитохрома c в клетки гепато-
целлюлярной карциномы (Huh-7D12) и эндоте-
лиального рака печени человека (SK-hep1)
совместно с применением различных химиотера-
певтических агентов. Была показана гораздо
большая эффективность такого подхода по срав-
нению с использованием только химиотерапев-
тических препаратов. Необходимо упомянуть,
что имеются данные об использовании в качестве
средства доставки цитохрома c и иных конструк-
ций – его конъюгата с поликатионным пептидом
[24], пористых частиц оксида кремния (IV) [25] и
полипептидных мицелл [26].

В целом, применение экзогенного цитохрома c
для терапии рака вполне можно считать перспек-
тивным направлением. Однако необходимо ука-
зать, что для действенного его применения в кли-
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нической практике необходимо разработать эф-
фективные формы препарата. Подробно эти
проблемы освещены в аналитическом мини-об-
зоре [27].

Также ведется разработка оборудования для
синтеза препаратов для нужд тераностики. В на-
стоящее время наметилась тенденция к работе в
малых объемах жидкостей и к созданию приборов
с отличными от макроаналогов техническими ха-
рактеристиками. Сюда можно отнести микро-
флюидные устройства из полидиметилсилоксана
для создания эмульсий [28]. В них возможно
управление течением жидкостного и газожид-
костного потоков нано- и пиколитровых объ-
емов.

Основополагающей задачей в медицине мож-
но считать адресную доставку лекарственных
препаратов. В идеале следует разработать такой
тераностический агент, который бы мог попадать
в клетки различных опухолей. Описанные же вы-
ше работы предлагают препараты для пациентов,
у которых уже либо известен, либо подозревается
конкретный диагноз. Такой подход делает прак-
тически невозможной раннюю диагностику
онкологических заболеваний в реальных услови-
ях, – скажем, при проведении общих диспансе-
ризаций. Перспективной можно считать разра-
ботку средств доставки, нацеленных на источни-
ки выработки ангиогенинов: раковые клетки
таковыми и являются. В недавних же работах ан-
гиогенины рассматривались лишь как маркеры
классической диагностики онкологии [29, 30].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании вышеизложенного можно ска-
зать, что тераностика онкологических заболева-
ний – одно из наиболее перспективных и бурно
развивающихся направлений медицины, в кото-
ром к началу третьего десятилетия XXI века раз-
работано множество подходов и методов, главная
цель которых – создание средств, одновременно
направленных и на ранее выявление злокаче-
ственных новообразований, и на их терапию. Ис-
следуется применение с этой целью различных
радионуклидов и прочих агентов, направленных
на индукцию окислительного стресса в раковых
клетках, супрамолекулярных конструкций, со-
держащих цитотоксический агент и средство ви-
зуализации: разнообразные МРТ-контрастные
вещества, флуорофоры, среди исследований воз-
можности применения которых особо хочется от-
метить работы с использованием антистоксовых
флуорофоров, наиболее эффективно визуализи-
рующих клетки-мишени. При этом производство
препаратов для нужд тераностики зачастую тре-
бует разработки нового промышленного обору-
дования, а потому данная сфера, помимо всего

прочего, актуализирует разработки в области ин-
новационного приборостроения.

Однако для достижения основной цели тера-
ностики необходимо разработать эффективное и,
крайне желательно, универсальное средство до-
ставки лекарственного агента в клетки-мишени.
На настоящий момент же все описанные в миро-
вой литературе средства доставки подходят лишь
для конкретных опухолей. Поэтому для нужд
массовой медицины, где требуется универсаль-
ное средство для действительно раннего выявле-
ния онкологических заболеваний различной
этиологии, строго говоря, пока предложить не-
чего.

Таким образом, на настоящий момент задачу
разработки более-менее универсального средства
массовой ранней диагностики онкологических
заболеваний, ориентированного на опухоли раз-
личной природы, считать решенной не представ-
ляется возможным.
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Theranostics is a field of medicine with the aim to establish tools for a specific targeted therapy based on early
diagnosis of diseases. This effect is primarily due to targeted delivery of the therapeutic agent to the target
cells. The development of a clinically effective theranostic drug will be the greatest medical breakthrough.
This paper presents an analytical mini-review of some modern approaches to find a solution to the core of the
problems of theranostics for oncological therapy and discusses recent studies on the use of radiopharmaceu-
ticals, that can be diagnostic and therapeutic, and systems for visualization of radiopharmaceuticals by means
of magnetic resonance imaging for therapy of cancerous tumors. Information is given on application of vari-
ous systems using f luorescent agents such as anti-Stokes f luorophores, the signal from which is well observed,
compared to other f luorescent substances, on a background of the ref lected irradiance from tissues surround-
ing cancer cells. This paper also presents details on the comparative use of classical chemotherapeutic agents
and promising drugs developed on the basis of natural substances, for example, sulforaphane and cytochrome
c, that have lower toxicity.
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Разработана и испытана интеллектуальная оптическая система медицинской экспресс-диагности-
ки. Продемонстрирован способ визуализации кислородного статуса биологических тканей в виде
«цифровых образов», описывающих общее функциональное состояние организма человека. Пока-
зана возможность применения метода главных компонент и иерархической кластеризации вкупе с
оптическими методами детектирования форм гемоглобина в биологических тканях для неинвазив-
ного контроля и экспресс-диагностики кислородного статуса организма человека. Результаты ис-
следования говорят о возможности дифференциации испытуемых на группы риска по показаниям
оптических измерений. В отличие от пульсоксиметрии, применение которой распространено для
определения уровня оксигенации крови, представленный метод способен оценить перифериче-
ский кислородный статус, благодаря этому можно вовремя заметить тромбозы и ишемии конечно-
стей.

Ключевые слова: сенсорная система, оптические сенсоры, машинное обучение, метод главных компо-
нент, кислородный статус тканей.
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В последнее время особенно остро стоит про-
блема оценки функционального состояния чело-
века в ходе реабилитации после перенесенного
заболевания. Для наблюдения за восстановлени-
ем в динамике критически важно обращать вни-
мание на качество доставки кислорода к биологи-
ческим тканям [1, 2]. 

Транспорт кислорода в тканях регулируется
изменением сродства гемоглобина к кислороду,
при гипоксии происходит образование метаформ
гемопротеидов (цитохромов), при патологиче-
ских процессах в тканях повышается уровень
порфиринов, с возрастом накапливаются липо-
фусцин и протопорфирин IX [3]. Кислородный
статус тканей человека определяется по содержа-
нию основных фракций гемоглобина, его степе-
ни насыщения кислородом. 

Отслеживание качества доставки, потребле-
ния и снабжения тканей кислородом давно стало
одним из основополагающих методов оценки со-
стояния организма человека в клинической прак-
тике. В наше время для измерения содержания
кислорода и качества его переноса к тканям ис-

пользуются инвазивные методы (их золотым
стандартом можно считать метод BGA – анализ
газового состава крови), такие методы достаточно
точные, однако не отслеживают процессы в дина-
мике [4–6]. 

Также возможно использование неинвазив-
ных методов, самым популярным из них считает-
ся пульсоксиметрия. В основе метода лежит спек-
трофотометрический способ определения насы-
щения крови кислородом. Данный метод, хоть и
удобен, но слишком чувствителен к внешним
факторам, таким как движение и яркий свет, кра-
сители (даже лак на ногтях), неправильное распо-
ложение датчика. Кроме того, было замечено, что
сердечные аритмии могут нарушать восприятие
пульсоксиметром сигнала [7, 8]. Также пульсок-
симетр может дать характеристику только ло-
кальной оксигенации, тогда как необходимо сле-
дить за всем периферическим кислородным ста-
тусом, ведь частыми осложнениями после
заболеваний являются тромбозы и ишемии ко-
нечностей [9–12].

Для решения проблемы доступной диагности-
ки и мониторинга кислородного статуса тканей
была разработана и испытана неинвазивная оп-Сокращение: ЧСС – частота сердечных сокращений.
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тическая система видимого и ближнего ИК-диа-
пазонов длин волн. Такая система проста в ис-
пользовании и подходит для эксплуатации вне
медицинского учреждения. 

Для качественной обработки данных и удоб-
ства их восприятия были использованы методы
машинного обучения, визуализации и распозна-
вания «цифровых образов» состояния биологиче-
ских тканей. Информационно-вычислительный
модуль системы использовал статистические ал-
горитмы и методы математического моделирова-
ния для анализа и визуализации массива данных
в виде «цифровых образов», представленных ра-
диальными диаграммами. Обработка данных
происходила с использованием метода главных
компонент и иерархической кластеризации [13–
16].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Разработанная оптическая система для неин-
вазивного контроля и экспресс-диагностики кис-
лородного статуса организма человека состоит из
двух модулей – оптико-электронного и вычисли-
тельно-информационного. Принцип работы си-
стемы основан на процессах поглощения и рассе-
яния света, направленного на ткани, а также на
зависимости количества обратно рассеянного из-
лучения от глубины проникновения квантов све-
та и максимального поглощения их составляю-
щими тканей (спектрофотометрия в обратно
рассеянном свете). В основе метода лежит спо-
собность фотоприемника регистрировать спек-
тральные интенсивности части света, изменен-
ных после прохождения через биологические тка-
ни: в зависимости от присутствия определенных
веществ в исследуемых тканях оптические свой-
ства изменяются по-разному [17, 18].

Оптико-электронный модуль системы пред-
ставляет собой 18-канальный сенсорный инте-
гральный оптический анализатор спектров види-
мого и ближнего инфракрасного диапазонов, ко-
торый основан на отладочной плате AS7256х
производства компании AMS AG (Австрия). Пла-
та AS7256х объединяет в себе 18 фоточувствитель-
ных элементов, работающих в оптическом диапа-
зоне на длинах волн от 410 до 940 нм, а также
16-битные встроенные АЦП, предназначенные
для преобразования детектируемых оптических
аналоговых сигналов в цифровые. Для обеспече-
ния устройства источниками оптического излу-
чения авторами были осуществлены подбор и
ручная поверхностная установка трех SMD свето-
диодов типоразмера 3216: белого (Kingbright, KP-
3216QWF-D), красного (Kingbright, KPTD-
3216SRC-PRV) и инфракрасного света (King-
bright, KP-3216F3C). Таким образом, в качестве

источника излучения белого света был выбран
белый люминофорный SMD светодиод на основе
гетероструктур нитрида галия GaN. Несмотря на
то, что спектр излучения белого SMD светодиода
не является широкополосным излучением (на-
пример, как спектр у солнца или галогеновых
ламп), все же спектр переизлучения светодиодов
в такой конфигурации захватывает достаточно
широкую область видимого диапазона от красно-
го до синего цвета с определенным провалом в
области сине-зеленого цвета.

