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Рыбные ресурсы  –  как морские, так и пресно-
водные виды рыб – считаются одним из основных 
источников омега-3-полиненасыщенных жир-
ных кислот (ПНЖК) для человека [1]. Ранее нами 
были обнаружены виды и формы пресноводных 
рыб с высоким содержанием наиболее ценных оме-
га-3 ПНЖК – эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК,  
20:5n-3) и докозагексаеновой кислоты (ДГК, 22:6n-3). 
Так, установлено, что некоторые формы арктиче-
ского гольца Salvelinus alpinus complex [Linnaeus, 
1758] из озер Норило-Пясинской системы содержат 
в мышечной ткани от 3.5 до 21.1 мг/г ЭПК + ДГК [2]. 
При этом арктический голец перспективен для вве-
дения в товарную аквакультуру из-за достаточно 
быстрого темпа роста [3]. 

УДК 577.1:597.552.5

ЖИРНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ МОЛОДИ АРКТИЧЕСКОГО ГОЛЬЦА 
(SALVELINUS ALPINUS COMPLEX) ИЗ ЕСТЕСТВЕННЫХ ЭКОСИСТЕМ  

И АКВАКУЛЬТУРЫ
© 2024 г.       А. Е. Рудченко1, 2, *, В. А. Карпов1, член-корреспондент РАН Н. Н. Сущик1, 2, 

Л. А. Глущенко1, член-корреспондент РАН М. И. Гладышев1, 2

Поступило 13.11.2023 г.
После доработки 23.11.2023 г.

Принято к публикации 24.11.2023 г.

Установлены значительные отличия жирнокислотного состава мышечной ткани молоди арктического 
гольца Salvelinus alpinus [Linnaeus, 1758] из естественной среды обитания (оз. Собачье) и аквакультуры, 
а также молоди проходной формы гольца (мальмы) Salvelinus malma [Walbaum, 1792] из р. Авача. 
Выявленные отличия между аквакультурной и дикой молодью гольца были связаны с разными 
источниками пищи. Для мышечной ткани молоди гольцов из естественной среды обитания были 
характерны значительно более высокие уровни жирных кислот – биомаркеров диатомовых водорослей, 
а также биомаркеров морских копепод у проходной формы. У молоди гольцов из аквакультуры 
были выявлены достоверно более высокие уровни линолевой кислоты, а также длинноцепочечных 
мононенасыщенных кислот, источником которых могли быть аквакультурные корма. Выявленные 
различия в питании молоди аквакультурных и диких гольцов не оказали влияния на содержание в 
мышечной ткани биохимически ценных омега-3-полиненасыщенных жирных кислот: содержание 
эйкозапентаеновой и докозагексаеновой кислот у молоди из естественных экосистем и аквакультуры 
было близким.

Ключевые слова: арктический голец, молодь рыб, биомаркерные жирные кислоты, жирнокислотный 
состав, аквакультура.
DOI: 10.31857/S2686738924020014, EDN: WGBPJA

Одним из важных вопросов при введении вида 
в аквакультуру является не только получение вы-
сокопродуктивных пород, но и сохранение биохи-
мического качества рыбной продукции. Известно, 
что содержание ЭПК и ДГК в рыбах зависит в пер-
вую очередь от филогенетической принадлежно-
сти [4]. Рыбы отряда лососеобразных считаются 
одними из самых ценных видов по содержанию 
длинноцепочечных омега-3 ПНЖК. Однако при 
аквакультурном выращивании лососевых рыб од-
ним из важных факторов, влияющих на состав и 
содержание жирных кислот в их мышечной ткани, 
являются используемые пищевые ресурсы [5]. В 
естественных экосистемах высокий генетический 
потенциал гольцов, обусловливающий значитель-
ное содержание в них ЭПК и ДГК, поддерживает-
ся кормовой базой, богатой источниками этих ЖК 
(диатомовые, динофитовые водоросли). При выра-
щивании гольцов в условиях аквакультуры состав 
и содержание ЖК, вероятно, будет зависеть от со-
става и качества используемых кормов, а пищевая 
ценность гольца как источника ЭПК и ДГК может 
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оказаться как ниже, так и выше по сравнению с ди-
кими рыбами. 

Целью работы было сравнение жирнокислотно-
го состава мышечной ткани молоди арктического 
гольца из озера, реки и экспериментальной аква-
культуры для выявления различий в биохимической 
ценности диких и вводимых в аквакультуру рыб. 
Также проведен поиск ЖК-биомаркеров, которые 
могут быть использованы для установления проис-
хождения гольцов из естественной среды обитания 
либо аквакультуры. 

Годовики и двухлетки арктического гольца были 
отобраны из двух аквакультурных хозяйств, которые 
осуществляют экспериментальное выращивание 
одной и той же исходной формы. Дикие особи мо-
лоди арктического гольца отбирались в оз. Собачье 
(Норило-Пясинская система, Красноярский край), 
откуда ранее был получен рыбопосадочный мате-
риал для экспериментальной аквакультуры. Кро-
ме того, была отловлена молодь проходной формы 
гольца (мальмы) Salvelinus malma [Walbaum, 1792] из 
р. Авача (Камчатский край). Возраст особей из при-
родных экосистем составлял от 0+ до 2, и аквакуль-
туры – от 1+ до 3+. Для анализа отбирали мышеч-
ную ткань (0.5-1.0 г) со спинной стороны молоди 

гольцов. Липиды из тканей экстрагировали методом 
Фолча с модификациями. Этапы подготовки проб и 
анализа ЖК методом хромато-масс-спектрометрии 
были описаны ранее [2]. Расчеты средних значений 
и стандартных ошибок, дисперсионный анализ и 
анализ главных компонент выполнены с использо-
ванием пакета Statistica 9.0 (StatSoft Inc.).

Анализ главных компонент процентного со-
держания ЖК от общей суммы в мышечной тка-
ни показал значительные отличия молоди гольцов 
из естественной среды обитания и аквакультуры 
(рис. 1). ЖК состав молоди гольцов из двух экспе-
риментальных аквакультур был близок и не имел 
значительных отличий уровней основных кислот, 
за исключением ДГК (табл. 1). Мышечная ткань 
аквакультурной молоди отличалась достоверно бо-
лее высокими процентами 18:1n-9, 18:2n-6, и мононе-
насыщенных ЖК с 20 и 22 атомами углерода (Σ20:1 
и Σ22:1) (см. рис. 1, табл. 1), по сравнению с мо-
лодью гольца выросшей в оз. Собачьем. Вероятно, 
аквакультурный голец получал эти ЖК из корма, 
содержащего растительные масла, которые богаты 
18:1n-9 и 18:2n-6 [6-8]. Напротив, мышечная ткань 
молоди гольца из оз. Собачье отличалась достовер-
но более высокими уровнями кислот: 14:0, 16:1n-7,  

Таблица 1. Содержание жирных кислот (% от суммы ЖК, среднее значение ± стандартная ошибка) в мышечной ткани 
молоди арктического гольца (Salvelinus alpinus) и мальмы (Salvelinus malma) из аквакультуры и естественных экосистем. 
Величины имели нормальное распределение (согласно критерию Колмогорова  –  Смирнова). Значения, отмеченные 
одной буквой, не имели достоверных отличий в дисперсионном анализе по критерию Тьюки. Статистически достоверные 
значения (p < 0.05) приведены жирным шрифтом, n – число проб. 

Аквакультура 1 Аквакультура 2 оз. Собачье р. Авача
F pn-10 n-10 n-5 n-5

m ± SE m ± SE m ± SE m ± SE
14:0 1.3 ± 0.2A 1.3 ± 0.1A 2.6 ± 0.4B 3.2 ± 0.0B 14.9 0.0001

15–17 РЖК 1.0 ± 0.1A 0.8 ± 0.1AB 1.3 ± 0.1AC 1.1 ± 0.1AC 6.3 0.0049

16:1n-7 2.6 ± 0.2A 2.5 ± 0.1A 6.6 ± 1.8B 7.1 ± 0.1B 7.9 0.0018

18:1n-9 27.3 ± 2.0A 33.6 ± 1.5A 15.6 ± 3.4B 25.4 ± 1.3A 11.1 0.0003

18:2n-6 11.0 ± 0.6A 12.5 ± 0.7A 2.3 ± 0.3B 0.7 ± 0.0B 138.0 0.0000

18:3n-3 2.5 ± 0.1A 2.8 ± 0.1A 4.3 ± 1.96A 0.3 0.0B 15.8 0.0001

Σ20:1 3.3 ± 0.3A 2.7 ± 0.2A 0.9 ± 0.2B 2.1 ± 0.2A 22.5 0.0000

20:4n-6 1.2 ± 0.2A 1.1 ± 0.1A 2.3 ± 0.6B 0.6 ± 0.1A 5.1 0.0118

20:5n-3 4.6 ± 0.7A 2.6 ± 0.3B 7.9 ± 1.9C 7.1 ± 0.1C 5.5 0.0088

Σ22:1 1.7 ± 0.3A 1.2 ± 0.1A 0.2 ± 0.0B 1.5 ± 0.3A 11.2 0.0003

22:5n-3 1.0 ± 0.1A 0.7 ± 0.0A 2.0 ± 0.3B 2.0 0.1B 7.9 0.0018

22:6n-3 15.3 ± 2.2A 8.1 ± 1.1B 15.3 ± 4.1A 16.2 ± 0.2A 5.9 0.0198

НЖК 20.9 ± 0.4A 22.8 ± 0.8A 29.6 ± 1.6B 27.2 ± 0.1B 18.1 0.0000

МНЖК 38.8 ± 2.7A 44.2 ± 1.6A 29.0 ± 5.8B 41.9 ± 0.1A 4.1 0.0247

ПНЖК 40.2 ± 2.3 33.0 ± 1.1 41.4 ± 7.3 30.9 ± 0.2 1.8 0.1861

Примечание: 15–17 РЖК  –  жирные кислоты с разветвленной цепью атомов углерода, НЖК  –  насыщенные жирные кислоты, 
МНЖК – мононенасыщенные жирные кислоты, ПНЖК – полиненасыщенные жирные кислоты.
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и 20:5n-3 (см. рис. 1, табл. 1). Вероятными источ-
никами этих ЖК являются диатомовые водорос-
ли [9], которые находятся в основе пищевых сетей 
олиготрофных озер Норило-Пясинской системы. 
Очевидно, что отличия ЖК состава молоди из оз. 
Собачье и аквакультуры, посадочный материал 
которой был получен от особей, обитавших в оз. 
Собачье, обусловлены различными источниками 
пищи. Пищевой фактор, вероятно, повлиял и на 
особенности ЖК состава проходной формы кам-
чатского гольца – мальмы. В мышечной ткани мо-

лоди проходного гольца из р. Авача был отмечен 
высокий процент кислот Σ20:1 и Σ22:1 (см. табл. 1). 
Высоким содержанием этих ЖК отличаются мор-
ские копеподы, которые могут накапливаться в 
дикой молоди гольцов, передаваясь по цепям пи-
тания в случае их нагула в устьевой части реки, где 
возможно присутствие морских копепод. Кроме 
того, крупная молодь мальмы может поедать икру 
проходных лососевых рыб [10]. Аквакультурная 
молодь гольцов получает эти ЖК из кормов, в ко-
торые добавляют рыбную муку и биомассу копе-

Рис. 1. Анализ главных компонент жирнокислотного состава (% от суммы ЖК) в мышечной ткани молоди 
арктического гольца (Salvelinus alpinus) и мальмы (Salvelinus malma) из аквакультуры и естественных экосистем.

Рис. 2. Содержание эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК), докозагексаеновой кислоты (ДГК) и суммарное содержание 
жирных кислот (∑ЖК) (мг/г сырой массы) в мышечной ткани молоди арктического гольца (Salvelinus alpinus) и 
мальмы (Salvelinus malma) из аквакультуры и естественных экосистем. Значения, отмеченные одной буквой, не 
имели достоверных отличий в дисперсионном анализе по критерию Тьюки при уровне значимости p < 0.05. 
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под морского происхождения, содержащих высо-
кие уровни 20:1 и 22:1 [11]. С другой стороны, так 
же как у молоди гольца из оз. Собачье, мышечная 
ткань молоди проходной формы из р. Авача отли-
чалась высокими уровнями: 14:0, 16:1n-7, и 20:5n-3 
(см. табл. 1), происходящими, вероятно, из диато-
мовых водорослей. 

Однако фактор питания, вероятно, не повлиял 
на содержание ценных омега-3 ПНЖК на едини-
цу массы мышечной ткани исследуемой молоди. 
Голец из двух аквакультурных хозяйств содержал 
3.5 ± 0.3 и 5.5 ± 1.1 мг/г сырой массы ЭПК + ДГК, 
тогда как голец из оз. Собачье – около 3.0 ± 0.6 мг/г, 
а проходной голец из р. Авача  –  7.5  ±  0.9 мг/г  
ЭПК+ДГК (рис. 2). Выявленные отличия не всег-
да были достоверны. Вероятно, содержание ЭПК и 
ДГК в данном случае не отражало характер пита-
ния, а было связано с накоплением общих липи-
дов в мышечной ткани. Подобная тенденция была 
отмечена для половозрелых гольцов разных форм 
[2]. Кроме того, полученные данные говорят о вы-
соком, и даже близком ко взрослым особям, содер-
жании у неполовозрелых гольцов ЭПК и ДГК. 