Информационно-вычислительный модуль
осуществляет управление и отображение полу-
ченных значений, он представлен математиче-
ской моделью статистических алгоритмов обра-
ботки и анализа многомерных данных. Матема-
тическая модель статистических алгоритмов
представлена целым набором математических
методов машинного обучения, классически ис-
пользующихся для разведывательного интеллек-
туального анализа данных, а также для распозна-
вания и визуализации образов. В работе было
предложено использовать такие методы как ме-
тод главных компонент, наиболее популярные
иерархические (методы одиночной, средней и
полной связи) и неиерархические методы класте-
ризации (методы k-means и PAM). Обучение си-
стемы заключается в создании «образа эталона»
исследуемой биологической ткани [11]. Далее ис-
следуемый «образ объекта» распознается и визуа-
лизируется. Для реализации всех предложенных
методов машинного обучения с целью комплекс-
ного анализа данных в ходе работы авторами был
разработан программный модуль, который осу-
ществляет загрузку подлежащих анализу двумер-
ных числовых таблиц в программу и применяет к
ним различные алгоритмы машинного обучения
с последующей визуализацией полученных ре-
зультатов анализа в удобной форме. Программ-
ный модуль был написан на языке R в графиче-
ском интерфейсе R Studio.

Помимо этого, разработанная оптическая си-
стема представлена не одним сенсором, а целым
набором (массивом) оптических датчиков, реги-
стрирующих обратно-рассеянный в тканях свет
на разных длинах волн (мультисенсорная систе-
ма). Стандартно в исследованиях с использова-
нием мультисенсорных систем «цифровые отпе-
чатки» могут быть представлены в виде много-
гранников (радиальных диаграмм) с числом
вершин, совпадающим с числом используемых
сенсоров. Таким образом, в работе после первич-
ной обработки полученных данных (стандартиза-
ции данных) отклики 18 оптических сенсоров
представлялись в виде лепестковых диаграмм с
18 вершинами. 
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В процессе обучения системы предъявляется
матрица известных «образов эталонов», для кото-
рых вычисляются и запоминаются средние значе-
ния осей многогранника и их средние квадратич-
ные отклонения. Статистические параметры мат-
рицы «образов эталонов» заносятся в базу
данных.

Распознавание образов включает в себя фор-
мирование «образа объекта» за несколько циклов
предъявления исследуемого образца, вычисление
и запоминание его статистических параметров, а
также их сравнение с значениями матрицы «обра-
за эталона» того же типа. 

В процессе исследования был разработан ма-
кет корпуса прибора, ограничивающий поступ-
ление дневного света к датчикам при проведении
измерений. Схема неинвазивной оптической си-
стемы для диагностики кислородного статуса
тканей человека изображена на рис. 1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
Цель экспериментальных исследований за-

ключалась в получении результатов измерений с
помощью оптической диагностической системы
в виде матрицы значений восемнадцати оптиче-
ских сенсоров. В экспериментальных исследова-
ниях приняли участие семь испытуемых мужско-
го пола в возрасте от 18 до 23 лет. В результате

комплексного медицинского осмотра наличие
серьезных медицинских отклонений или патоло-
гий у испытуемых выявлено не было. 

Физическая нагрузка организма человека, ко-
торой подвергались испытуемые, представляла
собой выполнение пробы Штанге, существенно
влияющей на физиологические изменения в
функционировании организма, а также отражаю-
щей устойчивость организма к состоянию гипо-
ксии – пониженному содержанию кислорода в
крови, тканях и органах [19]. 

При проведении экспериментальной оценки
физической нагрузки организма оптическую экс-
пресс-систему помещали на предплечье левой ру-
ки. Также был использован секундомер для фик-
сирования времени от момента начала физиче-
ских упражнений (приседаний) до их окончания.
Оптическая система проводила измерения в не-
прерывном режиме каждые 3 с до физической на-
грузки организма испытуемого, в течение и после
нее. Данные измерения позволили получить мас-
сив данных, отражающих изменение уровня ок-
сигенации крови испытуемых в условных едини-
цах. Состояние измерительной системы в режиме
сбора данных до физической нагрузки длилось
60 с, после нагрузки – 240 с. Параллельно с экс-
периментальным исследованием было проведено
независимое медико-биологическое исследова-
ние под наблюдением медицинского персонала.

Рис. 1. Блок-схема диагностической сенсорной системы анализа кислородного статуса тканей человека.
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Исследование также представляло собой прове-
дение классической пробы Штанге, только при
этом оценивались продолжительность задержки
дыхания на вдохе (проба Штанге) и показатель
реакции частоты сердечных сокращений (ЧСС)
[20, 21]. Последний параметр отражает изменение
ЧСС при проведении эксперимента и равен отно-
шению ЧСС через 30 с после окончания физиче-
ской нагрузки к ЧСС за 30 с до физической на-
грузки. При отклонении показателя реакции от
значения 1.2 в большую сторону можно говорить
о недостаточной компенсаторно-адаптационной
реакции сердечно-сосудистой системы организ-
ма испытуемого при недостатке кислорода.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе обработки и визуализации эксперимен-
тальных данных были построены индивидуаль-
ные радиальные диаграммы для каждого испыту-
емого. Они представляли собой восемнадцати-
угольники, на осях которых отложены
стандартизированные показания, считанные с
18 датчиков. Стандартизация данных осуществ-
лялась для приведения всех показаний датчиков к
одному диапазону. В ходе работы авторами было
предложено применение оптимальной методики
стандартизации данных, которая представляла
собой использование базового метода Z-оценки
при котором расчет стандартизованной величи-
ны z производится по формуле (1):

(1)

где x – исходная величина,  – среднее значение
всей выборки, Sx – стандартное отклонение всей
выборки.

Однако при расчетах вместо среднего значе-
ния всей выборки в формулу подставляли среднее
значение показаний датчиков до начала нагрузки.
Таким образом, все показания оптических датчи-
ков были стандартизированы относительно со-
стояния покоя, что впоследствии повысило ин-
формативность анализа. Полученные диаграммы
отражают индивидуальный кислородный статус,
уникальный для каждого испытуемого, они пред-
ставляют собой «цифровые образы», описываю-
щие общее функциональное состояние организ-
ма. Примеры полученных «цифровых образов» до
и после физической нагрузки приведены на
рис. 2. 

Как видно из графиков, у испытуемых наблю-
даются разные уровни адаптированности к изме-
нению уровня оксигенации. При этом, согласно
независимому медико-биологическому исследо-
ванию, испытуемые с уровнем адаптированности
как на рис. 2 (слева) имеют наилучшие результаты
в пробе Штанге (показатель реакции меньше 1,
большая длительность задержки), тогда как ис-
пытуемые с тенденцией как на рис. 2 (справа), на-
оборот, показали неудовлетворительные резуль-
таты в дыхательной пробе (показатель реакции
больше или равен 1.2), что говорит о неблагопри-

−= ,
x

x XZ
S

X

Рис. 2. «Цифровые образы» испытуемых с различными уровнями адаптированности к изменению уровня оксигенации.
Красный график отражает показания датчиков спустя 4 мин после физической нагрузки, нормированные по
показаниям датчиков в состоянии покоя.
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ятной реакции сердечно-сосудистой системы на
недостаток кислорода. Таким образом, с точки
зрения здоровья испытуемого хорошим результа-
том является представленный на рис. 2 (слева),
когда через 4 мин после задержки дыхания пока-
затели или восстанавливаются до показателей,
зарегистрированных в состоянии покоя, или на-
блюдается снижение уровня показателей относи-
тельно показателей, зарегистрированных в состо-
янии до проведения функциональной нагрузки,
как отображено на рис. 2 (слева).

Возможность наблюдения таких динамиче-
ских изменений уровня интенсивности обратно-
рассеянного света в тканях с помощью оптиче-
ских методов связано с изменением количествен-
ных соотношений оксигемоглобина и дезоксиге-
моглобина в крови и в тканях при гипоксическом
воздействии. Помимо этого, под нагрузкой мо-
жет происходить расширение капиллярных сосу-
дов (реакция сосудов на функциональную на-
грузку), что приводит к изменению величин рас-
сеивающих и поглощающих площадей. 

После построения образов показания каждого
из 18 сенсоров после физической нагрузки испы-
туемых в виде многомерных данных были ис-
пользованы для кластерного анализа с примене-
нием метода иерархической кластеризации и ме-
тода главных компонент. 

Визуализация кластеризации многомерных
данных методом одиночной связи представлена
на рис. 3, на нем изображена дендрограмма, ли-
стья которой представляют собой номера испы-
туемых. В этом методе расстояние между двумя
кластерами определяется расстоянием между
двумя наиболее близкими объектами (ближай-
шими соседями) в различных кластерах.

В ходе кластеризации данным методом испы-
туемые разделились на три группы. Оптимальное
количество кластеров (равное трем) было оцене-

но с помощью известного эмпирического стати-
стического алгоритма машинного обучения – ме-
тодом локтя (Elbow method). При этом в группу 1
согласно независимому медико-биологическому
исследованию попал испытуемый с неудовлетво-
рительной реакцией на нагрузку, в группу 2 –ис-
пытуемый с нормальной реакцией, а в группе 3
были объединены испытуемые с хорошей реак-
цией на дыхательную пробу. 

Кроме того, была проведена оценка экспери-
ментальных данных методом главных компонент
для уменьшения размерности многомерных дан-
ных и поиска статистических взаимосвязей меж-
ду ними. Метод главных компонент представляет
собой ортогональное линейное преобразование,
которое отображает данные из исходного про-
странства признаков в новое пространство мень-
шей размерности [22, 23]. Испытуемые были раз-
делены на три группы, они изображены на рис. 4. 

Таким образом, полученные распределения
успешно соотносятся с реальными медицински-
ми показаниями о компенсаторно-адаптацион-
ных реакциях испытуемых, снятых независимо от
проведения эксперимента. Полученные резуль-
таты независимого медико-биологического ис-
следования подтвердило схожесть и различия ис-
пытуемых по реакции на гипоксическую пробы и
подтвердило возможность разбиения испытуе-
мых на три условных группы с разным уровнем
адаптированности и устойчивости к гипоксии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных экспериментальных

исследований и последующей математической
обработки был получен набор «цифровых обра-

Рис. 3. Результат кластеризации методом одиночной
связи. Семь пациентов распределяются по трем кла-
стерам, расстояние между кластерами определяется
расстоянием между ближайшими объектами в различ-
ных кластерах.

Рис. 4. Результат кластеризации с помощью метода
главных компонент в пространстве первых двух
главных компонент по 18 переменным для семи
испытуемых.
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зов», которые отражают компенсаторно-адапта-
ционную реакцию испытуемого на нагрузку, по
которым можно судить об уровне и динамике от-
клонений кислородного статуса испытуемых от
эталонных значений. Проведена кластеризация
групп испытуемых с различными уровнями окси-
генации крови. Показана возможность выявле-
ния различимости испытуемых между собой по
оптическим измерениям. 