Таким образом, биохимическая ценность мо-
лоди одной и той же формы арктического гольца 
из аквакультуры и естественной экосистемы, как 
источника длинноцепочечных ПНЖК, оказалась 
близка. На данном этапе онтогенеза аквакультур-
ный голец сохраняет свою высокую пищевую цен-
ность как источник ЭПК и ДГК. Однако по мере 
роста экспериментального стада арктического 
гольца в аквакультуре следует оценить состав и со-
держание ЖК на последующих стадиях и при до-
стижении товарных размеров и половой зрелости. 

Кроме того, были установлены отдельные ЖК, 
уровни которых значительно различались у аква-
культурных и диких форм, которые можно исполь-
зовать в качестве биохимических маркеров при 
определении происхождения гольцов и их рыбных 
продуктов. Повышенное содержание таких ЖК, 
как 14:0, 16:1n-7 и 20:5n-3, может указывать на про-
исхождение как жилых, так и проходных форм из 
естественных экосистем, а высокий уровень 18:2n-6 
может указывать на аквакультурное происхожде-
ние гольцов. Эти данные могут быть использованы 
при проведении экспертиз или уточнения местоо-
битания при условии дополнительных исследова-
ний разнообразных форм и местообитаний аркти-
ческого гольца. 
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FATTY ACID PROFILE OF JUVENILE ARCTIC CHAR  
(SALVELINUS ALPINUS COMPLEX) FROM  

NATURAL ECOSYSTEMS AND AQUACULTURE
A. E. Rudchenkoa, b, #, V. A. Karpova, Corresponding Member of RAS N. N. Sushchika, b, 
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Significant differences in the fatty acid composition of the muscle tissue of juvenile Arctic char Salvelinus alpinus 
[Linnaeus, 1758] from the natural habitat (Lake Sobachye) and aquaculture, as well as juveniles of the anadro-
mous form of char (malma) Salvelinus malma [Walbaum, 1792] from the Avacha River. The observed differences 
between aquaculture and wild juvenile char were associated with different food sources. The muscle tissue of 
juvenile char from natural habitat was characterized by significantly higher levels of fatty acids – biomarkers of 
diatoms, as well as biomarkers of marine copepods in the anadromous form. In the fatty acid composition of 
juvenile char from aquaculture, significantly higher levels of linoleic acid were revealed, as well as long-chain 
monounsaturated acids, the source of which could be aquaculture feed. The identified differences did not have a 
significant effect on the content of eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids in the muscle tissue of juvenile 
aquaculture and wild char. The content of biochemically valuable omega 3 polyunsaturated fatty acids in juvenile 
char from natural ecosystems and aquaculture was similar.

Keywords: arctic char, juvenile fish, biomarker fatty acids, fatty acid composition, aquaculture.
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ВВЕДЕНИЕ
Согласно статистике ежегодно в мире регистри-

руется более 1.4 миллиона новых случаев рака пред-
стательной железы (РПЖ), с уровнем смертности 
около 375 тысяч [1]. В 112 странах этот вид рака 
является наиболее часто диагностируемым среди 
мужчин [1]. В России РПЖ является вторым по 
распространенности онкологическим заболевани-
ем среди мужчин и третьим по смертности [2].

Для лечения РПЖ в настоящее время существу-
ет несколько подходов и ряд препаратов. Выбор той 
или иной схемы лечения определяется главным об-
разом уровнем прогрессии заболевания. В первую 
очередь при выборе стратегии лечения учитывают-
ся кастрационная чувствительность или резистент-
ность рака предстательной железы, а также наличие 
или отсутствие метастазов [3]. Одними из наиболее 
распространенных препаратов для лечения РПЖ, 
используемых в клинической практике, являются 
препараты доцетаксел и энзалутамид. Механизм 
действия доцетаксела заключается в ингибирова-

нии процесса деления клеток посредством наруше-
ния нормальной функции микротрубочек [4]. Дан-
ный препарат используется для лечения не только 
разных форм РПЖ, но и других видов рака, таких 
как рак молочной железы, рак желудка и другие [4]. 
Энзалутамид является антиандрогеном, механизм 
его действия заключается в блокировании андро-
геновых рецепторов, тем самым предотвращается 
важное действие гормонов, таких как тестостерон и 
дигидротестостерон, на клетки предстательной же-
лезы, в том числе опухолевые [5]. Энзалутамид, как 
и доцетаксел, демонстрирует эффективность при 
лечении разных видов РПЖ, таких как метастати-
ческий и неметастатический кастрационно-рези-
стентный РПЖ, а также метастатический кастра-
ционно-чувствительный РПЖ [6]. 

Учитывая разнообразие препаратов, доступ-
ных для лечения, а также проблему лекарственной 
устойчивости, в последнее время все бо́льшую по-
пулярность приобретают индивидуальные подхо-
ды при выборе схемы лечения. В последние годы 
трехмерные опухолевые органоиды, полученные 
от пациентов, стали популярными моделями для in 
vitro исследований в области рака [7]. Это стало воз-
можным благодаря тому, что опухолевые органои-
ды эффективно сохраняют генетические и морфо-
логические особенности исходного биоматериала 
пациента, позволяют достаточно легко осуществ
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лять скрининг лекарственных препаратов и даже 
выявлять механизмы их действия [8, 9]. Также было 
показано, что такие культуры могут успешно ис-
пользоваться для предсказания реакции пациентов 
на лекарственные препараты в клинической прак-
тике [10]. Все перечисленные особенности делают 
опухолевые органоиды, полученные от конкретных 
пациентов, перспективной моделью для исследова-
ния чувствительности к определенным препаратам 
с целях выбора индивидуально адаптированного 
плана лечения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Первичную органоидную культуру опухолевых 

клеток предстательной железы получали из опухо-
левой ткани по технологии, описанной ранее [11]. 
Перед проведением цитотоксического теста орга-
ноиды обрабатывали диссоциирующим раствором 
TrypLE Express, ресуспендировали, переносили в 
пробирку на 1.5 мл, инкубировали в термостате при 
37 °С 2–3 мин, после чего добавляли равный объем 
DPBS, ресуспендировали, центрифугировали при 

300 g 4 мин и отбирали надосадочную жидкость.  
К осадкам добавляли внеклеточный матрикс Matrigel 
и ресуспендировали клетки. Переносили по 10 мкл 
суспензии в лунки культурального 96-луночного 
планшета. Планшет помещали в клеточный инку-
батор до застывания геля. После в лунки добавля-
ли по 100 мкл питательной среды и инкубировали 
планшет в клеточном инкубаторе в течение 24 ч. 
Для оценки цитотоксического эффекта доцетак-
села и энзалутамида была осуществлена титровка 
препаратами в диапазоне концентраций от 0.625 
до 100 мкМ. Клетки после добавления тестируе-
мых препаратов инкубировали в клеточном инку-
баторе в течение 72 ч. Для оценки ингибирования 
скорости роста органоидов в культуральную среду 
добавляли доцетаксел в концентрации 5.47 мкМ, 
что соответствует клиническим данным по фарма-
кокинетике [12]. Клетки инкубировались с препа-
ратом в течение 3 ч, после чего происходила смена 
среды на новую, инкубацию продолжали еще в те-
чение 72 ч. Аналогично энзалутамид добавлялся в 
концентрации 24.55 мкМ и инкубировался с клет-

Прижизненные микрофотографии культуры органоидов рака предстательной железы в проходящем свете, 2-й пас-
саж сразу после пересадки (а) и через 14 дней после пересадки, отрезок масштаба 400 мкм (б), жизнеспособность 
органоидов после обработки доцетакселом (красный) и энзалутамидом (голубой) в диапазоне концентраций от 
0.625 до 100 мкМ (в) и скорость роста органоидов после обработки доцетакселом и энзалутамидом в клинической 
концентрации (г), * означает статистическое различие с контролем (p < 0.05).
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ками в течение 72 ч [13]. Эксперимент проводили 
в трех повторах. Для оценки жизнеспособности 
клеток использовали MTS-тест согласно протоколу 
производителя. Поглощение измеряли при помо-
щи планшетного мультифункционального ридера 
SpectraMax iD3. Фоновое поглощение измеряли в 
лунках без клеток. Жизнеспособность рассчитыва-
ли по формуле:

(А – О) / (А(0) – О) × 100% ,
где A – поглощение в тестовых лунках после ин-

кубации с препаратом; А(0)  –  поглощение в кон-
трольных лунках после инкубации с препаратом, 
O – фоновое поглощение. Скорость роста рассчи-
тывали по формуле:

где А0 – поглощение в лунках с клетками непо-
средственно перед добавлением препарата. Для 
оценки статистической достоверности наблюдае-
мых отличий использовали дисперсионный анализ 
(ANOVA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе удалось успешно установить 

органоидную культуру, полученную из биопсии 
пациенты с РПЖ. Микрофотографии органоидов 
представлена на рисунке (а, б). Стоит отметить, 
что получение органоидных культур из опухолевых 
клеток предстательной железы технически является 
более сложным, чем для многих других типов рака 
[14, 15], а культивирование органоидов РПЖ зача-
стую ограничивается лишь несколькими пассажа-
ми [16]. 

Анализ жизнеспособности полученных орга-
ноидных линий при действии противоопухолевых 
препаратов доцетаксела и энзалутамида позволил 
определить концентрацию полумаксимального ин-
гибирования (см. рисунок, в). Она составила 49.0 ± 
± 25.8 мкМ для энзалутамида и 2.6 ± 0.9 мкМ для до-
цетаксела. Отсюда следует вывод, что при примене-
нии стандартной методики оценки эффективности 
препаратов доцетаксел является более эффектив-
ным противоопухолевым агентом. Однако оценка 
скорости роста органоидных культур при действии 
препаратов в приближенных к клинике условиях 
показала, что энзалутамид ингибирует скорость ро-
ста опухолевых органоидов более эффективно, чем 
доцетаксел (см. рисунок, г). При этом энзалутамид 
замедлил скорость роста культуры практически на 
50% (p < 0.05), в то время как доцетаксел не показал 
статистически значимого ингибирования. Стоит 
отметить, что показатель ингибирования роста счи-
тается более чувствительной метрикой, поскольку 
позволяет проводить измерение независимо от та-
ких параметров, как плотность клеток или их ско-

рость роста, что может вносить искажение при из-
мерении жизнеспособности [17].

Таким образом, органоидная культура, полу-
ченная от пациента с РПЖ, показала разную чув-
ствительность к противоопухолевым препаратам 
доцетаксел и энзалутамиду. Было выявлено, что 
доцетакселу демонстрирует практически в 10 раз 
меньшую концентрацию полумаксимального инги-
бирования по сравнению с энзалутамидом. Однако 
для получения релевантных для клиники резуль-
татов важно учитывать тот факт, что клиническая 
концентрация энзалутамида практически в 5 раз 
выше, чем соответствующая концентрация доце-
таксела [12, 13]. Определение более чувствительной 
метрики, эффективности ингибирования роста, 
показало, что только энзалутамид в клинической 
концентрации статистически значимо ингибирует 
рост опухолевых органоидов. Таким образом, опу-
холевые органоиды, полученные от пациентов с 
РПЖ, обладают потенциалом для определения чув-
ствительности конкретного пациента к тому или 
иному препарату при правильном выборе методи-
ки тестирования. Стоит отметить, что в литературе 
есть малочисленные сообщения о том, что резуль-
таты органоидных тестов могут соответствовать 
ответам пациентов с РПЖ в клинике [18]. Все это 
делает органоидные модели РПЖ перспективной in 
vitro системой, которая может быть полезной при 
определении наиболее эффективной противоопу-
холевой терапии для конкретного пациента.
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ASSESSING THE EFFICACY OF ANTI-CANCER DRUGS ON ORGANOID 
MODELS DERIVED FROM PROSTATE CANCER

M. O. Silkinaa, #, A. V. Razumovskayaa, S. V. Nikulina, b,  
Corresponding Member of the RAS A. G. Tonevitskya, B. Ya. Alekseevb

a National Research University “Higher School of Economics”, Moscow, Russian Federation
b National Medical Research Radiological Center, Ministry of Health of Russia, Moscow, Russian Federation

#E-mail: mosilkina@hse.ru

It has been proven that tumor organoids effectively mirror the phenotypic and genetic traits of the original 
biomaterial. It has been noted that outcomes from drug testing in organoid cultures can accurately represent 
the clinical response observed in patients. In this study, an organoid culture was derived from biopsy material 
of prostate cancer (PC). Subsequently, clinical practice drugs, docetaxel and enzalutamide, were tested on 
this organoid culture. Various techniques for evaluating the efficacy of drugs in vitro were compared. The half 
maximal inhibitory concentration of docetaxel was found to be markedly lower compared to that of enzalutamide. 
However, when tested at clinically relevant concentrations and incubation times, enzalutamide was more effective 
than docetaxel. Therefore, it is crucial to optimize the testing conditions for drugs on in vitro cultures for their 
subsequent application in clinical practice.