Таким образом, данное исследование демон-
стрирует эффективность применения математи-
ческих методов обработки больших массивов ин-
формации вкупе с оптическими методами неин-
вазивного контроля для экспресс-диагностики
кислородного статуса биологических тканей при
оценке функционального статуса организма че-
ловека, а также для микроциркуляторного мони-
торинга тканей. Было показано, что использова-
ние предложенного метода позволяет выявлять
скрытые закономерности в оптических данных, а
полученные результаты отражают реальную ком-
пенсаторно-адаптационную реакцию человека на
функциональную нагрузку. В дальнейшем требу-
ется проведение исследований для оценки тен-
денции изменения показаний системы у различ-
ных групп испытуемых и увеличение общего на-
бора статистических данных для проведения
более глубокого факторного анализа. Получен-
ные результаты позволяют рекомендовать разра-
ботанную неинвазивную оптическую сенсорную
систему в качестве аппаратно-программного
комплекса поддержки принятия врачебных ре-
шений, а также как автоматизированную систему
экспресс-диагностики кислородного обеспече-
ния тканей человека и оценки нарушений ткане-
вой микрогемодинамики.
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 Application of Optical Analysis Methods for Non-Invasive Monitoring 
of Blood Oxygen Saturation Level

 M.M. Guzenko*, M.S. Mazing*, and A.Yu. Zaitseva*
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ul. Ivana Chernykh 31-33, St. Petersburg, 198095 Russia

An intelligent optical system for medical express diagnostics has been developed and tested. A method for vi-
sualizing the oxygen status of biological tissues in the form of "digital images" describing the general function-
al state of the human body is demonstrated. It has been shown that the method of principal components and
hierarchical clustering can be used in combination with optical methods for detecting hemoglobin forms in
biological tissues to perform non-invasive monitoring and express diagnostics of the oxygen status of the hu-
man body. The results obtained show that it is possible to stratify the subjects into risk groups based on optical
sensor readings. In comparison with pulse oximetry, the use of which is common for determining the oxygen
saturation level of blood, the described method can be employed to estimate peripheral oxygen saturation,
and thus thrombosis and ischemia of the extremities can be detected in time.

Keywords: sensory system, optical sensors, machine learning, principal component method, oxygenation status in
tissues
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ПРОГНОЗ МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ОРГАНИЗМА 
СПОРТСМЕНОВ ПО АКАДЕМИЧЕСКОЙ ГРЕБЛЕ НА ОСНОВАНИИ 

РЕЗУЛЬТАТОВ БИОХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗА СЫВОРОТКИ КРОВИ
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Определение состояния метаболизма является актуальной проблемой в спортивной медицине.
Биохимические и гематологические показатели крови отражают преобладание анаболических или
катаболических процессов в метаболизме, которые зависят от интенсивности и продолжительности
тренировок. Для определения преобладания метаболических процессов было проведено исследова-
ние, в которое вошел 21 спортсмен-гребец мужского пола (возраст: 22.55 ± 3.68 года, рост: 189.62 ±
± 6.34 см, вес: 88.65 ± 8.55 кг). Мониторинг параметров крови и уровня интенсивности тренировок
позволил установить линейно-дискриминантную функцию, с помощью которой были определены
восемь основных параметров крови, позволяющих прогнозировать метаболическое состояние: кре-
атинин (p < 0.001), мочевая кислота (p < 0.001), мочевина (p < 0.001), тестостерон (p < 0.001), щелоч-
ная фосфатаза (p < 0.001), альбумин (p < 0.05), общий кальций (p < 0.05), общий белок (p < 0.05). До-
стоверность разработанного прогноза метаболической активности спортсменов с использованием
линейно-дискриминантных функций подтверждена сильной положительной корреляцией
(r = 0.88; p < 0.001) с результатами оценки активности нейроэндокринной системы. Точность опре-
деления метаболического состояния составила 91.8%.

Ключевые слова: гребля; регуляция метаболизма; биохимический анализ крови; дискриминационная 
модель.

DOI: 10.31857/S0006302923020205, EDN: CDMJII 

Интенсивные физические нагрузки оказыва-
ют существенное воздействие на метаболические
процессы в организме спортсменов и, соответ-
ственно, происходит изменение биохимических
показателей, что можно выявить по лаборатор-
ным анализам сыворотки крови. Первостепен-
ной задачей спортивного врача, является
своевременное определение и предоставление
информации тренеру и спортсмену о функцио-
нальном состоянии систем организма. 

В настоящее время есть огромная потребность
в определении предикторов, описывающих изме-
нения в метаболических механизмах регуляции

организма в период годичного тренировочного
макроцикла. 

Длительные физические нагрузки сопровож-
даются высокой метаболической активностью в
системах организма с повышением показателей
креатинфосфокиназы (КФК) и ее миокардиаль-
ной изоформы (КФК-МВ), лактатдегидрогеназы
(ЛДГ), аспартатаминотрансферазы (АСАТ), ще-
лочной фосфатазы (ЩФ) и миоглобина, которые
обычно повышаются после тренировки. Увеличе-
ние данных показателей в периферическом кро-
веносном русле связанно с нарушением метабо-
лических процессов в мышечной ткани вслед-
ствие истощения функциональных резервов
организма [1–8]. Повышение концентрации в пе-
риферической крови АСАТ, аланинаминотранс-
феразы (АЛАТ), ЛДГ и γ-глутамилтрансферазы
(ГГТ) служит предвестником нарушения процес-
сов метаболической активности в печени в ответ
на длительные физические нагрузки [1, 8–14].

Сокращения: КФК – креатинфосфокиназа, КФК-МВ –
миокардиальная изоформа креатинфосфокиназы, ЛДГ –
лактатдегидрогеназа, АСАТ – аспартатаминотрансфераза,
ЩФ – щелочная фосфатаза, АЛАТ – аланинаминотранс-
фераза, ГГТ – γ-глутамилтрансфераза, ЛПВП – липопро-
теиды высокой плотности, ЛДФ – линейно-дискрими-
нантная функция. 
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Увеличение значений ЩФ подтверждает преоб-
ладание процессов катаболизма белковых и ами-
нокислотных соединений, а также гидролиза жи-
ров с целью поддержания гомеостаза в период
длительной физической нагрузки [15, 16].

Известно, что повышение концентрации мо-
чевой кислоты, креатинина и мочевины в сыво-
ротке крови характеризует увеличение интенсив-
ности процессов катаболизма белковых и амино-
кислотных соединений, а также изменение
функциональной активности почек [17–21]. Ди-
намика этих показателей находится в сильной
корреляционной связи с интенсивностью и дли-
тельностью физических нагрузок [18, 22, 23], что
предполагает использование показателей кон-
центрации мочевой кислоты, креатинина и моче-
вины в качестве предикторов активности метабо-
лических процессов.

Предыдущие исследования показали, что био-
химические и гематологические показатели кро-
ви характеризуются значительными изменения-
ми в течении годичного макроцикла, что, по-ви-
димому, связанно с интенсивностью физических
нагрузок и воздействием экзогенных факторов
[24].

Динамический мониторинг показателей сыво-
ротки крови предоставляет возможность опреде-
лить предикторы, которые станут ценным ин-
струментом для своевременного изменения схе-
мы нутритивно-метаболической поддержки и
тренировочного процесса или оценки эффектив-
ности проводимых корригирующих процедур,
что позволит предотвратить перетренирован-
ность спортсменов.

Цель исследования заключается в разработке
диагностической модели прогноза преобладания
метаболических процессов регуляции в организ-
ме спортсменов, опирающейся на значимые пре-
дикатные показатели биохимического анализа
крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Участники. В клинико-лабораторном исследо-

вании добровольно принял участие 21 спортсмен
мужского пола (возраст – 22.55 ± 3.68 года, рост –
189.62 ± 6.34 см, масса тела – 88.65 ± 8.55 кг, ин-
декс массы тела – 24.58 ± 2.78, жировая масса –
16.17 ± 2.79 кг, тощая масса – 72.47 ± 3.39 кг, ак-
тивная клеточная масса – 44.12 ± 2.13 кг, скелет-
но-мышечная масса – 39.88 ± 1.8 кг, общая жид-
кость – 53.06 ± 2.46 кг, внеклеточная жидкость –
20.97 ± 1.12).

Все испытуемые спортсмены входят в сборную
по академической гребле. Перед началом иссле-
дования они были проинформированы о возмож-
ных рисках и неудобствах, связанных с процеду-
рами забора крови, после этого подписывалась

форма информированного согласия на участие.
На момент исследования обследуемые лица были
некурящими, по результатам прохождения углуб-
ленного медицинского обследования (в которое
входили инструментальные обследования – флю-
орография, ультразвуковое обследование брюш-
ной полости и органов малого таза, эхокардио-
графия, электрокардиография; нагрузочное те-
стирование «до отказа», общий анализ мочи,
биохимический и общий клинический анализ
крови; также проводились осмотры врачами –
офтальмологом, отоларингологом, хирургом,
кардиологом, неврологом, стоматологом, эндо-
кринологом и терапевтом) все участники были
признаны здоровыми. В период клинико-лабора-
торных исследований спортсмены не принимали
фармакологические препараты и биологически
активные добавки, которые могли бы повлиять на
метаболические процессы в организме обследуе-
мых лиц. Физические нагрузки проходили по
полтора часа, дважды в день в течение шести дней
в неделю. 

Для того чтобы подчеркнуть преобладание ка-
таболических или анаболических процессов в ме-
таболических механизмах регуляции организма
во время годичного макроцикла, основывались
на общепринятых (в спорте высших достижений)
биомаркерах сыворотки крови, клинической кар-
тине, концентрации гормонов гипоталамо-гипо-
физарной системы. Для выявления корреляций
между текущим состоянием метаболической си-
стемы и биохимическими показателями спортс-
мены разделялись на две группы в зависимости от
донозологической формы на оптимальное состо-
яние и с наличием признаков утомления или пе-
реутомления организма спортсменов, связанные
с изменениями биохимических процессов для
поддержания гомеостаза. Выраженность катабо-
лических или анаболических механизмов регуля-
ции определяется интенсивностью и продолжи-
тельностью физических нагрузок. Данные изме-
нения в организме спортсменов сочетаются с
высокой активностью гипоталамо-гипофизарно-
надпочечниковой осью и подтверждаются повы-
шением концентраций в крови продуктов катабо-
лизма белковых и аминокислотных соединений,
перекисного окисления липидов и нуклеиновых
кислот. Интенсивная и длительная физическая
нагрузка сопровождается изменениями скорости
метаболизма регуляции организма с образовани-
ем биохимических сдвигов в плазме крови, под-
тверждающих нарушение обменных процессов в
мышечных тканях и внутренних органах.

Прогнозирование механизмов преобладания
метаболического (анаболический или катаболи-
ческий) процесса организма спортсмена, как на
текущий момент времени, так и его изменение в
динамике четырехлетнего макроцикла, является
первостепенной задачей в спортивной медицине.
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Новый подход к объективному контролю процес-
сов катаболизма и анаболизма предоставит воз-
можность эффективного управления мероприя-
тиями подготовки спортсмена при достижении
высшей цели.

Причиной такого разделения послужил тот
факт, что функциональное состояние организма
существенно различается по метаболическим по-
требностям из-за различий в энергетических про-
цессах, протекающих до момента полноценного
восстановления. Выраженность катаболических
или анаболических механизмов регуляции опре-
деляется интенсивностью и продолжительностью
физических нагрузок.

Разработка модели прогноза преобладания ме-
ханизмов регуляции (анаболический или катабо-
лический) организма спортсменов, по академи-
ческой гребле, как на текущий момент времени,
так и его изменение в динамике годичного макро-
цикла, является первостепенной задачей в спор-
тивной медицине.