Keywords: organoids, prostate cancer, docetaxel, enzalutamide, drug test.
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Ошибки ДНК-полимераз во время репликации 
могут приводить к образованию коротких выпетли-
ваний длиной 1–2 нуклеотида в матричной или до-
черней цепи ДНК. Неспаренные основания в них 
могут принимать как внутри-, так и внеспираль-
ную конформацию [1–3] в зависимости от усло-
вий и нуклеотидного окружения. Такие структуры 
инициируют мутации со сдвигом рамки считыва-
ния – микроинсерции и микроделеции. Основной 
путь образования коротких выпетливаний  –  это 
проскальзывание ДНК-полимераз, что зачастую 
вызвано временными остановками фермента при 
наличии в ДНК повреждений [4]. Если ДНК-поли-
мераза, сделав паузу в месте повреждения, включа-
ет dNMP, комплементарный первому или второму 
следующему по ходу нуклеотиду матрицы, возника-
ет выпетливание. Если впоследствии оно удаляется 
системами репарации ДНК, происходит микроде-
леция (рис.  1а). Подобные события «аберрантной 
репарации», закрепляющие мутации, вносят замет-
ный вклад в общую геномную нестабильность [5].

В число самых распространенных повреждений 
ДНК входит 8-оксогуанин (oxoG, рис.  1б) [6]. Он 
представляет собой предмутагенное повреждение, 
поскольку при репликации способен образовывать 
хугстеновскую пару oxoG:A. Однако спектр мута-
ций, вызванных oxoG, этим не ограничивается; 
среди продуктов репликации в клетках E. coli и че-
ловека наблюдается заметное число микроделеций 
в месте oxoG, что говорит об образовании выпет-
ливаний при попытке ДНК-полимераз пройти по-
вреждение [7–9].

OxoG удаляется из ДНК по пути эксцизион-
ной репарации оснований, который инициирует-
ся ДНК-гликозилазами Fpg (у бактерий) и OGG1  
(у эукариот). Эти ферменты негомологичны и име-
ют совершенно разную третичную структуру. Тем не 
менее их субстратная специфичность практически 
идентична: оба они гидролизуют N-гликозидную 
связь oxoG в парах oxoG:C. Далее продукт реакции 
подвергается последовательно действию апурин-а-
пиримидиновой эндонуклеазы (Xth или Nfo у E. coli, 
APE1 у человека), ДНК-полимеразы (ДНК-поли-
мераза  I у E.  coli, ДНК-полимераза  β у человека) и 
ДНК-лигазы, что восстанавливает целостность ДНК.

Несмотря на то что репарация oxoG изучена 
достаточно подробно, до сих пор практически не 
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затрагивалась проблема его удаления из неканони-
ческих структур ДНК, в частности выпетливаний, 
что важно для понимания механизмов индукции 
микроделеций этим поврежденным основанием. 
В настоящей работе изучено удаление oxoG из вы-
петливаний ферментами Fpg и OGG1. Исследуемые 
субстраты представляют собой олигодезоксирибо-
нуклеотидные дуплексы, в которых напротив oxoG 
расположен C или oxoG находится в составе одно- 
или двухнуклеотидного выпетливания; в последнем 
случае повреждение располагается в первой или 

второй позиции внеспирального участка (рис. 1б). 
Выпетливания снижали стабильность дуплекса, од-
нако температура плавления всех субстратов оста-
валась заметно выше 37  °C (табл.  1; Tпл измеряли, 
регистрируя поглощение при 260  нм при помощи 
спектрофотометра Cary 300-Bio Melt, снабженного 
термостатным блоком). Цепь, содержащая oxoG, 
была помечена по 5′-концу 32P для экспериментов 
по связыванию и расщеплению ДНК-субстратов 
или флуорофором Cy3 для экспериментов по ре-
конструкции репарации. Белки Fpg E. coli, OGG1, 

Таблица  1. Кинетические и термодинамические параметры реакций расщепления ДНК-субстратов ферментами Fpg и 
OGG1

Субстрат Tпл, °C

Фермент
Fpg OGG1

KM, нМ kcat, мин−1
kcat/KM, 

нМ−1 мин−1, 
×102

Kd, нМ k2, мин−1 k3, мин−1, 
×104 Kd, нМ

X.0 70.7 35 ± 7 14 ± 1 41 ± 10 7.3 ± 1.6 22 ± 2 210 ± 60 94 ± 29
X.1 60.7 23 ± 8 11 ± 1 49 ± 22 6.7 ± 2.2 0.27 ± 0.03 – 54 ± 16

X.2.1 59.9 190 ± 50 4.3 ± 0.4 2.2 ± 0.7 24 ± 10 0.22 ± 0.09 – 420 ± 110
X.2.2 55.6 96 ± 32 2.6 ± 0.5 2.7 ± 1.5 11 ± 4 0.61 ± 0.12 – 230 ± 70

Рис. 1. Схема образования микроделеций при проскальзывании ДНК-полимеразы (а); схема строения исполь-
зованных в работе ДНК-субстратов (б); графики зависимости начальной скорости реакции от исходной концен-
трации субстрата [S] для фермента Fpg (4.2 нМ) (условия реакции: 25 мМ Трис–HCl pH 7.5, 50 мМ NaCl, 1 мМ 
ЭДТА, 1 мМ ДТТ, 37 °C) (в); кинетические кривые расщепления субстратов ферментом OGG1 в том же буфере при 
[E]0 = 5 мкМ, [S]0 = 20 нМ (г) и [E]0 = 10 нМ, [S]0 = 100 нМ (д). Для субстратов X.2.1 и X.2.2 расщепления в (д) не 
наблюдалось. После реакции с OGG1 смеси прогревали со 100 мМ NaOH (5 мин, 95°C). Во всех случаях продукты 
реакции разделяли электрофорезом в 20%-ном полиакриламидном геле в присутствии 7 М мочевины и анализи-
ровали с помощью установки радиолюминесцентного сканирования Typhoon 9500 (GE Healthcare). На графиках 
приведены средние значения и стандартные отклонения по трем независимым экспериментам.
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APE1 и ДНК-полимеразу  β человека выделяли по 
описанным методикам [10–13].

Кинетику реакции, катализируемой ферментом 
Fpg, можно описать стандартной схемой Михаэли-
са – Ментен [14]. На рис. 1в приведены графики, 
отражающие расщепление исследованных суб-
стратов ферментом Fpg. Зависимость начальной 
скорости реакции от концентрации субстрата но-
сила ожидаемый гиперболический характер. Полу-
ченные для разных субстратов значения константы 
Михаэлиса KM и каталитической константы kcat све-
дены в табл. 1. Как видно, для субстрата X.1, в кото-
ром oxoG находится в однонуклеотидном выпетли-

вании, кинетика реакции не отличается от таковой 
для стандартной пары oxoG:C. Известно, что при 
узнавании oxoG фермент Fpg выворачивает его из 
спирали ДНК в свой активный центр, и вполне ве-
роятно, что однонуклеотидное выпетливание мо-
жет имитировать структуру ДНК в этом комплексе. 
Оба субстрата с двухнуклеотидным выпетливанием, 
X.2.1 и X.2.2, показывали повышение KM и сниже-
ние kcat в несколько раз, вследствие чего показатель 
специфичности kcat/KM был для них примерно в 20 
раз ниже, чем для субстратов X.0 и X.1 (см. табл. 1). 
Очевидно, в этих случаях даже  при внеспиральной 
локализации oxoG правильное размещение его в 

Рис. 2. Репрезентативные флуоресцентные снимки после электрофоретического разделения в денатурирующем 
20%-ном полиакриламидном геле продуктов реакции в реконструированной системе репарации субстратов X.0 (а), 
X.1 (б), X.2.1 (в) и X.2.2 (г). Условия реакции: 50 мМ Трис–HCl (pH 7.5), 10 мМ MgCl2, 10 мМ ДТТ, 1 мМ ATP, 25 мкг/
мл бычьего сывороточного альбумина, 50 нМ ДНК-субстрат, 0.5 ед. акт./мкл ДНК-лигазы, 200 нМ прочие фермен-
ты, 250 мкМ dNTP, 30 мин при 37 °C. Структуры расщепляемой цепи ДНК и интермедиатов репарации обозначены 
римскими цифрами: (i) исходная поврежденная цепь ДНК, (iia) продукт расщепления ферментом Fpg, (iib) продукт 
расщепления ферментом OGG1, (iii) продукт расщепления АП-эндонуклеазами, (iv) продукт включения одного 
нуклеотида ДНК-полимеразами. X – oxoG, Y – C или T, B – C, G или T, звездочка обозначает 5′-концевую флуо-
ресцентную метку (Cy3).
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активном центре затруднено. Для всех изученных 
субстратов количество продукта не менялось при 
остановке реакции 0.1 М NaOH, который вызыва-
ет разрыв ДНК по АП-сайтам. Это свидетельствует 
о том, что снижение активности фермента Fpg по 
отношению к субстратам X.2.1 и X.2.2 происходит 
именно на уровне гидролиза N-гликозидной связи, 
а не последующих стадий реакции.

В отличие от Fpg, для фермента OGG1 ско-
рость реакции лимитируется стадией высвобо-
ждения продукта [15], поэтому для канонического 
субстрата (oxoG:C) возможно отдельно измерить 
константу каталитической стадии (k2) и константу 
скорости высвобождения продукта (k3) в условиях 
кинетики одного оборота ([E]0 >> [S]0) и кинетики 
фазы всплеска ([E]0 << [S]0) соответственно. Даже 
в случае однонуклеотидного выпетливания ката-
литическая константа OGG1 была на 1.5–2.0 по-
рядка ниже, чем для канонического субстрата (см. 
рис. 1г, табл. 1).

Такое снижение приводило к тому, что стадия 
высвобождения продукта переставала быть ско-
ростьлимитирующей, на графике накопления про-
дукта со временем отсутствовала характерная фаза 
всплеска (см. рис. 1д), и определить константу ско-
рости высвобождения продукта было невозможно 
(см. табл. 1). Таким образом, OGG1 неэффективно 
использует oxoG в составе одно- и двухнуклеотид-
ных выпетливаний как субстрат. Разница с фер-
ментом Fpg, по-видимому, объясняется разницей в 
общей пространственной структуре и в архитектуре 
активного центра этих белков, которые принадле-
жат к разным структурным суперсемействам. Так, 
активный центр OGG1 более тесный по сравнению 
с активным центром Fpg; кроме того, оба белка 
по-разному взаимодействуют с фосфатами, окру-
жающими поврежденный нуклеозид, для его выво-
рачивания из ДНК [16, 17].

Для анализа связывания Fpg и OGG1 с суб-
стратной ДНК без ее расщепления методом 
сайт-направленного мутагенеза получили их ката-
литически неактивные варианты Fpg E2Q и OGG1 
K249Q [16, 18]. Белки выделяли по тем же схемам, 
что и белки дикого типа. Связывание определя-
ли по изменению подвижности комплекса в не-
денатурирующем геле; результаты эксперимента 
приведены в табл.  1. Образование выпетливаний 
лишь умеренно влияло на сродство обоих белков 
к ДНК: максимальное повышение Kd наблюдалось 
для субстрата X2.1 и составляло 3.3 раза для Fpg и 
4.5 раз для OGG1. Интересно, что для субстрата 
X.1 сродство к ДНК-гликозилазам оставалось не-
изменным или даже несколько повышалось, что, 
возможно, отражает лучшее связывание ДНК с 
внеспиральным поврежденным нуклеотидом. Та-
ким образом, ухудшение связывания ДНК не мо-

жет полностью объяснить снижение активности 
Fpg и OGG1 на 1.5–2.0 порядка при наличии вы-
петливаний в ДНК.

Дальнейшие шаги репарации после действия 
ДНК-гликозилаз изучали при помощи рекон-
струкции цикла репарации из очищенных реком-
бинантных белков: Fpg, эндонуклеазы IV (Nfo) и 
фрагмента Кленова ДНК-полимеразы  I (дефи-
цитного по 3′→5′-экзонуклеазной активности) для 
системы E. coli и OGG1, АП-эндонуклеазы APE1 
и ДНК-полимеразы β для системы человека. Эф-
фективность образования лигируемого разрыва 
оценивали с использованием ДНК-лигазы бакте-
риофага T4. При наличии oxoG в дцДНК действие 
Fpg приводит к образованию 3′-концевого фосфа-
та, который затем удаляется Nfo, вызывая сниже-
ние электрофоретической подвижности продукта 
из-за уменьшения общего заряда олигонуклеотид-
ного фрагмента (рис. 2а, дорожки 1–3). ДНК-по-
лимераза затем ведет синтез с вытеснением цепи 
(см. рис. 2а, дорожка 4) либо при наличии только 
dGTP в реакционной смеси включает его с образо-
ванием лигируемого разрыва (рис. 2, дорожка 14). 
Аналогичная картина наблюдалась и для субстрата 
X.1 с некоторым снижением эффективности всех 
стадий относительно дцДНК (см. рис. 2б). Одна-
ко субстраты X2.1 и X2.2 вели себя по-разному: в 
первом случае цикл репарации проходил до кон-
ца с еще более низкой эффективностью, чем для 
X.0 и X.1, а во втором ДНК-полимеразная реакция 
не протекала, и продукт имел ту же подвижность, 
что и после АП-эндонуклеазной реакции (см. рис.  
2в, г). В системе репарации человека фермент 
OGG1 оставляет на 3′-конце α,β-ненасыщен-
ный альдегид, который удаляется АП-эндону-
клеазой APE1, однако подвижности продуктов 
при этом мало отличаются (рис.  2а, дорожки 7, 
8, 17, 18). При этом в присутствии APE1 количе-
ство расщепленной ДНК возрастает, поскольку 
собственная АП-лиазная активность фермента 
OGG1 невысока по сравнению с его ДНК-гли-
козилазной активностью. В то время как oxoG 
в составе дцДНК полностью репарировался в 
системе, реконструированной из ферментов че-
ловека, АП-эндонуклеазная реакция проходи-
ла только в случае субстрата X.1, а образования 
разрывов с лигируемыми концами на субстратах  
с выпетливаниями практически не наблюдалось.

Таким образом, в работе показано, что репара-
ция oxoG, находящегося в выпетливаниях длиной 
1–2 нуклеотида, может служить механизмом фик-
сации микроделеций в ДНК E. coli и, вероятно, дру-
гих бактерий. Однако система эксцизионной репа-
рации оснований человека неэффективно узнает и 
процессирует подобные субстраты, и в клетках че-
ловека такой механизм маловероятен.
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ABERRANT REPAIR OF 8-OXOGUANINE IN SHORT DNA BULGES
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The presence of DNA damage can increase the likelihood of DNA replication errors and promote muta-
tions. In particular, pauses of DNA polymerase at the site of damage can lead to polymerase slippage and 
the formation of 1–2 nucleotide bulges. Repair of such structures using an undamaged DNA template 
leads to small deletions. One of the most abundant oxidative DNA lesions, 8-oxoguanine (oxoG), has been 
shown to induce small deletions but the mechanism of this phenomenon is currently unknown. We have 
studied the aberrant repair of oxoG, located in one- and two-nucleotide bulges, by the Escherichia coli and 
human base excision repair systems. Our results indicate that the repair in such substrates can serve as a 
mechanism for fixing small deletions in bacteria but not in humans.

Keywords: DNA damage, mutagenesis, DNA repair, DNA glycosylases, 8-oxoguanine, Fpg, OGG1.
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Области конститутивного гетерохроматина, 
занимающие более трети генома D.  melanogaster, 
состоят преимущественно из последовательно-
стей мобильных элементов и высокоповторенной 
сателлитной ДНК, но также содержат важные для 
клетки функциональные элементы [1]. В политен-
ных хромосомах (ПХ) D.  melanogaster дикого типа 
гетерохроматиновые районы хромосом обычно 
практически не представлены вследствие явления 
недорепликации [2]. Недавно было обнаружено, 
что мутации гена Rif1, консервативного регулято-
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Политенные хромосомы дрозофилы – классическая модель для цитогенетических исследований. Од-
нако гетерохроматиновые районы хромосом обычно недореплицированы, что препятствует их анализу. 
Мутации гена Rif1 приводят к дополнительной репликации гетерохроматиновых последовательностей, 
включая сателлитную ДНК, в клетках слюнных желез. В настоящей работе мы исследовали влияние 
мутации Rif1 на представленность гетерохроматина в политенных хромосомах, которые формируются 
в герминальных питающих клетках яичников при мутации гена otu. Мы вывели линию otu11; Rif11 и 
обнаружили, что на фоне мутации Rif1 в клетках яичников происходит дополнительная политениза-
ция прицентромерных районов, в том числе появляются крупные хроматиновые блоки, образованные 
сателлитной ДНК. Таким образом, эффекты мутации Rif1 оказались схожи в герминальных клетках 
и клетках слюнных желез. Система otu11; Rif11 открывает новые возможности для изучения факторов, 
ассоциированных с гетерохроматином, в процессе оогенеза.

Ключевые слова: политенные хромосомы, псевдопитающие клетки, Rif1, недорепликация, гетерохрома-
тин, сателлитная ДНК.
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ра репликационного тайминга, приводят к полной 
репликации аннотированной области гетерохро-
матина в клетках слюнных желез (СЖ) [3]. Кроме 
того, на фоне мутаций Rif1 значительно подавлена 
недорепликация тандемных повторов – сателлитов 
и рибосомных генов [4]. 

Политенные хромосомы у дрозофилы могут об-
разовывать не только клетки СЖ, но и герминаль-
ные клетки яичников. Яичники дрозофилы состоят 
из овариол – цепочек яйцевых камер, находящихся 
на разных этапах развития. Каждая яйцевая каме-
ра содержит оболочку соматических клеток, раз-
вивающийся ооцит и 15 герминальных питающих 
клеток, которые транскрипционно высокоактив-
ны, поскольку обеспечивают продукцию белков и 
других факторов для развития транскрипционно- 
инертного ооцита. Хромосомы питающих клеток у 
мух дикого типа полиплоидны (до 8192 С), но не по-
литенны [5]. Однако они могут стать политенными 
в результате определенных мутаций, например при 
мутации гена otu (ovarian tumor) [6]. Одним из алле-
лей, вызывающих образование политенных хро-
мосом с четкой дисковой структурой в питающих 
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клетках, является otu11 [6, 7]. При этом питающие 
клетки мутантов otu именуются псевдопитающи-
ми (ППК), потому что их морфология отличается 
от клеток дикого типа, и в яйцевых камерах часто 
отсутствуют ооциты, по отношению к которым 
питающие клетки выполняют трофическую функ-
цию [8]. Стоит отметить, что в питающих клетках, в 
отличие от клеток СЖ, недорепликация гетерохро-
матина начинается не с первого, а только с пятого 
цикла репликации [9]. Вследствие этого в таких 

хромосомах несколько снижена недорепликация 
гетерохроматина по сравнению с политенными 
хромосомами СЖ, что ведет к появлению допол-
нительных политенизированных блоков и умень-
шению частоты разломов хромосом [10, 11]. Однако 
в целом политенные хромосомы СЖ и ППК схожи 
между собой: дисковые паттерны хорошо коррели-
руют, проявляя лишь незначительные различия [7].

Целью данного исследования было проверить, 
будет ли мутация гена Rif1 влиять на недореплика-

Рис 1. Мутация Rif11 приводит к дополнительной политенизации прицентромерных районов в ППК. Показан при-
центромерный район хромосомы 2 в ППК мутантов otu11 (А-В) и мутантов otu11; Rif11 (Г, Д). На фоне Rif1+ полите-
низированные плечи хромосомы 2 могут соединяться тонкими тяжами гетерохроматина (А). В других случаях левое 
(Б) и правое (В) плечи хромосомы 2 лежат отдельно друг от друга. Белые стрелки указывают на концы политенизи-
рованных участков хромосом. На фоне мутации Rif11, зона, фланкированная белыми стрелками, политенизируется, 
а хромосома 2 выглядит как единое целое и представлена блоками компактного хроматина, интенсивно окрашива-
ющегося ацето-орсеином. Окраска – ацетоорсеином, фазовый контраст. Масштаб – 10 мкм.
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цию гетерохроматина в политенных хромосомах 
клеток зародышевого пути  –  ППК. Для этого мы 
вывели линию otu11; Rif11 и охарактеризовали вли-
яние Rif11 на гетерохроматиновые районы поли-
тенных хромосом в питающих клетках. Для объ-
единения двух мутаций в одном генотипе вторая 
хромосома линии y w otu11 sn1/FM3 [7] была заме-
нена на вторую хромосому из линии w118; Rif11 [3]. 
В результате была получена линия с генотипом y  
w otu11 sn1/FM3; Rif11.

Для анализа политенных хромосом из ППК  
самок, гомозиготных по хромосоме y w otu11 sn1, со-
держали на питательной среде с добавлением сухих 
дрожжей при температуре 18 °C. Для получения пре-
паратов политенных хромосом из самок возрастом 
8–12 дней извлекали яичники в растворе PBS, затем 
переносили их в каплю ацетоорсеина (1%-й орсеин в 
45%-й уксусной кислоте) на 20–30 мин, а после это-
го  –  в каплю 55%-й молочной кислоты, в которой 
яичники разделяли на отдельные яйцевые камеры. 

Для анализа выбирали камеры, содержащие 
крупные ядра питающих клеток круглой формы. 
Отобранные яйцевые камеры переносили пипет-
кой в каплю 55%-й молочной кислоты на покров-
ное стекло и накрывали предметным стеклом. По-
сле легкого постукивания препаровальной иглой 
под контролем настольного микроскопа и удаления 
лишней жидкости при помощи фильтровальной 
бумаги покровное стекло придавливали пальцем 

через фильтровальную бумагу для достижения оп-
тимального распластывания и расправления хро-
мосом. Препараты анализировали при помощи 
микроскопа Olympus BX51, с объективом 100×/1.30 
Uplan FI Ph3 и цифровой камерой DP52.

В ядрах ППК мутантов otu11 политенные хромо-
сомы не формируют общий хромоцентр: на препа-
ратах плечи аутосом либо лежат отдельно, либо со-
единяются тонкими нитями (рис. 1А–В). Введение 
мутации Rif11 привело к резкому изменению мор-
фологии прицентромерных районов. Плечи хро-
мосом оказались соединены блоками компактного 
материала (рис. 1Г, Д). 

Ранее мы показали, что в СЖ такое изменение 
морфологии связано с политенизацией сателлит-
ной ДНК. Для проверки влияния мутации Rif11 
на политенизацию сателлитной ДНК в ППК мы 
провели in situ гибридизацию (FISH) с зондом к 
сателлиту Prodsat (AATAACATAG), занимающему 
протяженные участки гетерохроматина в хромо-
сомах 2L и 3R вблизи центромер [12]. Ранее поли-
тенизация этого сателлита на фоне мутации Rif11 
была нами показана в политенных хромосомах СЖ 
[4]. Чтобы добиться наилучшей морфологии хро-
мосом на препаратах для FISH из ППК, мы разра-
ботали новый подход приготовления препаратов, 
включающий дополнительную окраску хромосом 
ацетоорсеином. На первом этапе препараты хро-
мосом готовили по схеме, описанной выше. Затем 

Рис. 2. Мутация Rif11 приводит к политенизации сателлита Prodsat в хромосоме 2 ППК. Приведены фазово-кон-
трастные изображения с окраской ацетоорсеином (верхний ряд), результат гибридизации in situ зонда к сателлиту 
Prodsat (средний ряд) и наложение сигнала на фазово-контрастное изображение (нижний ряд). Масштаб – 10 мкм.
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препараты прогревали на настольном термостате 
при 70°С 10 с для лучшего прикрепления хромосом 
к стеклу, фотографировали хромосомы при помо-
щи фазово-контрастного микроскопа, после чего 
препараты замораживали в жидком азоте, скалы-
вали покровное стекло, дофиксировали и хранили 
в 96%-й этаноле при температуре –18 °С. В хромо-
сомах ППК мутантов otu11; Rif11 наблюдалось резкое 
усиление сигнала FISH Prodsat по сравнению с otu11 
(рис. 2). В ППК одиночных мутантов otu11, несмо-
тря на то что там проходит несколько раундов пол-
ной репликации генома, этот сателлит представлен 
лишь маленькой точкой. 

Снижение недорепликации сателлитов в по-
литенных хромосомах СЖ у Rif1-мутантов приво-
дит к появлению крупных чередующихся блоков 
DAPI-позитивного и DAPI-негативного материала, 
которые соответствуют тем же блокам в метафазных 
хромосомах D. melanogaster. Таким образом, можно 
получить своего рода “дифференциальное окра-
шивание”, выявляющее блоки разных сателлитов, 
что позволяет изучать особенности организации 
хроматина, которые связаны с сателлитной ДНК, 
а также облегчает идентификацию сателлитов [4]. 
Для доказательства дополнительной политенизации 
сателлитной ДНК на фоне Rif11 в ППК мы провели 
более детальный анализ морфологии прицентромер-
ных районов хромосом с помощью окрашивания 

DAPI (рис. 3). Для этого препараты, приготовлен-
ные по методике, описанной выше, замораживали в  
жидком азоте, скалывали покровное стекло, дофик-
сировали в 96%-й этаноле, высушивали и покрывали 
средой VectaShield с добавлением 0.15 мкг/мл DAPI. 

На примере хромосомы 3 можно видеть, что че-
редование DAPI-позитивных и DAPI-негативных 
блоков в прицентромерных районах политенных 
хромосом СЖ и ППК мутантов по гену Rif1 сходно и 
позволяет визуализировать отдельные блоки поли-
тенизированных сателлитов (см. рис. 3). 

Например, DAPI-негативный блок сателлита 
ААГАГ характерен для политенных хромосом обо-
их типов. В хромосомах ППК мутантов otu11; Rif11 
наблюдается характерное для политенных хромо-
сом СЖ мутантов по гену Rif1 объединение прицен-
тромерных районов хромосом Х и 4 (см. рис. 3 В,Г). 
Отчетливо видна зона, соответствующая ядрышко-
образующему району (NOR). В основании хромо-
сомы 4 расположены два сходных в двух типах кле-
ток крупных блока DAPI-позитивного материала, 
соответствующие в ПХ СЖ блокам сателлита 1.688 
и тандемным повторам типа AANAN из гетерохро-
матина хромосомы 4 и проксимального гетерохро-
матина хромосомы Х (см. рис. 3В,Г).