Забор крови и биохимический анализ сыворотки.
Забор капиллярной крови у испытуемых спортс-
менов проводили строго натощак из дистальной
фаланги пальца после ночного голодания в соот-
ветствии со стандартными диагностическими
процедурами. Применяли систему сбора капил-
лярной крови, по 3 капилляра объемом 200 мкл
для биохимических и гематологических анализов
с антикоагулянтом (гепарин лития) и этиленди-
аминтетрауксусной кислотой (ЭДТА) соответ-
ственно. Первая капля крови перед забором вы-
брасывали в специальный биоконтейнер, осталь-
ной полученный биоматериал не позднее чем
через два часа после сбора центрифугировали при
скорости 3500 об/мин, а затем анализировали с
использованием модульной платформы Cobas
6000 (Roche Diagnostics, Германия).

В сыворотке крови определяли следующие ме-
таболиты: кислую фосфатазу (Ед/л), лактат
(ммоль/л), общий белок (г/л), альбумин (г/л),
креатинин (мкмоль/л), мочевину (мкмоль/л),
мочевую кислоту (ммоль/л), амилазу (Ед/л),
триглицериды (ммоль/л), холестерин общий
(ммоль/л), липопротеиды высокой плотности
(ЛПВП, ммоль/л), билирубин общий (ммоль/л),
билирубин прямой (ммоль/л), АЛАТ (Ме/л),
АСАТ (Ме/л), КФК (Ме/л), КФК-МВ (Ме/л),
ЛДГ (Ме/л), ГГТ (Ме/л), ЩФ (Ме/л), общий
кальций (ммоль/л), фосфор (ммоль/л), магний
(ммоль/л), железо (ммоль/л), соматотропный
гормон (нг/мл), тиреотропный гормон (Ме/л), Т4
свободный (Ме/л), пролактин (Ме/л) и общий
тестостерон (нмоль/л).

Статистический анализ. Полученные данные
обрабатывали с использованием специального
программного прикладного пакета STATISTICA v
13.1 (StatSoft, Inc., США) наряду с табличным ре-

дактором Excel for Windows 2016. При обработке
биохимических данных статистическая значи-
мость была установлена на уровне p < 0.05.

Для разработки классификации проводили
обработку и анализ собранных данных, а также
для моделирования механизмов метаболической
регуляции в организме спортсменов в зависимо-
сти от показателей биомаркеров проводили ста-
тистическую группировку результатов с описани-
ем признаков и их корреляционный анализ с при-
менением коэффициента ранговой корреляции
Спирмена [25].

Использование дискриминантного анализа
предоставило возможность построить классифи-
кацию с обобщением, обработкой и анализом со-
бранных материалов. В результате чего была
определена межгрупповая дисперсия признаков,
сделан пошаговый отбор с включением значимых
и исключением недостоверных переменных,
оценкой гипотезы и степени влияния качествен-
ных показателей с градацией на два уровня [25].
Выведенная линейно-дискриминантная функ-
ция (ЛДФ) позволяет прогнозировать вероят-
ность преобладания катаболических механизмов
регуляции в организме спортсменов, занимаю-
щихся академической греблей.

Выводы сделаны с учетом исходного фона
биомаркеров спортсменов, интенсивности и дли-
тельности физических нагрузок, а также влияния
экзогенных факторов. Данная работа базируется
на биохимических показателях крови и разносто-
ронних, объективных методах математико-стати-
стической обработки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Биохимическое обследование в динамике го-

дичного цикла предоставило возможность уви-
деть значимые различия в показателях, характе-
ризующих анаболические или катаболические
процессы в организме спортсменов. 

Для создания модели, позволяющей опреде-
лить в режиме реального времени преобладание
метаболических механизмов регуляции в орга-
низме спортсменов (включая определения анабо-
лической или катаболической фазы) и выявить
наиболее значимые предикторы, использовали
многофакторный анализ, с помощью которого
полученные показатели (содержание кислой
фосфатазы, мочевины, лактата, креатинина, мо-
чевой кислоты, общего белка, альбумина, АСАТ,
АЛАТ, ГГТ, амилазы, общего и прямого билиру-
бина, фосфора, железа, общего кальция, магния,
холестерина, триглицеридов, холестерина
ЛПВП, ЩФ, КФК, КФК-МВ, ЛДГ, соматотроп-
ного и тиреотропного гормонов, gross-laps-b,
миоглобина, свободного тироксина, АТ-ТПО,
пролактина, тестостерона и кортизола) были про-
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анализированы для выявления наиболее значи-
мых предикторов с последующим включением в
модель определения анаболической или катабо-
лической фазы.

С целью осуществления поставленной задачи
выбрали дискриминантный анализ как наиболее
подходящий для выявления предикторов, значи-
мо влияющих на отнесение конкретного обследу-
емого к одному из метаболических процессов.

Дискриминантный анализ биохимических ре-
зультатов обследования показал, что для разра-
ботки достоверной математической модели с раз-
делением метаболического процесса в организме
спортсменов на две фазы анаболическую или ка-
таболическую необходимо учитывать следующие
восемь основных показателей: содержание креа-
тинина (p = 0.000), мочевой кислоты (p = 0.000),
мочевины (p = 0.000), тестостерона (p = 0.000),
ЩФ (p = 0.001), альбумина (p = 0.006), общего
кальция (p = 0.005) и общего белка (p = 0.037). 

Данные результаты представлены в табл. 1, где
значение лямбды Уилкса (λ) = 0.044 (F (82.065) =
= 319.76, p < 0.001) говорит о хорошей дискрими-
нации, так как λ приняла значение близкое к 0.

По данным, представленным в табл. 1, видим,
что чем меньше значение частной лямбды Уилк-
са, тем больше вклад соответствующего показате-
ля в диагностическую модель. Переменные креа-
тинин, мочевая кислота и мочевина делают зна-
чительный вклад, а тестостерон, щелочная
фосфатаза, альбумин, общий белок и кальций
вносят наименьшее значение в общую дискрими-
нацию. Опираясь на результаты табл. 1, возможно
сделать вывод, что показатели креатинин, моче-
вая кислота и мочевина являются главными пере-
менными, которые вносят свой вклад в дискри-
минацию между фазами, характеризующими ме-
таболический процесс.

Показатель Toler (толерантность) является ме-
рой избыточности переменной в модели. Хоро-
шая связь в таблице данных подтверждена высо-
кими значениями толерантности для большин-
ства критериев, в меньшей степени – для
щелочной фосфатазы, но данный биохимиче-
ский показатель обобщает текущую фазу метабо-
лического процесса, что подтверждает необходи-
мость его включения в диагностическую модель.
Удаленность независимых переменных и раз-
ность дисперсий, влияющих на оценку метаболи-
ческого процесса подтверждена значениями
λ-критерия Уилкса (p < 0.001) и F-фактора
(p < 0.001). 

В результате пошагового отбора наиболее зна-
чимых (p < 0.05) признаков с уровнем надежно-
сти не менее 95% решена задача выработки окон-
чательной дискриминантной функции, где коэф-
фициенты для линейных классификационных
функций с уровнями градации признаков пред-
ставлены в табл. 2. 

Для определения фазы метаболического про-
цесса, а также прогноза развития адаптационных
механизмов регуляции в организме используются
разработанные формулы ЛДФ, в которые под-
ставляются значения биохимических показате-
лей (содержания креатинина, мочевой кислоты,
мочевины, тестостерона, щелочной фосфатазы,
альбумина, общего кальция и общего белка), по-
лученные при обследовании конкретных спортс-
менов (табл. 3). 

Для определения преобладания анаболиче-
ских или катаболических процессов производили
решение уравнений, по итогам которых опреде-
ляли наибольшее значение ЛДФ (табл. 3), оно же
соответствует фазе метаболических механизмов
регуляции в организме спортсменов. 

Таблица 1. Оценка информативности признаков при диагностике метаболических процессов, включенных в
линейную дискриминантную функцию

Показатели Лямбда Уилкса Частная лямбда Уилкса F-исключения P-level Toler

Креатинин 0.57 0.77 602.1826 0.000 0.76

Мочевая кислота 0.60 0.74 718.3235 0.000 0.96

Мочевина 0.48 0.92 174.0340 0.000 0.95

Тестостерон 0.45 0.99 18.6873 0.000 0.89

ЩФ 0.44 0.99 10.8572 0.001 0.74

Альбумин 0.44 0.99 7.3520 0.006 0.99

Общий кальций 0.44 0.99 7.6543 0.005 0.89

Общий белок 0.44 0.997 4.3478 0.037 0.89
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Дискриминантная функция прогноза метабо-
лических процессов в организме спортсменов,
имеет достаточно высокую информационную
способность (91.8%), что подтверждается клини-
ческими данными (оценка заболеваемости в пе-
риод тренировок) и биохимическими показателя-
ми активности нейроэндокринной системы, как
отношение концентраций тестостерона к корти-
золу (Т/К), характеризующее стадию адаптаци-
онных механизмов регуляции в организме
спортсменов в ответ на стрессогенные факторы.
Результаты корреляционного анализа отношения
Т/К показали сильную положительную связь
(r = 0.88, p < 0.001) с прогнозом ЛДФ метаболиче-
ской активности организма (табл. 4).

Классификационная матрица прогноза мета-
болических процессов по итогам расчета дискри-
минантной функции демонстрирует статистиче-
скую значимость модели (p < 0.01), где чувстви-
тельность решающих правил для определения
фазы преобладания анаболических или катаболи-
ческих механизмов регуляции представлена в
табл. 5. Фаза с преобладанием катаболических
процессов в организме спортсменов обеспечива-
ет совпадение предлагаемой модели прогнозиру-
емого состояния с реальным результатом в 87.5%
случаев. Предполагаемая модель прогноза анабо-
лической фазы обеспечивает прогнозируемое
совпадение с реальным результатом в 94.3% слу-

чаев. Классификационная чувствительность мо-
дели определения метаболических процессов в
организме спортсменов, обеспечивает прогнози-
руемое совпадение в 91.8% случаев с реальными
результатами. 

Математическая модель определения фаз ме-
таболической регуляции в организме спортсме-
нов, обеспечивает статистически значимый
(p < 0.01) прогноз, основанный на восьми стан-
дартных биохимических показателях (содержа-
ние креатинина, мочевой кислоты, мочевины, те-
стостерона, щелочной фосфатазы, альбумина,
общего кальция и общего белка).

Модель диагностики фаз метаболической ре-
гуляции в дальнейшем использовали для быстро-
го прогноза возможных изменений адаптацион-
ных механизмов регуляции организма спортсме-
нов в ответ на неблагоприятные факторы
окружающей среды и их динамического контроля
в период интенсивных тренировок и непосред-
ственно на соревнованиях. Данный метод скри-
нинга представляет собой процедуру диагности-
ки, цель которой – выявление спортсменов с
высокой вероятностью преобладания катаболи-
ческих над анаболическими механизмами регуля-
ции организма.