Чтобы дополнительно подтвердить, что сходные 
по морфологии блоки гетерохроматина в хромо-

Рис. 3. Окрашенные DAPI прицентромерные районы хромосомы 3 в политенных хромосомах СЖ (А) и ППК (Б) 
на фоне мутации Rif11. Участок, ограниченный районами 80А и 81F, соответствует митотическому гетерохромати-
ну хромосомы 3. Стрелками и линиями показаны районы, имеющие сходную морфологию в двух типах клеток, а 
также указан предполагаемый состав ДНК для некоторых районов согласно [4]. Белый треугольник указывает на 
DAPI-позитивный блок, соответствующий блоку h48 карты митотического гетерохроматина. Скобкой выделено 
положение сателлита Prodsat, фланкирующего центромеру хромосомы 3. Приблизительное положение центромеры 
указано пунктирной линией, пересекающей хромосому в соответствии с [4] для политенных хромосом СЖ и по 
сходству морфологии соответствующих районов в ППК. В.Г. Объединенные прицентромерные районы политен-
ных хромосом Х и 4 в СЖ (В) и ППК (Г). Окрашивание – DAPI, масштаб – 10 мкм.
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сомах СЖ и ППК – это одни и те же блоки сател-
литной ДНК, мы провели FISH сателлитов 1.688 
и Prodsat. Мы показали, что в ППК сателлит 1.688 
выявляется в виде протяженного блока, присоеди-
ненного к хромосоме 4. Сателлит Prodsat, который 
фланкирует хромоцентры аутосом, выявляется в 
хромосомах 3 в виде большого блока DAPI-по-
зитивного материала в середине гетерохромати-
на хромосомы 3 как в СЖ (рис.4 Б), так и в ППК 
(рис. 4В). Эти результаты полностью соответствует 
нашим ожиданиям, основанным на данных, полу-
ченных ранее для политенных хромосом СЖ му-
тантов Rif11.

В целом наши данные позволяют заключить, 
что в политенных хромосомах клеток зародыше-
вого пути, так же как и в клетках слюнных желез, 
репликация гетерохроматиновых областей генома 
и сателлитной ДНК находится под контролем белка 
Rif1. Комбинация мутаций otu11; Rif11 приводит к по-
явлению в герминальных клетках яичников поли-
тенных хромосом с полностью реплицированными 
прицентромерными областями, структура которых 
аналогична таковой в политенных хромосомах кле-
ток слюнных желез мутантов по гену Rif1. Система 
otu11; Rif11 может быть использована для изучения 
районов гетерохроматина и связанных с ними бел-
ков в процессе оогенеза, что представляет особый 
интерес в связи с существованием герминаль-
но-специфичных механизмов репрессии мобиль-
ных элементов и сателлитов [13–15]. 
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Рис. 4. Результаты FISH с зондами к сателлитам 1.688 
и Prodsat в политенных хромосомах ППК (А,В) и 
СЖ (Б) мутантов otu11; Rif11. А. Один из двух блоков 
DAPI-позитивного материала в основании хромо-
сомы 4 гибридизуется с пробой к сателлиту 1.688, 
что соответствует выводу, сделанному на основании 
морфологического анализа. Выявление фланкиру-
ющего центромеру хромосомы 3 сателлита Prodsat в 
СЖ (Б) и ППК (В). Положение сигнала полностью 
соответствует предсказанию, сделанному на осно-
ве анализа морфологии. Окрашивание  –  хромосом 
DAPI. Положения сигнала отмечены стрелками. 
Масштаб – 10 мкм.
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Polytene chromosomes in Drosophila serve as a classical model for cytogenetic studies. However, heterochromatic 
regions of chromosomes are typically under-replicated, hindering their analysis. Mutations in the Rif1 gene 
lead to additional replication of heterochromatic sequences, including satellite DNA, in salivary gland cells. 
Here, we investigated the impact of the Rif1 mutation on heterochromatin in polytene chromosomes formed in 
ovarian germ cells due to the otu gene mutation. By the analysis of otu11; Rif11 double mutants, we found that, 
in the presence of the Rif1 mutation, ovarian cells undergo additional polytenization of pericentromeric regions. 
This includes the formation of large chromatin blocks composed of satellite DNA. Thus, the effects of the Rif1 
mutation were similar in salivary gland and germ cells. The otu11; Rif11 system opens new possibilities for studying 
factors associated with heterochromatin during oogenesis.

Keywords: polytene chromosomes, pseudonurse cells, Rif1, under-replication, heterochromatin, satellite DNA.



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ, 2024, том 515, с. 25–28

25

При разработке новых противовирусных препара-
тов, в частности против коронавируса SARS-CoV-2, 
часто бывает необходимо получение модельных 
клеточных систем для изучения данного вируса. 
Для большинства вирусов существуют ключевой 
белок или белки, без которых невозможно образо-
вание вирусного капсида. Примером одного из та-
ких белков может служить нуклеокапсидный белок 
или N-белок вируса SARS-CoV-2 [1–3]. Так, обыч-
ное взаимодействие с этим белком антителоподоб-
ных молекул может привести к нарушению обра-
зования вирусного капсида, т.е. препятствовать 
распространению вирусной инфекции [4]. Взаимо-
действие с данным белком различных препаратов 
удобнее всего исследовать на клетках, с временной 
или стабильной экспрессией данного белка. В дан-
ной работе в качестве модели были получены две 
линии клеток, со стабильной экспрессией N-белка 
вируса SARS-CoV-2. Многие системы доставки ши-
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роко используют различные антителоподобные мо-
лекулы [5]. Так, ранее мы показали, что модульные 
нанотранспортеры (МНТ), содержащие NC2 моно-
боди [6] к N-белку вируса SARS-CoV-2, способны 
связываться с этим белком как в растворе, так и в 
клетке [7]. Если включить в эти МНТ аминокислот-
ную последовательность DPETGEYL, способную с 
высоким сродством связываться с убиквитинлига-
зой Keap1 [8], то одновременное связывание МНТ с 
Keap1 и N-белком предположительно должно при-
вести к деградации N-белка как следствие его убик-
витинирования [9]. Настоящая работа посвящена 
количественному описанию процесса деградации 
N-белка в клетках под влиянием МНТ, для чего 
прежде всего была оценена внутриклеточная кон-
центрация N-белка в полученных линиях клеток. 

Клетки А549 и А431 со стабильной экспресси-
ей N-белка, слитого с флуоресцентным белком 
mRuby3 (N-mRuby3), получали путем лентиви-
русной трансфекции клеток, используя плазмиды 
pMD2.G, psPAX2 и pHAGE N-mRuby3 (из SARS-
CoV-2) IRES puro (Addgene). Рекомбинантные 
лентивирусные частицы получали контрасфек-
цией клеток HEK293T в 25 см2 флаконе с помо-
щью 2.3  мкг pMD2.G, 4.3 мкг psPAX2 и 10.2 мкг 
pHAGE N-mRuby3 (from SARS-CoV-2) IRES puro, 
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используя Calcium Phosphate Transfection Reagent 
(Thermo Fisher Scientific). Суспензию вируса соби-
рали спустя 72 ч после трансфекции. Лентивирус 
сконцентрировали, используя Lenti-X concentrator 
(Takara Bio), согласно прилагаемому фирмой 
протоколу. Клетки аденокарциномы легких че-
ловека А549 и эпидермоидной карциномы чело-
века А431 были рассеяны в 24-луночные плашки  
(1 ∙ 104 клеток на лунку) за один день перед вирус-
ной инфекцией. Для осуществления лентивирус-
ной трансфекции лентивирусные частицы добавля-
лись в культуральную среду, содержащую 10 мкг/мл 
polybrene (Sigma-Aldrich). Стабильные клеточные 
линии отбирали на среде, содержащей 1 мкг/мл пи-
ромицина (Acros Organics). Наличие трансфекции 
клеток слитым белком N-mRuby3 определяли как 
визуально, с помощью конфокальной микроско-
пии в канале mRuby3, используя мультифотонный 
сканирующий микроскоп LSM 510 META NLO 
(Carl Zeiss, Германия) и объектив с увеличением 20´ 
(NA 0.4), так и с помощью вестерн-блота с антите-
лами на N-белок (PA5-116894, Invitrogen) (рис. 1а). 

Экспрессию МНТ проводили в штамме E.  coli 
Ros(DE3)pLysS. Автоиндукцию экспрессии МНТ 
проводили инкубацией в течение 48 ч при 18  °C. 
МНТ выделяли из растворимой фракции [10], а 
затем очищали аффинной хроматографией на но-
сителе HisTrap FF (Cytiva). Денатурирующий элек-
трофорез в полиакриламидном геле продемонстри-
ровал достаточную степень чистоты полученного 
МНТ (86.6%).

В результате анализа, проведенного так же, как 
это описано в [11], 69–87 изображений откреплен-

ных от подложки клеток были определены объемы 
клеток и их ядер; они дали следующие значения: 
объемы клеток – 1814 ± 87 и 1450 ± 37 мкм3, объе-
мы ядер – 374 ± 28 и 160 ± 7 мкм3 для клеток А549 
и А431 соответственно. Слитый белок N-mRuby3 
находился преимущественно в цитоплазме клеток 
А549 и А431. Объемы цитоплазмы клеток состав-
ляли 1439 ± 91 и 1289 ± 38 мкм3 для клеток А549 и 
А431 соответственно. Эти размеры использовали в 
дальнейшем для расчета концентрации N-mRuby3 
в цитоплазме. 

Полученные клетки А549 и А431 собрали с под-
ложки с помощью обработки трипсином и последу-
ющего центрифугирования. Затем клетки суспен-
дировали в 100 мкл фосфатного буфера (рН 8.0), 
содержащего cOmplete (EDTA free protease inhibitor 
cocktail, 11873580001, www.sigmaaldrich.com) и 
10 мМ EDTA. Количество клеток в изучаемых об-
разцах измеряли на проточном цитофлуориметре 
MACSQuant Analyzer (Miltenyi Biotec GmbH, Фран-
ция). Клетки были лизированы тремя циклами за-
мораживания в жидком азоте-оттаивания при 37 °C. 
При лизисе клеток N-белок выходит из них и рас-
пределяется во всем объеме образца. Отношение 
объема образца к суммарному объему цитоплазмы 
всех клеток, которые были в образце до лизиса, т.е. 
так называемый коэффициент разбавления, было 
126–280 и 197–371 для клеток А549 и А431, соответ-
ственно (по 3–4 образца с разной концентрацией 
клеток). 

Измерение концентрации белка N-mRuby3 в 
лизатах клеток А549 и А431 проводили, с помощью 
калибровочных растворов N-белка известных кон-

Рис. 1. Вестерн-блот с антителами на N-белок вируса SARS-CoV-2 для лизатов трансфицированных N-mRuby3 
клеток А549 (1) и клеток А431 (2) и рекомбинантного N-белка концентраций: 200 нМ (3), 600 нМ (4) и 1000 нМ 
(5). М  –  белковые стандарты (а); калибровочная кривая зависимости суммарной интенсивности полосы на ве-
стерн-блоте от концентрации N-белка (б). 

http://www.sigmaaldrich.com


ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ       том  515       2024

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПИСАНИЕ ДЕГРАДАЦИИ N-БЕЛКА 27

центраций. Используемый для этих целей N-бе-
лок получали и очищали, как описано в [7]; чистота 
N-белка составила 98.9%. Полученные лизаты клеток 
А549 и А431 наносили на полиакриламидный гель 
вместе с N-белком известной концентрации. После 
электрофореза проводили иммуноблоттинг: образцы 
переносили на 0.22-мкм нитроцеллюлозную мембра-
ну и прокрашивали антителами на N-белок и вторич-
ными антителами goat-antirabbit+Peroxidase (G21234, 
ThermoFisher Scientific) (см. рис. 1а). По известной 
концентрации N-белка строили калибровочные за-
висимости (см. рис. 1б), а по ним рассчитывали кон-
центрацию N-белка в изучаемых образцах. Зная ко-
эффициент разбавления белка N-mRuby3 при лизисе 
клеток и концентрацию N-белка в лизатах, рассчи-
тали концентрацию N-mRuby3 в цитоплазме клеток:  
19.0 ± 1.3 и 9.0 ± 1.8 мкМ для клеток А549 и А431 со-
ответственно. 

Различия в концентрациях N-mRuby3 в клетках 
А549 и А431 хорошо заметны при флуоресцентной 
их микроскопии: интенсивность флуоресценции 
клеток А549 заметно выше, чем клеток А431. Если 
рассчитать среднюю флуоресценцию mRuby3 в 
области клеток и вычесть из нее среднюю флуо-
ресценцию шумового сигнала (для мест, где нет 
клеток), то отношение флуоресценции mRuby3 
для клеток А549 к флуоресценции клеток А431 со-
ставит 1.6 ± 0.2. Это близко к определенному нами 
отношению концентраций N-mRuby3 для этих двух 
линий клеток (2.1 ± 0.4). Таким образом, различие 
флуоресценции клеток А549 и А431 отражает разли-
чие концентраций белка N-mRuby3 в этих клетках. 

За процессом деградации слитого белка N-mRuby3 
в клетках А431 и А549 наблюдали с использова-

нием проточной цитофлуориметрии на приборе 
CytoFLEX S (Beckman Coulter) MACSQuant Analyzer 
(Miltenyi Biotec, Франция) в канале флуоресценции 
564–606 нм, флуоресценцию возбуждали лазером с 
длиной волны 561 нм. Клетки с временной экспрес-
сией белка N-mRuby3 инкубировали с 500 нМ МНТ 
в течение заданного времени, отмывали, снимали с 
подложки и изучали на проточном цитофлуориме-
тре. В Таблице показаны значения флуоресценции 
клеток А431 и А549 при различных временах инку-
бации с МНТ. Считая, что падение флуоресценции 
обусловлено деградацией белка N-mRuby3, и зная 
концентрации N-белка в изучаемых линиях кле-
ток, можно рассчитать зависимость концентрации 
N-белка, подвергающегося деградации, от времени 
инкубации с МНТ (рис. 2). Оказалось, что для кле-
ток А431 и А549 эти зависимости дают одну и ту же 
начальную скорость деградации N-белка, равную  
84 ± 7 нМ/ч (рис. 2). Следует отметить, что реальная 
скорость деградации N-белка может быть больше, 
так как флуоресцентный белок mRuby3, как и другие 
флуоресцентные белки, может деградировать не пол-
ностью [12], а значит, даже после деградации возмож-
на остаточная флуоресценция mRuby3. 