Разработанная модель является лишь первич-
ным диагностическим инструментом, позволяю-
щим в совокупности дать оценку метаболическим

Таблица 2. Биохимические показатели, включенные в модель определения метаболических процессов и
коэффициенты ЛДФ

Признаки Условное 
обозначение

Коэффициенты
ЛДФ1 ЛДФ2

Креатинин Х1 0.936 0.801
Мочевая кислота Х2 0.072 0.047
Мочевина Х3 4.018 3.281
Тестостерон Х4 0.029 0.169
Щелочная фосфатаза Х5 0.081 0.077
Альбумин Х6 0.000 0.000
Кальций общий Х7 127.092 125.615
Общий белок Х8 1.794 1.823
Константа –305.144 –278.649

Таблица 3. Решающие правила дифференциальной диагностики метаболических процессов у спортсменов в
зависимости от максимального значения ЛДФ

Наибольшая вероятность преобладания катаболических процессов

ЛДФ1 = –305.1 + 0.9 × Х1 + 0.07 × Х2 + 4.02 × Х3 + 0.03 × Х4 + 0.08 × Х5 + 0.001 × Х6 + 127.1 × Х7 + 1.8 × Х8

Наибольшая вероятность преобладания анаболических процессов

ЛДФ2 = –278.7 + 0.8× Х1 + 0.05 × Х2 + 3.3 × Х3 + 0.17 × Х4 + 0.08 × Х5 + 0.001 × Х6 + 125.6 × Х7 + 1.8 × Х8

Наибольшая вероятность преобладания катаболических процессов
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Таблица 4. Определение взаимосвязи биохимических показателей крови с ЛДФ метаболической активности
организма спортсменов, спорта высших достижений

Переменная Взаимосвязь биохимических показателей с ЛДФ P-level

Мочевина 0.640915 0.000

Лактат 0.070377* 0.600

Креатинин 0.630985 0.000

Мочевая кислота 0.628313 0.000

Общий белок –0.35668 0.040

Альбумин –0.30786 0.050

АСАТ 0.705858 0.000

АЛАТ 0.445125 0.004

ГГТ –0.14559* 0.400

Амилаза 0.251452* 0.100

Билирубин общий 0.169161* 0.300

Фосфор 0.285244* 0.070

Кальций общий –0.28712 0.050

Холестерин 0.091989* 0.500

Триглицериды –0.06771* 0.600

Холестерин ЛПВП 0.021756* 0.800

Железо 0.048337* 0.700

Билирубин прямой 0.125701* 0.400

ЩФ –0.43978 0.020

КФК 0.410799 0.009

КФК-МВ 0.524825 0.000

Магний 0.082256* 0.600

Миоглобин 0.546232 0.0003

ЛДГ 0.275505* 0.080

Соматотропный гормон –0.0435* 0.700

Gross-Laps-B –0.10877* 0.500

Тиреотропный гормон –0.16916* 0.300

Тироксин свободный –0.24649* 0.100

Антитела к тиреоидной 
пероксидазе

–0.2175* 0.100

Пролактин 0.372136 0.010

Тестостерон –0.42381 0.030

Кортизол 0.351312 0.020

IgE –0.65245 0.000

IgA –0.54615 0.000

IgM –0.69705 0.000

IgG –0.66214 0.000

Т/К 0.879769 0.000
Примечание. * – Отсутствует достоверная взаимосвязь (p > 0.05).
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ПУСТОВОЙТ и др.

процессам в организме спортсменов на самом
раннем этапе и инициировать нутритивно-мета-
болическую поддержку в точке их максимальной
эффективности.

ВЫВОДЫ 

Динамическое биохимическое обследование
спортсменов позволило определить значимые
(р < 0.05) предикторы (креатинин, мочевая кис-
лота, мочевина, тестостерон, щелочная фосфата-
за, альбумин, общий кальций и общий белок) ме-
таболических процессов в организме.

Продемонстрирована средняя положительная
(для гемоглобина, АСАТ, АЛАТ, креатинина, мо-
чевой кислота, мочевины, КФК, КФК-МВ, мио-
глобина, кортизола) и отрицательная (для тесто-
стерона, щелочной фосфатазы, альбумина, имму-
ноглобулинов, общего кальция и общего белка)
связь (0.30 > r > 0.69, –0.69 < r < –0.30, p < 0.05)
биохимических показателей с ЛДФ метаболиче-
ской активности организма спортсменов.

Сформированы классификационные крите-
рии определения анаболической или катаболиче-
ской фазы регуляции у спортсменов на основа-
нии математико-статистической обработки био-
химических результатов методом ANOVA, в
которой показаны значимые (р ?< 0.05) различия
в процессах метаболической регуляции, обеспе-
чивающей энергетический баланс в организме.

Достоверность разработанного прогноза ЛДФ
метаболической активности организма спортс-
менов подтверждена сильной положительной
корреляционной связью (r = 0.88, p < 0.001) с ре-
зультатами оценки активности нейроэндокрин-
ной системы.

Разработана информативная (91.8%) матема-
тическая модель, дающая возможность достовер-
но (p < 0.05) и своевременно спрогнозировать
преобладание метаболической активности в ор-
ганизме спортсменов. 
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 Prediction of Metabolic Activity of Rowing Athletes Based 
on Serum Biochemical Analysis

 V.I. Pustovoyt*, T.A. Astrelina*, E.I. Balakin*, I.V. Kobzeva*, Y.B. Suchkova*, A.V. Khan*,
A.A. Murtazin*, N.F. Maksjutov*, and V.A. Brumberg*

State Research Center – Burnasyan Federal Medical Biophysical Center, Federal Medical Biological Agency,
ul. Marshala Novikova 23, Moscow, 123098 Russia

Determination of the metabolic state is an important topic in sports medicine. Biochemical and hematolog-
ical blood parameters ref lect the predominance of anabolic or catabolic processes in metabolism, these pa-
rameters depend on intensity and duration of workouts. The aim of the present study was to determine wheth-
er metabolic processes are dominant. 21 male rowing athletes (age: 22.55 ± 3.68 years, height:
189.62 ± 6.34 cm, weight: 88.65 ± 8.55 kg) participated in the experiment. Monitoring of blood concentra-
tions in samples collected from participating athletes and measuring workout intensity led to the use of a lin-
ear-discriminant function. With this technique, the eight main blood count parameters: creatinine
(p < 0.001), uric acid (p < 0.001), urea (p < 0.001), testosterone (p < 0.001), ALP (p < 0.001), albumin
(p < 0.05), total calcium (p < 0.05), and total protein (p < 0.05) for the prediction of the metabolic state have
been determined. The reliability of test results using a linear-discriminant function for the prediction of the
metabolic state in athletes was supported by a strong positive correlation (r = 0.88, p < 0.001) with the results
of the neuroendocrine system activity assessments. The accuracy of the metabolic state prediction was 91.8%.

Keywords: rowing, metabolic regulation, biochemical blood test, discriminative model
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Рассматривается теоретическая модель механических закономерностей образования деформации
мембраны при проникновении коронавируса в клетку. Упругие и гибкие шипы коронавируса,
имеющие белковую структуру, прикрепляются к рецепторам оболочки клетки – мишени АСЕ2. С
помощью фермента TMPRSS2 запускается механизм слияния вирусной и клеточной мембран с
образованием поры слияния, через которую происходит раскрытие капсида оболочки
коронавируса и проникновение вирусной РНК внутрь клетки. На основе закономерностей
механики контактного взаимодействия и теории упругости определяется критическая величина
радиуса клетки, при которой произойдет образование поры слияния и локальное повреждение
оболочки клетки. Проведенные расчеты показывают, что чем меньше размер клетки, тем меньше
вероятность механического повреждения клетки при воздействии коронавируса. Одним из
способов уменьшения размеров клеток является уменьшение количества внутриклеточной
жидкости за счет применения лекарственных средств – диуретиков. Величина критического
радиуса клетки обратно пропорциональна величине силы прижима в момент прикрепления
коронавируса к клеточной мембране. Необходимы дальнейшие исследования зависимости силы
прижима от геометрической формы и размеров шиповидного отростка для различных штаммов
коронавируса. Если возникший новый штамм будет действовать на клеточную мембрану с меньшей
силой прижима, тяжесть заболевания снизится. Требуется проверка выводов теоретического
исследования экспериментальными методами.

Ключевые слова: коронавирус, липидная оболочка клетки, механика контактного взаимодействия,
жидкий кристалл, теория упругости.
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С начала пандемии в средствах массовой ин-
формации были представлены многочисленные
фотографии коронавируса, полученные с помо-
щью электронного микроскопа. На этих фотогра-
фиях можно видеть, что на округлой поверхности
коронавируса плотно располагаются шиповид-
ные отростки. Шиповидный отросток имеет нож-
ку, которая крепится к круглой части коронави-
руса. На конце шиповидного отростка находится
тело с бугристой поверхностью. Размер корона-
вируса составляет 100–120 нм. Вирион коронави-
руса состоит из нуклеокапсида, мембраны, обо-
лочки и шипа (S), которые являются структурны-
ми белками. Белок S зрелого вириона состоит из
двух нековалентно связанных субъединиц: субъ-
единица S1 связывает коронавирус с клеткой-ми-
шенью, а субъединица S2 закрепляет белок S на
мембране. Итоги исследований взаимодействия

коронавируса с клеткой были отражены во мно-
гих работах (см., например, обзоры [1, 2]).

Белковые шипы коронавируса SARS-CoV-2
чрезвычайно гибки и упруги в отличие от более
жестких и ригидных шипов других коронавируса,
например, гриппа. В верхней части белка имеется
петля, являющаяся рецептор-связывающим до-
меном (RBP), не покрытая молекулами гликанов
(полисахаридов). Его функция – прикрепиться к
рецептору ACE2, который находится на поверх-
ности большинства клеток слизистой горла и лег-
ких человека. После того, как коронавирусные
шипы прикрепились к рецептору ACE2, прочие
белки, имеющиеся на поверхности человеческой
клетки, запускают процесс, который приводит к
слиянию вирусной и клеточной мембран. Коро-
навирус SARS-CoV-2 эффективно использует
фермент TMPRSS2, обнаруженный в больших
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количествах на внешней оболочке респиратор-
ных клеток. На начальном этапе TMPRSS2 разре-
зает сайт, участок молекулы белка, на субъедини-
це S2 шиповидного отростка коронавируса. Через
этот разрез ряд гидрофобных аминокислот про-
никает в ближайшую мембрану клетки-хозяина.
Затем удлиненный шип складывается словно за-
стежка-молния, заставляя мембраны вируса и
клетки сливаться.

Слияние между вирусной и клеточной мем-
бранами образует пору слияния, через которую
вирусная РНК высвобождается в цитоплазму
клетки-хозяина для снятия оболочки и реплика-
ции. Другие коронавирусы, например, гриппа
или атипичной пневмонии, вторгаются в клетку с
помощью эндосомы, при этом никакие поры не
образуются. Очевидно, что способность корона-
вируса проникнуть внутрь клетки зависит от
свойств мембраны, а именно, от ее упругости.
Чем сложнее вирусным белкам будет деформиро-
вать клеточную мембрану и дать возможность об-
разованию поры слияния, тем меньше вероят-
ность того, что вирус сможет проникнуть в клет-
ку.