Таким образом, в предложенной работе были 
получены линии клеток А431 и А549 со стабильной 
экспрессией N-белка, слитого с флуоресцентным 
белком mRuby3. МНТ, добавленный к этим клет-
кам, вызывал деградацию N-белка. Была определе-
на начальная скорость деградации N-белка в клет-
ках, и показано, что она одинакова для клеток А431 
и А549. Предложенные МНТ могут стать основой 
будущего противовирусного препарата, а сам под-
ход к количественному анализу процесса деграда-
ции можно применить для анализа эффективности 
широкого класса препаратов, направленных на по-
давление активности различных вирусов. 
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Таблица 1. Относительная флуоресценция клеток А431 и 
А549 (флуоресценция клеток, к которым не добавлялся 
МНТ, была принята за 100%) при их инкубации различные 
времена с 500 нМ МНТ. Указаны средние значения с соот-
ветствующей среднеквадратичной ошибкой (n = 8–17).

Время инкубации, ч А431 А549
0 100.00 ± 0.48 100.00 ± 0.77
15 86.04 ± 3.31 94.89 ± 2.44
24 74.63 ± 3.41 89.20 ± 1.36
39 60.55 ± 1.59 85.69 ± 1.30
48 63.35 ± 1.94 88.43 ± 1.11

Рис. 2. Зависимость между концентрацией N-белка, 
подвергающегося деградации, и временем инкуба-
ции с 500 мМ МНТ клеток А431 и А549, стабильно 
экспрессирующих N-белок, слитый с mRuby3. Ука-
заны средние значения с соответствующей сред-
неквадратичной ошибкой (n = 8–17). 
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за помощь в выделении белков. Эксперименты были 
выполнены с использованием оборудования Центра 
коллективного пользования ИБГ РАН.
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QUANTITATIVE DESCRIPTION OF THE N-PROTEIN OF THE SARS-COV-2 
VIRUS DEGRADATION IN CELLS STABLY EXPRESSING IT UNDER THE 

INFLUENCE OF NEW MODULAR NANOTRANSPORTERS.
Y. V. Khramtsova, A. V. Ulasovaa, T. N. Lupanovaa, Academician of the RAS G. P. Georgieva, 

Corresponding Member of the RAS A. S. Soboleva, b, #
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Two eukaryotic cell lines, A549 and A431, were obtained with stable expression of the nucleocapsid protein 
(N-protein) of the SARS-CoV-2 virus fused with the red fluorescent protein mRuby3. Using microscopy, the volumes 
of the cytoplasm and nucleus were determined for these cells. Using quantitative immunoblotting techniques, the 
concentrations of the N-mRuby3 fusion protein in their cytoplasm were assessed. They were 19 and 9 μM for A549 
and A431 cells, respectively. Using these concentrations, the initial rate of N-protein degradation in the studied cells 
was estimated from the decrease in cell fluorescence. In A549 and A431 cells it turned out to be the same and equal 
to 84 nM per hour. The approach of quantitatively describing the degradation process can be applied to analyze the 
effectiveness of a wide class of antiviral drugs that cause degradation of viral proteins.

Keywords: nucleocapsid protein, SARS-CoV-2, immunoblotting, cell sizes, intracellular concentrations, targeted 
protein degradation.
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ВВЕДЕНИЕ
Гетерохроматиновый эффект положения (ЭП) 

приводит к изменениям структуры хроматина (ге-
терохроматинизации) и нарушениям экспрессии 
эухроматиновых генов при переносе к гетерохрома-
тину. Хромосомная инверсия In(2)A4 (далее  –  A4) 
вызывает ЭП генов, расположенных рядом с но-
выми эу-гетерохроматиновыми границам (цис-и-
нактивация), а также репортерных трансгенов, 
расположенных на гомологичной неперестроенной 
хромосоме (транс-инактивация) [1]. 

При цис-инактивации репрессия вызывается 
изменениями структуры хроматина, распростра-
няющимися от гетерохроматина путем линейной 
самосборки комплекса белков и модификаций ги-
стонов, включающего белок HP1a, узнающий вно-
симую метилтрансферазой Su(var)3-9 модифика-
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Гетерохроматиновый эффект положения проявляется в инактивации эухроматиновых 
генов при перемещении к гетерохроматину. При хромосомных перестройках инактивации 
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перестройке (цис-инактивация), и, в редких случаях, гены участка нормальной хромосомы, 
гомологичного району эу-гетерохроматиновой границы хромосомы с перестройкой (транс-
инактивация). Инверсия In(2)A4 способна транс-инактивировать расположенный на 
нормальной хромосоме ген-репортер UAS-eGFP. Мы провели нокдаун ряда белков хроматина 
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цию гистона H3K9me2/3 [2]. Транс-действующий 
эффект положения приводит к изменениям струк-
туры хроматина и инактивации генов нормальной 
хромосомы в гетерозиготе с перестройкой. Пред-
полагается, что транс-инактивация возникает в 
результате затягивания района нормальной хро-
мосомы в гетерохроматиновый компартмент (об-
ласть конденсированного хроматина внутри ядра 
с высокой концентрацией белков гетерохромати-
на) за счет соматической конъюгации гомологов  
[1, 3–5]). Транс-инактивация предполагает об-
разование гетерохроматина de novo, ее молеку-
лярные механизмы должны отличаться от цис-и-
нактивации [1, 6], обзоры см. [2, 7, 8]. Различие 
механизмов цис- и транс-инактивации пред-
полагает наличие факторов, влияющих толь-
ко на транс-инактивацию. Такие факторы были 
обнаружены в ходе анализа эффектов мутаций 
генов-модификаторов ЭП на вызываемую A4 
транс-инактивацию репортерного гена mini-
white [1]. Мутации модификаторов ЭП Su(var)2-5 
(HP1a), Eggless (SETDB1), Su(var)3-1 (JIL-1), 
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Su(var)3-6 (Pp1-87B), Su(var)3-7 подавляли цис- 
и транс-инактивацию, тогда как мутации в гене 
SAYP, кодирующем субъединицу комплекса ремо-
делирования хроматина SWI/SNF, и в гене Ago2, 
компоненте системы РНК-интерференции и бел-
ке хроматина, специфически влияли на транс- но 
не на цис-инактивацию [1]. Метилтрансфераза 
гистонов Su(var)3-9, один из основных компонен-
тов гетерохроматина, не влияла заметно на вызы-
ваемые A4 цис- и транс-инактивацию [1].

Ранее было показано [9, 10], что ген eGFP под 
контролем элемента UAS (UAS-eGFP), располо-
женный на нормальной хромосоме в области, го-
мологичной району эу-гетерохроматиновой гра-
ницы A4, транс-инактивируется в гетерозиготе с 
A4. Tранс-инактивация UAS-eGFP в мальпигиевых 
сосудах имеет характерный для ЭП мозаичный ха-
рактер (происходит только в части клеток, в дру-

гих сохраняется активность гена). Влияние уровня 
экспрессии UAS-eGFP на разных стадиях развития 
на степень его транс-инактивации было исследо-
вано при помощи комбинации активатора GAL4 и 
его термочувствительного репрессора GAL80ts [11]. 
Обнаружено, что высокий уровень транскрипции 
репортера на стадии эмбриона препятствует транс- 
инактивации на более поздних стадиях развития [9]. 

Для проверки роли ряда компонентов хрома-
тина в транс-активации мы измерили степень ре-
прессии гена-репортера UAS-eGFP под влиянием 
A4 на фоне нокдауна генов потенциальных мо-
дификаторов ЭП: SAYP, eggless, Polybromo, XNP, 
CG2116, E(var)3-9 и Su(var)2-HP2. Гены SAYP и 
eggless были выбраны для исследования, так как уже 
имелись данные об участии продуктов этих генов в 
транс-инактивации гена-репортера mini-white [1]. 
Polybromo и SAYP входят в ремоделирующий хро-

Рис. 1. Система для исследования влияния нокдауна генов  –  модификаторов эффекта положения на транс-
инактивацию репортера UAS-eGFP, вызываемую инверсией In(2)A4: инверсия In(2)A4 вызывает мозаичную 
инактивацию репортера UAS-eGFP на нормальной хромосоме в мальпигиевых сосудах. Показано положение 
репортера UAS-eGFP на нормальной хромосоме относительно места разрыва A4 (пунктирная вертикальная 
линия). Ниже представлена структура инверсии A4, Гх – блоки гетерохроматина, в А4 блок разделен на большой 
и отделенный малый фрагменты ц  –  центромера. Цис-действующий эффект положения распространяется на 
эухроматин от основного и отделенного блоков гетерохроматина (синие стрелки), транс-инактивация влияет 
на репортер в гомологичной нормальной хромосоме. На фотографиях показана мозаичная экспрессия eGFP 
(отсутствие флуоресценции в отдельных клетках) при вызываемой In(2)A4 транс-инактивации (eGFP/A4), по 
сравнению с экспрессией eGFP при той же температуре, но на фоне хромосомы дикого типа (eGFP/+) (а); система 
для исследования нокдауна генов – модификаторов ЭП на транс-инактивацию (б). Генотип содержит: хромосомы 
2  –  инверсия A4 в гетерозиготе с нормальной хромосомой с транс-инактивируемым репортером UAS-eGFP; 
хромосомы 3 – хромосома с генами GAL4 и GAL80ts под тубулиновыми промоторами в гетерозиготе с хромосомой, 
содержащей трансген UAS-RNAi  –  источник дцРНК к одному из исследуемых генов-модификаторов (egg, SAYP, 
Su(var)2-HP2, XNP, CG2116, E(var)3-9 и Polybromo). GAL4 активирует транскрипцию UAS-eGFP, а также UAS-RNAi, 
вызывая нокдаун модификатора ЭП. GAL80ts инактивирует GAL4, подавляя транскрипцию с UAS-зависимых 
промоторов, при этом степень подавления снижается при повышении температуры. Нокдаун модификатора ЭП 
может выражаться в усилении или подавлении транс-инактивации (иллюстрации эффектов приведены на фото 
справа). 
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матин комплекс семейства SWI/SNF, белок Xnp/
(dATRX) является АТФ-хеликазой, компонентом 
другого комплекса ремоделирования хроматина 
и взаимодействует с HP1a [12], CG2116 является 
транскрипционным фактором, компонентом меж-
дисков, а гены E(var)3-9 и Su(var)2-HP2 известны 
как модификаторы ЭП. E(var)3-9 – энхансер (не-
обходим для противодействия гетерохроматиновой 
репрессии), Su(var)2-HP2  –  супрессор, структур-
ный компонент гетерохроматина. 

Нокдаун исследуемых генов осуществляли 
при помощи GAL4-зависимых трансгенных кон-
струкций UAS-RNAi, производящих двуцепочеч-
ную РНК к гену-мишени, и комбинации GAL4 и 
GAL80ts. Результаты нокдаунов показали участие в 
установлении транс-инактивации продуктов генов 
SAYP, Su(var)2-HP2 и метилтрансферазы гистонов 
eggless. Polybromo и E(var)3-9 участвуют в нормаль-
ной транскрипции UAS-eGFP.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Методы классической генетики. Культивирова-

ние, отбор и скрещивания мух проводили по стан-
дартным протоколам. 

Линии мух. Следующие линии мух были исполь-
зованы для скрещиваний:

w67c23; In(2)A4/CyO содержит вызывающую 
транс-инактивацию хромосомную инверсию In(2)
A4 (далее – A4), получена в ОМГК ИМГ РАН [1].

w*; UAS-eGFP/CyO; P{tub-GAL4}LL7; P{tubP-
GAL80ts}7/TM3 Sb1 Ser1; содержит ген-репортер 
eGFP под контролем регуляторного элемента UAS 
(UAS-eGFP) в положении chr2L:21195077 (релиз ге-
нома дрозофилы R6) на хромосоме 2, а также гены 
GAL4 и GAL80ts под контролем промоторов тубу-
лина на хромосоме 3. Создание линии, равно как 
и исследование транс-инактивации UAS-eGFP в 
мальпигиевых сосудах под влиянием In(2)A4, опи-
сано ранее [9, 10]. 

Линии, несущие UAS-RNAi для нокдаунов по-
тенциальных генов – модификаторов транс-инак-
тивации (egg, SAYP, Su(var)2-HP2, XNP, CG2116, 
E(var)3-9 и Polybromo) были получены из коллек-
ции Transgenic RNAi Project (TRiP, https://fgr.hms.
harvard.edu/fly-in-vivo-rnai). UAS-RNAi в составе 
трансгенов VALIUM10 или VALIUM2 расположен 
на хромосоме 3 (сайт встраивания attP2). Инфор-
мация о линиях представлена на рис. 1 и 2.

Регулируемый нокдаун генов-модификаторов 
эффекта положения. Были получены мухи, со-
держащие: репортер UAS-eGFP на хромосоме 2 
в гетерозиготе с In(2)A4 (опыт) или с нормаль-
ной хромосомой (контроль); хромосому 3 с ге-
нами GAL4 и GAL80ts в гетерозиготе с хромосо-

мой, несущей трансген UAS-RNAi (Рис. 1б, 2а). 
Комбинация в одном геноме GAL4 и его термо-
чувствительного репрессора GAL80ts позволяет 
менять экспрессию генов под контролем UAS 
путем изменения температуры. GAL80ts полно-
стью активен при 18 °C, денатурирует при 30 °C, 
в интервале 18–30  °C проявляет промежуточ-
ную активность [9, 10]. Сила нокдауна исследу-
емого гена пропорциональна уровню экспрессии  
UAS-RNAi, максимальна при 30  °C и минималь-
на при 18 °C. Так как сильный нокдаун имел ле-
тальный эффект, была подобрана температура, 
при которой нокдаун максимален, но мухи со-
храняли жизнеспособность до взрослой стадии. 
При температуре 24 °C количество мРНК генов- 
модификаторов снижалось примерно в 2 раза, 
и наблюдалась выраженная транс-инактивация 
[9]. Схемы скрещиваний для получения нужных 
генотипов приведены на рис. 2а, информация 
о генах-модификаторах и эффектах нокдауна 
при разных температурах на жизнеспособность 
мух – на рис. 2б.

Измерение уровня экспрессии eGFP в мальпигиевых 
сосудах. В мальпигиевых сосудах мозаичный ЭП 
хорошо выражен, а морфология ткани (крупные 
изолированные клетки, формирующие однослой-
ные трубки) облегчает количественные измерения. 
Флуоресценцию eGFP измеряли в отдельных клет-
ках мальпигиевых сосудов двухдневных мух, раз-
вивавшихся при 24 °C. Измерения проводили, как 
описано в [9]. Для каждого изображения мальпи-
гиевого сосуда было получено 50–200 записей из-
мерений флуоресценции eGFP, соответствующих 
отдельным клеткам. Данные были использованы 
для построения графиков распределений интен-
сивности флуоресценции eGFP и подсчета стати-
стики в программах MS Excel и Knime (https://www.
knime.com). В приложении Knime была создана 
последовательность обработки данных, состоящая 
из загрузки исходных измерений, удаления выбро-
сов, построения скрипичных диаграмм и получе-
ния базовой статистики. Результаты получены для  
2–4 экспериментов. 

Оценку количества мРНК репортера UAS-eGFP 
проводили также при помощи количественной 
ПЦР. Данные количественной ПЦР коррелиро-
вали с данными по флуоресценции, хотя разницы 
по мРНК между генотипами оказалась ниже (не 
представлено). Прямое сравнение уровня флуорес-
ценции eGFP и количества его мРНК затруднено, 
так как: 1) флуоресценцию измеряли в мальпи-
гиевых сосудах, а мРНК выделяли из целых мух;  
2) использованный способ определения относи-
тельных количеств мРНК eGFP (относительно 
мРНК Rpl32) не позволяет учесть возможные изме-
нения экспрессии Rpl32 на фоне нокдауна.
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Измерение содержания мРНК методом количе-
ственной ПЦР. РНК выделяли из взрослых мух 
возрастом 2 дня с использованием реактива Trizol, 
проводили обратную транскрипцию и количе-
ственную ПЦР. Относительные количества мРНК 

репортерного гена eGFP и генов-модификаторов 
определяли на ПЦР-амплификаторе с детекцией в 
реальном времени ДТ-96 (ДНК-технология) мето-
дом ΔCq относительно количества мРНК гена ри-
босомального белка Rpl32. Рассчет относительных 

Рис. 2. Схема скрещиваний для получения генотипов, использованных для исследования эффектов нокдаунов 
компонентов хроматина на транс-инактивацию, таблица исследуемых генов и влияние нокдауна разной степени 
на жизнеспособность мух: ход скрещиваний и использованные в работе генотипы. Получены четыре генотипа, 
представляющие все возможные комбинации “наличие – отсутствие транс-инактивации” и “наличие – отсутствие 
нокдауна”. Во всех генотипах присутствуют гены GAL4 и GAL80ts. Отношение флуоресценции репортера в eGFP/
A4 к eGFP/+ без UAS-RNAi (UAS-eGFP/A4; tubGAL4 tubGAL80ts/TM6 к UAS-eGFP/CyO; tubGAL4 tubGAL80ts/
TM6) показывает уровень транс-инактивации без нокдауна гена-модификатора. Отношение флуоресценции 
репортера в eGFP/A4; UAS-RNAi к eGFP/+; UAS-RNAi (UAS-eGFP/A4; tubGAL4 tubGAL80ts/UAS-RNAi к UAS-eGFP/
CyO; tubGAL4 tubGAL80ts/UAS-RNAi) показывает уровень транс-инактивации при нокдауне исследуемого гена. 
Отношение уровней транс-инактивации “нокдаун/без нокдауна” определяет степень влияния гена-модификатора 
на транс-инактивацию (а); влияние нокдауна исследуемых генов на жизнеспособность особей. Степень нокдауна 
увеличивается при повышении температуры, когда инактивация репрессора GAL80ts повышает концентрацию 
активного GAL4). Стадии развития обозначены как Л (личинка), К (куколка), В (взрослые). Соответственно, ЛКВ 
обозначает выживаемость на всех стадиях при данной температуре, ЛК – выживают личинки и куколки, Л – только 
личинки. В случае нокдауна XNP выживали самцы (б).
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количеств мРНК проводили в программе RealTime 
PCR от производителя прибора и Excel. Протокол 
выделения подробно описан в [10].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Данные измерений транс-инактивации на фоне 

нокдаунов белков хроматина представлены на 
рис. 3. 

Пары слева направо (подписи внизу рисунка): 
отсутствие нокдауна (–RNAi), нокдаун одного из 
хроматиновых белков (остальные столбцы, указан 
выключаемый ген). В каждой паре (+) – норма (нет 
транс-инактивации), (A4)  –  транс-инактивация. 
Гистограмма, показывающая степень транс-инак-
тивации репортера (a). Степень транс-инактива-
ции рассчитана как Log2 отношения медианной ин-
тенсивности флуоресценции в UAS-eGFP/A4 (A4) к 
UAS-eGFP/+ (+), для контроля без нокдауна (-RNAi) 
флуоресценция снижена в ~ 6 раз. Гистограмма, 
показывающая влияние нокдауна на транс-инак-
тивацию (б). Влияние нокдауна рассчитывается 
как Log2 отношения степени транс-инактивации 
при нокдауне к степени транс-инактивации в кон-

троле (–RNAi). Положительные значения (оран-
жевые столбики) означают подавление транс-и-
нактивации (уменьшение репрессии репортера), 
отрицательные (синие столбики)  –  усиление. В 
случае нокдауна Su(var)2-HP2 транс-инактивация 
ослабевает в ~3.5 раза. Скрипичные диаграммы, 
показывающие распределение интенсивностей 
флуоресценции в мальпигиевых сосудах (в). Гра-
фики показывают симметрично отраженную кри-
вую распределения результатов измерений, внутри 
кривой – “ящик с усами”, диаграмма с квартилями 
и выбросами, для тех же измерений. Ось y  –  ин-
тенсивность флуоресценции в условных единицах. 
Зелeная линия  –  медианное значение интенсив-
ности флуоресценции для контроля (UAS-eGFP/+; 
без нокдауна и транс-инактивации), черная ли-
ния  –  медианное значение интенсивности флуо-
ресценции при транс-инактивации без нокдауна. 
На графиках видно: транс-инактивацию (столбик  
–RNAi, разница между + и A4), влияние нокдауна 
на нормальную транскрипцию репортера (увели-
чение экспрессии в образцах без транс-инактива-
ции (+) в –SAYP, –egg и снижение в –Polybromo и 
–E(var)3-9) и влияние нокдауна на степень транс- 

Рис 3. Попарное сравнение интенсивности флуоресценции клеток мальпигиевых сосудов у мух с UAS-eGFP в норме 
и при транс-инактивации без нокдауна (–RNAi) и при нокдауне одного из белков (–Xnp, –SAYP, –CG2116, –olybro-
mo, –eggless, –E(var)3-9, –HP2).
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инактивации (изменения отношения A4 к + внутри 
столбца). Нокдауны SAYP, Eggless и HP2 заметно 
снижают транс-инактивацию, тогда как нокдауны 
Xnp, CG2116 и Polybromo ее слабо усиливают. Нокда-
ун E(var)3-9 на транс-инактивацию не влиял

Обнаружено, что нокдауны генов СG2116 (ко-
дирует белок междисков политенных хромосом) и 
XNP (последний отвечает за поддержание стабиль-
ности центромер и теломер, правильную локализа-
цию HP1a и встраивание в хроматин вариантного 
гистона H3.3) не оказывают заметного влияния на 
степень транс-инактивации репортера или на уро-
вень его экспрессии в целом.

Нокдаун метилтрансферазы Eggless/SETDB1 приво-
дит к подавлению транс-инактивации UAS-eGFP, ана-
логично ранее описанному подавлению транс-и-
нактивации mini-white под влиянием A4 при мутации 
в eggless [1]. Интересно, что метилтрансфераза 
Su(var)3-9 не влияла на репрессию репортера mini-
white в той же системе [1]. Eggless, как и Su(var)3-9, 
вносит репрессорную модификацию H3K9me3 и, 
возможно, в случае A4 Eggless функционально заме-
няет Su(var)3-9. Нокдаун Eggless также приводит к 
повышению уровня экспрессии UAS-eGFP в норме 
(без влияния A4), это указывает на роль Eggless в 
контроле нормальной транскрипции UAS-eGFP.

Любопытным представляется результат нокдау-
на Polybromo и SAYP: оба белка являются субъеди-
ницами комплекса ремоделирования хроматина 
PBAP (один из SWI/SNF комплексов) и физически 
взаимодействуют между собой [13-15]. Комплексы 
ремоделирования (ремоделеры), при их склонно-
сти к сохранению консервативной архитектуры из 
нескольких субъединиц, также описываемых как 
консервативные, в действительности достаточно 
разнообразны функционально. Некоторые из них 
формируют хроматин промоторов генов [14], но 
все они объединяются в одно большое семейство 
ремоделеров SWI/SNF. На примере элегантного и 
детального исследования ремоделера млекопита-
ющих cBAF семейства SWI/SNF было обнаружено, 
что его субъединицы представляют собой белки, 
несущие районы протяженных IDR [16], склонных 
к формированию белок-белковых взаимодействий. 
Работа продемонстрировала роль IDRs в ремодели-
ровании хроматина. При этом онкогенные факто-
ры часто представляют собой мутантные варианты 
субъединиц сВАF. Нокдаун Polybromo не оказывает 
достоверного влияния на транс-инактивацию (но 
вызывает снижение экспрессии репортера в опыте 
и контроле, что указывает на участие белка в акти-
вации транскрипции UAS-eGFP в норме), а нокдаун 
SAYP вызывает сильное подавление транс-инакти-
вации. Видимо, SAYP имеет отдельную функцию в 
установлении гетерохроматиновой репрессии, реа-
лизуемую независимо от Polybromo. Нокдаун SAYP 

также вызывал дерепрессию UAS-eGFP в норме, это 
указывает на роль SAYP в формировании репресси-
рованного эухроматина.

Нокдаун Su(var)2-HP2 подавляет транс-инакти-
вацию репортера примерно в той же степени, что и 
SAYP. Белок Su(var)2-HP2 взаимодействует с клю-
чевым белком гетерохроматина НР1a, который рас-
сматривается как определяющий компактизацию 
гетерохроматина по механизму фазовой сепара-
ции с участием белков с районами функционально 
важных неупорядоченных аминокислотных после-
довательностей (IDRs) [17–19]. В настоящее время 
механизмы фазовой сепарации рассматриваются 
как регуляторные при образования разнообразных 
субклеточных компартментов, необходимых для 
обеспечения важнейших биологических процессов, 
перечисление которых можно найти в обзорах [18],  
осуществляемых с участием функционально важ-
ных IDRs [20].

Таким образом, среди исследованных ге-
нов Su(var)2-HP2, SAYP и eggless необходимы для 
транс-действующей гетерохроматиновой репрес-
сии. Полученные данные согласуются с ранее име-
ющейся информацией о роли SAYP в транс-инак-
тивации репортеров mini-white в паре с A4 [1], тем 
самым указывая на SAYP как универсальный ком-
понент транс-инактивации. Роль Su(var)2-HP2 в 
процессе ранее не была известна. Участие белков 
Su(var)2-HP2 и SAYP в процессе транс-инактива-
ции обнаруживает роль в этом явлении белков, со-
держащих IDRs, и механизмов фазовой сепарации.