Согласно жидкостно-мозаичной модели
структуры мембраны, предложенной в работе [3],
биологическая мембрана представляет собой два
параллельных слоя липидов. В мембрану вкрап-
лены различные мембранные белки. Некоторые
из них находятся на внешней или на внутренней
поверхности липидной части мембраны; другие
пронизывают всю толщу мембраны насквозь.
При физиологических температурах мембраны
находятся в жидкокристаллическом состоянии и
проявляют свойства упругости только вдоль оси
z, перпендикулярной двум слоям липидных моле-
кул, образующих поверхность оболочки. Если си-
ла действует вдоль слоев, то в этом направлении
закон упругости не работает, и тело ведет себя как
вязкая жидкость. Тела с вышеописанными свой-
ствами называются смектическими. В смектиках
все длинные оси молекул перпендикулярны по-
верхности слоя. Толщина каждого слоя равна
длине одной липидной молекулы. Если воздей-
ствовать силой вдоль оси z, то расстояние между
плоскостями изменится и произойдет искривле-
ние слоев. При этом, как и в твердом теле, воз-
никнут упругие силы, стремящиеся вернуть тело
в прежнее состояние. Толщина клеточной мем-
браны составляет 7–12 нм.

Авторы работ [4, 5], применявшие методы на-
нотрибологии для определения нормальных сил
при внедрении кантилевера (механического зон-
да) в образец, получили результат, что для поли-
меров и биологических тканей жесткость такой
системы можно заменить эквивалентной работой
пружины, для которой применим закон Гука.

В работе рассматривается теоретическая мо-
дель механических закономерностей образова-
ния поры слияния при проникновении корона-
вируса в клетку.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СИЛЫ ПРИЖИМА
В МОМЕНТ ПРИСОЕДИНЕНИЯ 

ШИПОВИДНОГО ОТРОСТКА 
К ОБОЛОЧКЕ КЛЕТКИ

Авторы работы [6] разработали теоретическую
модель, которая предсказывает энергетические
затраты, требующиеся для проникновения вирус-
ных белков внутрь клетки-мишени. Оказалось,
что на процесс слияния мембран влияют не-
сколько ключевых факторов. Во-первых, это гео-
метрические параметры белков слияния. Очевид-
но, что от их пространственной укладки зависит
то, как они будут работать с мембраной. Кислот-
ность среды – это второй фактор. Наконец, тре-
тий главный фактор – это так называемые «раф-
ты» (от англ. raft – плот). Как известно, липидная
мембрана в норме пребывает в полужидком со-
стоянии, в ней, как в липидном море, плавают
крупные молекулы и молекулярные комплексы.
Рафты представляют собой как раз такие жесткие
молекулярные плоты или островки, относитель-
но свободно перемещающиеся по полужидкой
клеточной мембране. Они взаимодействуют с ви-
русными белками и играют решающую роль в
том, как пойдет процесс слияния. Если в том ме-
сте, где вирусные белки слияния атакуют клеточ-
ную мембрану, оказывается рафт, то вирусу про-
никнуть в клетку будет значительно легче.

Сравним размеры клетки и коронавируса. Раз-
мер клетки – это единицы микрометров, размер
оконечности шиповидного отростка коронавиру-
са – в 1000 раз меньше, единицы нанометров.
При этом в области контакта имеется высокая
концентрация силовых напряжений, которые
слабо зависят от конфигурации тел вдали от обла-
сти контакта [7] Данное механическое взаимо-
действие по форме можно схематически заменить
взаимодействием оконечности коронавируса с
жестким рафтом. Задачи контактного взаимодей-
ствия различных по форме тел по определению
нормальной силы прижима были решены авто-
ром работы [8].

Рассмотрим случай воздействия коронавиру-
са, имеющего оконечность шиповидного отрост-
ка круглой формы. Схема нормального контакта
системы «коронавирус – оболочка клетки» во
время присоединения к рецепторам мембраны
представлена на рис. 1. Определим силу прижи-
ма, возникающую при сжатии структурного бел-
ка шиповидного отростка коронавируса во время
присоединения к мембране клетки. Из теории
упругости известно, что результирующая сила
может быть представлена в виде суммы сил, дей-
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ствующих на каждый элемент поверхности кон-
такта, т.е. в виде некоторого интеграла по этой
поверхности. Поэтому необходимо определить
силу прижима на каждом элементе области кон-
такта, а затем просуммировать по площади кон-
такта.

Заменим упругое взаимодействие каждой точ-
ки контакта пружиной. Длина пружин, находя-
щихся в контакте с поверхностью, определяется
из геометрических соотношений, как

l(r) = l0 – Δl + r2/2·Rsh, (1)

где l0 – длина недеформируемой пружины, м; Δl
– величина максимальной деформации пружи-

ны, м; Rsh – радиус округлой оконечности шипо-
видного отростка, м.

Определим радиус области контакта a0 из гра-
ничного условия на краю области контакта:

l0 – Δl + a0
2/2·Rsh = l0. (2)

Отсюда для радиуса области контакта нахо-
дим:

(3)

В соответствии с законом Гука для полной си-
лы прижима  (в ньютонах) находим 

(4)

где A0 – круговая площадь области контакта, м2;
k – коэффициент жесткости структурного белка
шиповидного отростка, Н/м, E – модуль Юнга
структурного белка шиповидного отростка, Па,
Н/м2.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЛОКАЛЬНОГО 
МЕХАНИЧЕСКОГО КРИТЕРИЯ 

ПРОЧНОСТИ МЕМБРАНЫ КЛЕТКИ
ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ КОРОНАВИРУСА

С учетом масштабных отношений сила при-
жима  для клетки является точечной сосредото-
ченной силой. Эта сила направлена перпендику-
лярно к поверхности оболочки. В этом направле-
нии жидкокристаллическая мембрана клетки
ведет себя как твердое тело. Задача определения
энергии деформации при взаимодействии точеч-
ной сосредоточенной силы с мембраной была ре-

шена Л. Ландау и Е. Лифшицем [9], а также
Л.В. Погореловым [10].

При воздействии сосредоточенной силы на
оболочку могут реализоваться два варианта. В
первом варианте сосредоточенная сила произво-
дит небольшой изгиб в области вокруг точки при-
ложения силы (схема такого воздействия изобра-
жена на рис. 2); во втором – при воздействии по-
перечной силы в оболочке могут возникнуть
выпучивания, меняющие ее форму (схема обла-
сти выпучивания изображена на рис. 3).

1. Рассмотрим вариант образования изгиба в
области вокруг точки приложения поперечной
сосредоточенной силы (рис. 2). Даже при слабом
изгибе имеет место сила растяжения. Приближа-
ясь к точке приложения сосредоточенной силы,
энергия изгиба растет, а энергия растяжения па-
дает. При определении деформации вблизи точки
приложения сосредоточенной силы необходимо
учитывать обе эти энергии. Примем порядок ве-
личины области деформации за d1 (м), тогда пло-

= ⋅ Δ ⋅0 sh2 .a l R


P

π Δ π Δ= ⋅ − Δ ⋅ π = =
 0 2 22

sh sh

0 sh 0 00

( ) 2 ,
2

kR l ER lk rP l rdr
A R A l

a

P


Рис. 1. Схема взаимодействия коронавируса, имеющего округлую оконечность шиповидного отростка, с поверхностью
оболочки клетки
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щадь этой области имеет порядок ~d1
2. Тензор де-

формации будет порядка ζ1/R, где ζ1 – величина
деформации в м, R – радиус оболочки клетки в м.
Проведя расчеты, основанные на теории упруго-
сти, авторы работ [8, 9] получили следующие за-
висимости:

– для полной энергии силы растяжения

En1st ~ E1h(ζ1/R)2d1
2 (Дж), (5)

– для полной энергии изгиба

En1bend ~ E1h3ζ1
2/R4 (Дж), (6)

где E1 – модуль упругости Юнга смектической

оболочки клетки (Па, Н/м2),  – толщина обо-
лочки клетки (м);

– для полной энергии деформации

En1tot ~ E1h2ζ1
2/R (Дж). (7)

Величина области деформации определяется
из условия минимума En1tot и равна d1 (м): ь

(8)
Варьируя En1tot по ζ1 и приравнивая величине

работы силы прижима , найдем величину про-
гиба ζ1: 

(9)

2. При образовании области выпучивания, яв-
ляющейся шаровым сегментом (рис. 3) основная
часть упругой энергии сконцентрирована вблизи
края области выпучивания. В этой области изгиб
оболочки сравнительно велик. Предполагаем,
что размер области выпучивания r2 (м), причем
r2 << R. Обозначим ширину полосы области изги-
ба d2 (м), площадь полосы изгиба ~r2d2 (м2). В

h

1 ~ .d hR

P


⋅ ⋅
 2

1 1ζ ~ / .P R E h

этой области основные энергии – это энергия из-
гиба вдоль меридиана и энергия растяжения
вдоль параллели. Обозначим через ζ2 (м) смеще-
ние точек оболочки в полосе изгиба.

В результате проведенных расчетов [9, 10] бы-
ли получены следующие зависимости для обла-
сти полосы изгиба:

– для полной энергии силы растяжения 

En2st ~ E1hd2
3·r2

3/R4 (Дж); (10)

– для полной энергии изгиба

En2bend ~ E1h3·r2
3/R2·d2, (Дж); (11)

– для полной энергии деформации

En2tot ~ E1r2
3(h/R)5/2/R =

= const·E1h5/2·H3/2/R (Дж), (12)

где H – глубина прогиба (м);
– постоянная const равна

const  = 1.2·(1 – σ2)–3/4,(13) (13)

где σ - коэффициент Пуассона.
Величина области деформации определяется

из условия минимума En2tot и равна d2 (м): 

(14)

Зависимость между глубиной прогиба H и ве-
личиной приложенной сосредоточенной силы  

получится приравниванием  к производной от
полной энергии En2tot по H и равна

(15)

2 ~ .d hR


P


P
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Рис. 3. Схема влияния точечной сосредоточенной
силы  на оболочку (2-й вариант).P


Рис. 2. Схема влияния точечной сосредоточенной
силы  на оболочку (1-й вариант).P


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Зависимость между глубиной прогиба H и ра-
диусом оболочки R имеет нелинейный характер.
Для оболочки клетки, являющейся жидким кри-
сталлом, ситуация с образованием области выпу-
чивания невозможна. В этом случае смектик дол-
жен претерпевать двойной изгиб – внутри обла-
сти выпучивания в виде прогиба и в полосе
области вторичного изгиба. При изгибе жидкого
кристалла внутренние слои скашиваются, и этот
перекос должен компенсироваться иным переко-
сом в другом месте. При возникновении двойно-
го перекоса и отсутствия свободных краевых
условий для компенсации, так как граница обо-
лочки замкнута, произойдет расхождение слоев,
позволяющее образовать пору слияния. Опреде-
лить величину радиуса клетки Rbreak, при которой
произойдет образование поры слияния, можно
приравниванием величин прогиба первого ζ1
(формула (9)) и второго H (формула (15)) вариан-
тов. В результате получим

(16)

Полученная зависимость определяет локаль-
ный критерий прочности клетки, заключающий-
ся в том, что, если радиус клетки будет больше,
чем величина Rbreak, то произойдет образование
поры слияния, позволяющей полное открытие
капсида оболочки коронавируса и проникнове-
ние генетического материала внутрь клетки.

ОБСУЖДЕНИЕ
На основе вышеизложенных формул рассчи-

таем приблизительную величину Rbreak (формула
(16)), при которой возникает образование поры
слияния. Данные расчеты необходимы для опре-
деления качественной картины механического
взаимодействия коронавируса с оболочкой
клетки.

Необходимо отметить, что в формуле (16) при-
сутствует отношение E1/E при подстановке вели-
чины силы прижима. В литературе имеются про-
тиворечивые данные о величине модуля Юнга
для мембран эритроцитов: от 1.4–1.7 кПа до
11.7 кПа [11, 12]. Вероятно, имеет место нелиней-
ный характер зависимости модуля Юнга от пара-
метров системы. Для структурного белка шипо-
видного отростка данных по величине модуля
Юнга нет. Известно, что белок допускает макси-
мальную деформацию в размере одного ангстре-
ма. Для жидкокристаллической оболочки мем-
браны клетки максимальная величина деформа-
ции Δl не может превышать величины 0.01h/2, где
h/2 – это величина шага решетки жидкого кри-
сталла, равная длине одной молекулы или поло-
вине величины толщины оболочки. Получается,
что порядок максимальной величины деформа-
ции структурного белка шиповидного отростка

3
break 1~ / .R E h P

коронавируса и мембраны клетки примерно один
и тот же. Допустим, что отношение E1/E равно
единице. Будем считать, что данное допущение
правомерно для качественной картины механи-
ческого взаимодействия коронавируса с оболоч-
кой клетки.

Определим величину силы прижим  по фор-
муле (4) и подставим в формулу (16), приняв от-
ношение Rsh/l0 равным единице. Получим, что
порядок величины Rbreak ≈ 100·10–6 м. Соответ-
ственно порядок величины диаметра клетки, при
которой возникает пора слияния, будет прибли-
зительно равен 200 мкм.

При заболевании коронавирусом основное
поражение возникает в легочной ткани. Извест-
но, что диаметр альвеол увеличивается в зависи-
мости от возраста: у новорожденных он составля-
ет 150 мкм, у взрослых – 280 мкм, у пожилых лю-
дей – 300–350 мкм. Факт тяжелого течения
заболевания у пожилых людей, вероятно, связан с
большим размером их клеток легочной ткани по
сравнению с размером клеток других возрастных
групп. Произведенные расчеты показывают, что
чем меньше будет размер клетки, тем меньше ве-
роятность образования поры слияния и соответ-
ственно повреждения клетки при воздействии
коронавируса. Одним из путей уменьшения вели-
чины размера клетки является уменьшение коли-
чества внутриклеточной жидкости. На начальном
этапе заболевания применение препаратов-диу-
ретиков может быть эффективной терапией,
предотвращающей патологическое повреждение
легочной ткани.

В дальнейшем необходимо провести исследо-
вания влияния формы оконечности шиповидно-
го отростка на величину силы прижима . Раз-
личные мутации коронавируса имеют характер-
ные формы шиповидного отростка. Например,
определим величину Rbreak в случае, если форма
шиповидного отростка коронавируса представ-
ляет собой цилиндрический стержень. Силу при-
жима в этом случае можно определить методом,
который применяли для определения силы при-
жима в случае округлой формы оконечности от-
ростка (формула 4). В случае действия цилиндри-
ческого стержня на оболочку клетки сила прижи-
ма может быть вычислена по формуле

 где А0 – площадь области контак-

та в форме круга (м2); l0 – высота цилиндра, дли-
на недеформируемой пружины (м); Δl – величина
максимальной деформации пружины (м); Е – мо-
дуль Юнга структурного белка шиповидного от-
ростка (Па, н/м2). Допустим, что l0/h = 1. Радиус
основания положим равным 0.2 нм. Тогда поря-
док величины Rbreak будет приблизительно равен
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1000 мкм. В этом случае штамм коронавируса ме-
ханически не сможет образовать пору слияния и
локально повредить оболочку клетки. При воз-
никновении новых штаммов, у которых шипо-
видный отросток будет воздействовать на оболоч-
ку клетки с меньшей величиной силы прижима,
тяжесть течения заболевания будет снижаться.

Локальные повреждения оболочки клетки ак-
тивизируют свертывающую систему крови, при
этом повышается количество тромбоцитов для
«ликвидации» такого повреждения. Одновремен-
но с этим повышается риск тромбозов. Если по-
вреждение имеет малые размеры, то возможно са-
мовосстановление мембраны клетки. Предста-
вим, что в мембране возникло отверстие
радиусом rhole. Образование в мембране отвер-
стия приводит к увеличению площади поверхно-
сти по периметру отверстия на величину 2πrholeh,
где h – толщина оболочки. Соответственно про-
порционально увеличивается энергия поверх-
ностного натяжения. С другой стороны, появле-
ние отверстия влечет потерю площади внутрен-
ней и внешней сторон поверхности оболочки на
величину 2πrhole

2, что приводит к потере энергии
поверхностного натяжения. Если разница в энер-
гиях складывается в пользу последней, то образо-
вавшееся отверстие самовосстанавливается за
счет перехода молекул липидов из нижнего, более
плотно «упакованного» слоя мембраны в верхний
слой с использованием кромки отверстия. С ро-
стом радиуса rhole отверстие достигает критиче-
ского размера, равного толщине мембраны h, при
превышении которого произойдет локальное по-
вреждение мембраны. Такое повреждение мем-
браны коронавирусом наиболее вероятно при
больших размерах клетки. Данное упругое свой-
ство коронавируса может быть использовано при
антираковой терапии, так как при аноксии рако-
вой клетки происходит ее набухание [13] и, соот-
ветственно, значительное увеличение размеров.

ВЫВОДЫ

1. Упругие и гибкие шипы коронавируса, име-
ющие белковую структуру, прикрепляются к ре-
цепторам оболочки клетки-мишени АСЕ2. С по-
мощью фермента TMPRSS2 запускается меха-
низм слияния вирусной и клеточной мембран с
образованием поры слияния, через которую про-
исходит раскрытие капсида оболочки коронави-
руса и проникновение вирусной РНК внутрь
клетки. В работе рассматривается теоретическая
модель механических закономерностей образова-
ния поры слияния при проникновении корона-
вируса в клетку.

2. На основе закономерностей механики кон-
тактного взаимодействия и теории упругости
определяется критическая величина радиуса
клетки, при которой произойдет образование по-
ры слияния и локальное повреждение оболочки
клетки.

3. Произведенные расчеты показывают, что,
чем меньше будет размер клетки, тем меньше ве-
роятность локального повреждения клетки при
воздействии коронавируса. Уменьшить величину
размера клетки можно уменьшением количества
внутриклеточной жидкости. На начальном этапе
заболевания применение препаратов-диуретиков
может быть эффективной терапией, предотвра-
щающей патологическое повреждение клеток.

4. Так как критическая величина радиуса клет-
ки обратно пропорционально зависит от силы
прижима в момент прикрепления коронавируса к
оболочке, необходимы дальнейшие исследова-
ния зависимости геометрической формы и разме-
ров оконечности шиповидного отростка различ-
ных видов штаммов коронавируса на силу при-
жима. При возникновении штамма, у которого
шиповидный отросток будет воздействовать на
оболочку клетки с меньшей величиной силы при-
жима, тяжесть течения заболевания будет сни-
жаться.

5. Необходима проверка выводов теоретиче-
ского исследования экспериментальными мето-
дами.
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 Part of Anti-COVID Therapy Based on a Theoretical Model Describing Mechanics 
of Contact Interaction between Coronavirus and Cell Membrane

 N.A. Koltcova

Saint-Petersburg, Russia

This article proposes a theoretical model of mechanical feedback in pattern formation on deforming a mem-
brane when coronavirus enters a cell. Coronavirus stiff and flexible spike proteins attach to ACE2 receptors
on the cell membrane of the target cell. TMPRSS2 triggers the fusion of the viral and cell membranes with
the formation of a fusion pore leading to opening of a capsid surrounded by the coronavirus envelope and viral
RNA release into the cell. Based on mechanical feedback analysis of contact interaction and elastic shell the-
ory, a critical value of cell radius, at which a fusion pore is formed and membrane damage occurs locally, is
determined. The results revealed that the smaller the cell size, the less likely that the cell will be damaged me-
chanically when exposed to the virus. One of the ways to reduce the cell size is to decrease intracellular f luid
volume through the use of medicines - diuretics. The critical value of cell radius is inversely proportional to
the value of binding energy at the time of attachment of the coronavirus to the cell membrane. Further re-
search is required to improve our knowledge of the dependency of binding energy on the shape and sizes of
spikelike bumps for various types of coronavirus strains. It may be predicted that when a new coronavirus
strain will emerge, it may produce lower binding energy to cell surface and the severity of the disease may de-
crease. It is necessary to verify the conclusions of the theoretical study by experimental methods.

Keywords: coronavirus, lipid shell of the cell, mechanics of contact interaction, liquid crystal, elastic shell theory
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Для объяснения факта преобладания бессимптомных форм инфекции SARS-CoV-2 вводится
гипотеза о направленной перестройке популяции возбудителя, сводящейся к изменению двух
важнейших его параметров – контагиозности и патогенности. Согласно гипотезе, восприимчивые
и бессимптомные формы инфекции оказывают влияние на скорости изменения контагиозности и
патогенности, а последние – на скорости инфицирования и заболевания, что в итоге меняет
соотношение бессимптомных и манифестных форм. С помощью математической модели,
построенной в этой гипотезе и идентифицированной по данным для первой волны COVID-19 в
Санкт-Петербурге, проверяется наличие соответствия между направленным изменением
микробиологичеких параметров модели и изменением соотношения бессимптомных и
манифестных форм. Делается вывод о возможном влиянии направленной мутации возбудителя на
это соотношение.

Ключевые слова: гипотеза, мутация, бессимптомные инфекции.
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Бессимптомные формы острых респиратор-
ных инфекций до сих пор привлекают интерес
своей нетипичностью. Их роль нынче ставится в
ряд актуальных проблем эпидемиологии, особен-
но в связи с тем, что новый возбудитель SARS-
CoV-2 показал себя прародителем подавляющей
доли бессимптомно инфицированных среди всех
инфицированных – свыше 80% [1]. В связи с
этим возник вопрос о причине столь поразитель-
ного соотношения. Высказанное в работе [2] сме-
лое суждение о стратегии вируса SARS-CoV-2 на
обеспечение длительности своего существования
в популяции человека в какой-то степени отвеча-
ет на этот вопрос, так как в основу суждения взято
сравнение нового возбудителя с его предшествен-
ником SARS-CoV, быстро вышедшем из циркуля-
ции вследствие низкой контагиозности, но имев-
шем высокую патогенность. Переход к обратному
сочетанию, дающему популяции вируса большую
вероятность сохраниться, требует наличия опре-
деленных генетических свойств [3]. В частности,
это возможно при наличии в популяции возбуди-
теля механизма направленной перестройки своих
параметров, что в итоге может сказываться на со-

отношении бессимптомных и манифестных
форм. В связи с этим можно предположить, что
меньшая патогенность, но большая контагиоз-
ность (в сравнении с первоначальным вариан-
том) есть результат такой перестройки.

Предположение о перестройке взаимоотно-
шений популяций возбудителя и хозяина в ходе
их взаимодействия отводит к фундаментальной
идее В.Д. Белякова о саморегуляции эпидемиче-
ского процесса [4], которая используется для по-
строения математической модели. Обращение к
математическому моделированию как средству
проверки гипотез позволяет изучать на модели
влияние микробиологических процессов на их
эпидемические проявления и делать определен-
ные выводы относительно положения, высказан-
ного в гипотезе. 

Ниже описывается методика проверки, по-
строенная на введении опорного варианта пара-
метров и задании направленного отклонения от
него, имитирующего ту или иную стратегию ви-
руса. Подобная методика применена в работе [5].

УДК 616.98:578.2
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МОДЕЛЬ

Для отображения эффекта внутренней регуля-
ции предлагается модель, берущая начало от мо-
дели Кермака–Мак Кендрика, но с дополнением
ее микробиологическими показателями. Такими
выбраны контагиозность и патогенность. Кон-
тагиозность отвечает за распространение возбу-
дителя, а патогенность – за симптоматику забо-
левания. При этом с целью упрощения модели
учитывается лишь изменчивость популяции воз-
будителя; изменчивость популяции хозяина не
рассматривается. Введем обозначения: S – коли-
чество восприимчивых, IL – количество лиц с
бессимптомным течением инфекции, IK – с ма-
нифестным, RL – количество лиц, приобретших
иммунитет в результате бессимптомного течения
инфекции, а RK – в результате клинически выра-
женного течения, K – контагиозность возбудите-
ля, P – патогенность. Полагаем, что начальный
охват населения инфекцией протекает в скрытой
форме и состоит в инфицировании восприимчи-
вых со стороны IL и IK. Переход инфекции из ви-
русной стадии в бактериальную интерпретирует-
ся как переход из бессимптомной формы в мани-
фестную. Его эпидемическим проявлением
становится переход IL → IK и начало появления
клинически выраженных форм инфекции
(рис. 1). 

Внутренняя регуляция задается следующим
образом: переход S → IL регулируется показателем
контагиозности, а переход IL → IK – показателем
патогенности. При этом возбудитель вирусной
природы постепенно замещается возбудителем
бактериальной природы. Обратная связь эпиде-
мических проявлений с микробиологическими
процессами задается параметрами активизации и
подавления. 

Предполагается, что наличие восприимчивых
инициирует активизацию роста контагиозности,
а наличие бессимптомно инфицированных – ак-
тивизацию роста патогенности. В соответствии с
этим примем: с – параметр активизации контаги-

озности со стороны восприимчивых (S), а c′  – па-
раметр активизации патогенности со стороны ла-
тентно инфицированных (IL), g и g′ – параметры
подавления активности. 

Обозначим через vL скорость инфицирования
со стороны латентно- и манифестно-перенося-
щих инфекцию: 

vL = (kAIL + kA1IK)KS,

а через vK – cкорость перехода инфицированных

из вирусной стадии инфекции в бактериальную: 

vK = kBILP,

где kB, kA и kA1 – коэффициенты перехода. Коэф-
фициенты, обратные длительностям течения ин-
фекции в бессимптомной и клинической формах,
обозначены через βL и βK. Рост переменных RL и
RK отражает увеличение защиты популяции хозя-
ина, но уравнения для  и  могут быть исклю-
чены из описания модели в силу уравнения со-
хранения S + IL + IK + RL + RK = H = const. Тогда
математическая модель эпидемических проявле-
ний микробиологических процессов получает
следующий вид: 

ИДЕНТИФИКАЦИЯ МОДЕЛИ
Для идентификации модели воспользуемся

данными по динамике IK, приведенными в работе
[6] для первой волны COVID-19 в Санкт-Петер-
бурге, а также результатом измерения доли лиц с
бессимптомным течением инфекции в общем
числе серопозитивных (имеющих специфиче-
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Рис. 1. Внутренняя регуляция взаимодействия популяций возбудителя и хозяина. Популяция хозяина представлена
фазовыми показателями S, IL, IK, RL, RK; популяция возбудителя – показателями K и P; двойные стрелки – потоки,
одинарные стрелки – регуляторные связи).
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ские антитела к SARS-CoV-2) испытуемых, пола-
гая IL/(IL + IK) ~ IL/IK при IL >> IK (табл. 1).

Численная идентификация параметров моде-
ли по этим данным при S(0) = 5 млн чел., IK(0) = 1
(первый больной, выявленный 2 марта 2020 г.), а
также IL/IK = 82.32 (на 16-й неделе от первого от-
меченного случая заболевания) дала следующий
результат: 

kA = 0.00000005, kB = 0.007214, 

kA1 = 0.0045, βL = 0.067, βK = 0.05, 

c = 0.000001, g = 0.7, c′ = 0.000003, g′ = 0.9, 
IL(0) = 1000, K(0) = 0.02, P(0) = 0.01.

Этим определен опорный вариант параметров
и начальных данных. Динамика показателя IK,
соответствующая этому варианту, показана на
рис. 2, а динамика показателей K и Р – на рис. 3.
Сопоставление реальных данных с модельными
приведено в табл. 1. Модельное соотношение
IL/IK на 16-й неделе от первого больного состави-
ло 82.32 (при реальном соотношении 84.5).

МЕТОДИКА МОДЕЛЬНЫХ 
ЭКСПЕРИМЕНТОВ

Так как направленное отклонение параметров
c и c′ от их опорных значений имитирует направ-
ленную мутацию возбудителя, то можно воспро-
изводить ту или иную стратегию возбудителя: на
смягчение активности либо усиление, наблюдая
изменения микробиологических показателей K и
P и эпидемических показателей IK и IL. В соответ-
ствии с этим методика модельных экспериментов
состоит в следующем. Имитация стратегии возбу-
дителя на длительное существование выполняет-
ся путем увеличения коэффициента c, но при од-
новременном уменьшении коэффициента c′ (что
соответствует увеличению контагиозности, но
уменьшению патогенности). Наблюдение за из-
менением соотношения бессимптомных и мани-
фестных форм (IL/IK) в ходе реализации этой
стратегии позволяет соотнести направление, в
котором протекает изменение этого соотноше-
ния, с направлением изменения показателей K и
P (и то и другое прослеживается за движениями в
плоскостях (IL, IK), (K, P). При совпадении этих
направлений делается вывод о наличии зависи-

Рис. 2. Результат верификации модели по данным об изменении числа выявленных больных IK (сплошная линия –
модельные значения, квадраты – реальные понедельные значения в пересчете на 5 млн человек [6], кружок – период
обследований на 16-й неделе, t = 0 соответствует обнаружению первого больного). 

Таблица 1. Реальная и модельная динамика числа выявленных больных (IK)

Недели (от первого больного) 1 4 6 8 11 13 16

Реальная заболеваемость, 
чел/нед. 1 25 340 1220 2835 2420 1466

Модельная заболеваемость, 
чел/нед. 1 12 117 1141 2811 2183 1073

Примечание. Реальная динамика представлена с пересчетом данных работы [6] на 5 млн чел.
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мости между ними. Можно предположить, что
возможна и обратная стратегия вируса. В этом
случае показатели c и c′ изменяются в обратном
порядке.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты выполнения описанной методики
для той и другой стратегий вируса отражены в
табл. 2, где смягчение патогенной активности со-
ответствует нынешней стратегии вируса SARS, а

усиление – предположенной обратной стратегии.
Соотнесем эти результаты с гипотезой о направ-
ленной перестройке популяции возбудителя.

Исходная посылка о направленной перестрой-
ке популяции возбудителя объясняет факт преоб-
ладания латентных форм инфекции как результат
снижения агрессивности вируса SARS-CoV-2 в
сравнении с его предшественником SARS-CoV,
но увеличении распространяемости. При нали-
чии внутренней регуляции направленное измене-
ние параметров c и c′ имитирует направленную

Рис. 3. Динамика микробиологических и эпидемических показателей: а – изменения контагиозности (K) и патоген-
ности (Р), б – изменение соотношения бессимптомных и манифестных форм инфекции IL/IK. 

Таблица 2. Результаты сравнения двух стратегий вируса SARS (усиления активности и смягчения)

Усиление активности Смягчение активности

Позиция 2 Позиция 1 Опорная позиция Позиция 1 Позиция 2

c 0.0000001 0.0000005 0.000001 0.0000012 0.0000015

c' 0.00001 0.000008 0.000003 0.000002 0.000001

t 98 83.8 67.4 63 58

IK 13301 8367 2836 2395 2067

IL 513448 621842 1107003 1252712 1406702

K 0.017 0.028 0.047 0.055 0.068

P 0.179 0.093 0.018 0.013 0.010
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перестройку: увеличение с соответствует росту
контагиозности (K), а уменьшение c' – спаду па-
тогенности (P), то и другое вместе – стратегии
возбудителя на более длительное выживание в че-
ловеческой популяции. Подтверждением этому
является ускорение роста числа бессимптомно

инфицированных (IL), но замедление роста числа
манифестных случаев (IK), т. е. смещение отно-
шения IL/IK в сторону увеличения, что и наблю-
дается в случае с COVID-19. Тем самым гипотеза
о направленной перестройке популяции возбуди-
теля как причине смещения IL/IK в сторону уве-
личения приобретает себе опору в результатах ма-
тематического моделирования: стратегия возбу-
дителя на выживание отражается направленной
перестройкой (рис. 4а,б), результат которой на-
блюдаем по росту отношения IL/IK (рис. 4в).

ВЫВОДЫ
Предложена математическая модель, сочетаю-

щая эпидемические показатели с микробиологи-
ческими.

Предложена методика математического экс-
периментирования, основанная на введении
опорного варианта параметров и начальных дан-
ных.

Предложено объяснение эффекта преоблада-
ния бессимптомных форм, основанное на  учете
направленной перестройки популяции возбуди-
теля.
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 Single SARS Virus Mutation as a Possible Cause of the Prevalence of Asymptomatic 
COVID-19 Infection Forms
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To explain the prevalence of asymptomatic SARS-CoV-2 infection forms, a hypothesis on a single virus mu-
tation that causes changes in two important factors such as virus infectiousness and pathogenicity is proposed.
According to this hypothesis, susceptible and asymptomatic forms affect the rate of change in infectiousness
and pathogenicity, thereby influencing the rate of infectivity and the onset of a disease and as a result, altering
the ratio of asymptomatic forms to symptomatic cases. With a mathematical model, constructed based on this
hypothesis and identified using data from the first wave of COVID-19 in Saint-Petersburg, a correlation be-
tween changes in microbiological parameters of the model and changes in a ratio of asymptomatic forms to
symptomatic cases is verified. It is concluded that single virus mutation may affect the ratio.
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