Перспективы. Использованный в работе под-
ход может быть применен для исследования роли 
любых хроматиновых белков в эктопической гете-
рохроматинизации эухроматина, для этого требу-
ется наличие источника дцРНК к интересующему 
гену под контролем UAS на хромосоме 3. Комби-
нация GAL4-GAL80ts позволяет путем изменения 
температуры, осуществлять нокдаун интересую-
щего гена на любой стадии развития и тем самым 
исследовать, на каком этапе онтогенеза необходима 
функция продукта изучаемого гена.
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EFFECT OF CHROMATIN STRUCTURE MODIFIERS  
ON THE TRANS-ACTING HETEROCHROMATIN POSITION  

EFFECT IN DROSOPHILA MELANOGASTER
A. A. Solodovnikov, S. A. Lavrov#, A. S. Shatskikh, Academician of the RAS V. A. Gvozdev

National Research Centre “Kurchatov Institute”, Moscow, Russian Federation
#E-mail: slavrov.defy@gmail.com

The heterochromatin position effect is manifested in the inactivation of euchromatin genes transferred 
to heterochromatin. In chromosomal rearrangements, genes located near the new eu-heterochroma-
tin boundary in the rearrangement (cis-inactivation) and, in rare cases, genes of a region of the normal 
chromosome homologous to the region of the eu-heterochromatin boundary of the chromosome with the 
rearrangement (trans-inactivation) are subject to inactivation. The In(2)A4 inversion is able to trans-in-
activate the UAS-eGFP reporter gene located on the normal chromosome. We knockdown a number of 
chromatin proteins using temperature-controlled RNA interference and investigated the effect of knock-
down on trans-inactivation of the reporter. We found suppression of trans-inactivation by knockdowns of  
Su(var)2-HP2, a protein that binds to the key heterochromatin protein HP1a, SAYP, a subunit of the chro-
matin remodelling complex, and Eggless histone methyltransferase (SETDB1), which introduces a H3K9me3 
histone mark, recognized by the HP1a protein. The method of studying the effects of gene knockdown on 
heterochromatin position effects presented in this work is of independent methodological interest.

Keywords: position effect variegation, chromatin structure, trans-inactivation, reporter genes, RNA inter-
ference, phase separation.
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ВВЕДЕНИЕ
Изобретение метода высокопроизводительного 

рибосомного профилирования позволило обнару-
жить трансляцию множества молекул РНК, а также 
участков матричных РНК (мРНК), которые пре-
жде считались некодирующими [1]. Последующие 
исследования раскрыли важную роль многих про-
дуктов трансляции “некодирующих” РНК [2–4]. 
Интересным примером “некодирующих” участков 
мРНК являются малые открытые рамки считыва-
ния (малые ОРС), расположенные в их 5’-нетранс-
лируемой области (5’-НТО). Далее мы будем назы-
вать их вышележащие ОРС по аналогии с upstream 
ORF или uORF в англоязычной литературе [1]. 
Особенность функционирования вышележащих 
ОРС заключается в том, что они могут как регули-
ровать экспрессию гена, влияя на трансляцию ни-
жележащей основной ОРС гена, так и кодировать 

малые функциональные белки, роль которых может 
быть напрямую не связана с функцией кодируемого 
геном белка [5, 6].

Одним из известных генов, содержащих регуля-
торные вышележащие ОРС, является ATF4, коди-
рующий главный фактор транскрипции, необходи-
мый для восстановления клеток в условиях стресса 
[7]. мРНК гена ATF4 обладает двумя вышележащи-
ми ОРС, консервативными среди млекопитающих, 
которые подавляют трансляцию основной ОРС в 
нормальных условиях, но при этом способствуют 
ее трансляции при различных стрессах [8].

Интересный пример вышележащей ОРС рас-
положен в гене ASNSD1, вовлеченном в биосинтез 
аспарагина. Данная вышележащая ОРС кодирует 
малый белок ASDURF [9]. ASDURF является одной 
из 12 субъединиц кошаперонного комплекса PAQ-
сомы [9], который вовлечен в биогенез ряда белко-
вых комплексов [10].

В работах по полногеномному скринингу ге-
нов человека при помощи системы CRISPR-Cas9, 
выявлен ген PRPF19, который критически необ-
ходим для жизнеспособности клеток различных 
линий [11, 12]. Белок PRPF19 представляет собой 
высококонсервативный фактор сплайсинга, кото-
рый включен в состав комплекса Prp19/NTC [13]. 
Основную функцию этого комплекса связывают 
с процессингом РНК и ответом на повреждение 
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ДНК [13]. В данной работе, чтобы выяснить роль 
вышележащей ОРС в мРНК гена PRPF19 мы про-
верили, может ли транслироваться в клетках данная 
вышележащая ОРС при помощи репортерной кон-
струкции, и изучили, как ее инактивация влияет на 
жизнеспособность клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культуры клеток. Клетки HEK293T (произво-

дная линия из почки эмбриона человека) и HAP1 
(практически гаплоидная производная линия из 
хронического миелолейкоза человека) растили в 
среде DMEM/F12 и IMDM соответственно (Gibco) с 
добавлением аланил-глутамина (GlutaMAX, Gibco), 
10%-й эмбриональной телячьей сыворотки (FBS, 
Gibco) в присутствии 100 единиц/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина (Gibco) при 37 °C в ат-
мосфере 5% CO2. Конфлюентность культур иссле-
довали с помощью инвертированного микроскопа. 
Клетки были проверены на отсутствие микоплазмы 
(MycoReport, «Евроген»).

Клетки трансфицировали согласно протоколу 
производителя, используя набор Lipofectamine 3000 
Transfection Reagent (Invitrogen). С помощью этого 
же набора получали лентивирусные частицы соглас-
но примечанию по применению от производителя.

Для анализа конкуренции клетки трансдуци-
ровали вирусными частицами, кодирующими 
гидовую РНК/Cas9 и ген зеленого флуоресцент-
ного белка (EGFP), примерно с 50%-й эффектив-
ностью и оценивали процент выживших клеток c 
флуоресценцией EGFP на проточном цитометре 
MACSQuant Analyser (Miltenyi Biotec) в течение не-
скольких суток.

Быстрая амплификация 5’-концов кДНК 
(5’RACE) 5’RACE проводили согласно протоколу 
производителя (5’ RACE System for Rapid Amplification 
of cDNA Ends, version 2.0, Invitrogen). РНК выделя-
ли из клеток HEK293T при помощи набора PureLink 
RNA Mini Kit (Invitrogen). Для получения кДНК и 
последующей амплификации использовали оли-
гонуклеотиды 5’-GTCTTCCCTCTCTTCTTGC-3’ 
и 5’-GGTTAGCACAGTGGCTTTGTC-3’ соответ-
ственно.

Плазмиды и конструкции. Плазмида для про-
верки трансляции вышележащей ОРС сдела-
на на основе вектора pHaloTag-EGFP (Addgene 
#86629), в котором последовательность HaloTag 
заменили на последовательность, соответствую-
щую 5’-концу основной изоформы мРНК гена 
PRPF19 со вставкой последовательности HiBiT 
перед стоп-кодоном вышележащей ОРС.

Плазмида для внесения случайных мутаций с 
помощью CRISPR-Cas9 сделана на основе векто-
ра LeGO-iG2 (Addgene #27341), в которую перед 

SFFV промотором поместили последовательность 
из вектора lentiGuide-Puro (Addgene #52963) от  
U6-промотора до остова гидовой РНК с терми-
натором транскрипции. Направляющую после-
довательность гидовой РНК клонировали в полу-
ченный вектор путем отжига олигонуклеотидов 
и их лигирования в вектор после рестрикции 
BsmBI. Использовали следующие олигонуклеоти-
ды: 5’-CACCGCTACGCTAGCATCGCTCGGC-3’ 
и 5’-AAACGCCGAGCGATGCTAGCGTAGC-3’, 
5’-CACCGAGCGCTACGCTAGCATCGCT-3’ и 
5’-AAACAGCGATGCTAGCGTAGCGCTC-3’ 
для вышележащей ОРС PRPF19;5’-
CACCGCGCGACGACTCAACCTAGTC-3’ и 
5’-AAACGACTAGGTTGAGTCGTCGCGC-3’ 
для отрицательного контроля; 
5’-CACCGATACGTGCAAATTCACCAGA-3’ и 
5’-AAACTCTGGTGAATTTGCACGTATC-3’, 
5’-CACCGTGGCCAGGTTGCGGTCGCAG-3’ и 
5’-AAACCTGCGACCGCAACCTGGCCAC-3’ для 
положительных контролей (на ген PCNA).

Детекция люциферазной активности,  
опосредованной HiBiT. Для детекции активно-
сти люциферазы, образующейся при связыва-
нии большой субъединицы люциферазы LgBiT 
и пептида HiBiT, использовали набор Nano-Glo 
HiBiT Lytic Detection System (Promega) в 96-лу-
ночном формате согласно протоколу произво-
дителя. Интенсивность люминесценции (RLU) 
каждого образца определяли с помощью Victor 
X5 plate reader (Perkin Elmer).

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программного 
обеспечения GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, США). 
Статистическую значимость определяли с помо-
щью t-теста не менее чем для трех повторов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно базе данных Ensemble основ-

ной изоформой мРНК гена PRPF19 является 
ENST00000227524. Простым способом выявления 
ОРС в РНК является анализ интересующей по-
следовательности при помощи транскриптомного 
браузера Trips-Viz [14], который позволяет визуа-
лизировать данные рибосомного профилирования. 
Используя Trips-Viz, можно распределить сово-
купные данные рибосомного профилирования из 
разных исследований по трем возможным рамкам 
считывания. 

Чтобы оценить, с какими участками основной 
изоформы мРНК гена PRPF19 связаны трансли-
рующие рибосомы (рис. 1), мы выбрали в Trips-Viz 
режим однозначного отнесения прочтений из ри-
босомного профилирования, таким образом, все 
отображенные данные должны относиться только к 
транскриптам гена PRPF19.
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Мы обнаружили, что помимо аннотирован-
ной основной ОРС в рамке считывания № 3, от-
меченной синим (см. рис. 1), в 5’-НТО основной 
изоформы мРНК также присутствует отмеченный 
красным профиль, который относится к рамке счи-
тывания № 1 (см. рис. 1) и содержит только один 
стоп-кодон, который расположен в начале транс-
крипта. Все это свидетельствует о том, что в 5’-НТО 
мРНК гена PRPF19 может транслироваться выше-
лежащая ОРС. Интересно, что при этом в 5’-НТО 
отсутствует старт-кодон AUG, поэтому трансляция 
такой вышележащей ОРС должна начинаться с не-
канонического старт-кодона.

Чтобы подтвердить, что трансляция вышеле-
жащей ОРС гена PRPF19 начинается с неканони-
ческого старт-кодона, мы выбрали только данные 
профилирования в Trips-Viz, полученные при оста-
новке рибосом на стадии инициации трансляции 
в условиях обработки клеток харрингтонином или 
лактимидомицином (рис. 2). 

Полученный суммарный профиль инициирую-
щих рибосом из разных исследований показывает, 
что трансляция вышележащей ОРС может начи-
наться с нескольких старт-кодонов. Красные пики 
в области 5’-НТО мРНК на графике соответствуют 
кодонам CUG, GUG, AUC, которые близки к AUG 
и могут выступать в качестве старт-кодонов при 
инициации трансляции [15].

Вероятность трансляции вышележащей ОРС в 
мРНК гена PRPF19 высока, о чем свидетельствует 

сопоставимое и даже большее содержание рибо-
сом, особенно инициирующих на ней, в сравне-
нии с основной ОРС. Для этого мы подтвердили, 
что в клетках человека HAP1 присутствует только 
одна изоформа мРНК гена PRPF19. Для этого мы 
получили кДНК, используя два олигонуклеотида, 
комплементарные 7 и 8 экзонам PRPF19, и прове-
ли анализ изоформ мРНК гена PRPF19 методом 
5’RACE. Экзоны 7 и 8 содержатся во всех анноти-
рованных в Ensemble транскриптах гена PRPF19, 
которые содержат хотя бы часть первого экзона 
основной изоформы, где расположена предполага-
емая вышележащая ОРС. Мы смогли обнаружить 
только последовательность, которая полностью со-
ответствует основной изоформе мРНК гена PRPF19 
из Ensemble. Таким образом, данные рибосомного 
профилирования могут относиться только к одной 
мРНК гена PRPF19.

Перед изучением вышележащей ОРС необхо-
димо подтвердить, что она действительно транс-
лируется. С этой целью мы поместили последова-
тельность, соответствующую 5’-концу мРНК гена 
PRPF19, включая начало ОРС белка PRPF19, пе-
ред ОРС зеленого флуоресцентного белка (EGFP). 
В данной репортерной конструкции мы добавили 
на C-конец предполагаемого пептида последова-
тельность белковой метки HiBiT, состоящую из 11 
аминокислот (рис. 3А). HiBiT позволяет детекти-
ровать наличие пептида в образце за счет люми-
несценции, которая возникает при комлемента-
ции неактивной субъединицы люциферазы LgBiT 

Рис. 1. Рибосомное профилирование основной изоформы мРНК гена PRPF19 человека (ENST00000227524) 
согласно базе Ensemble, отображенное в транскриптомном браузере Trips-Viz. На схеме внизу отмечены разными 
цветами три возможные рамки считывания и соответствующие им профили на графике. На схеме рамок считывания 
черным отмечены стоп-кодоны (UGA, UAA, UAG), белым отмечены старт-кодоны (AUG).
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меткой HiBiT. В качестве контрольной конструк-
ции использовали исходный вектор без вставки 
последовательности 5’-конца мРНК гена PRPF19. 
Мы трансфицировали клетки HEK293T получен-
ными конструкциями и измерили люцифераз-
ную активность, опосредованную HiBiT (см. рис. 
3Б). Сигнал люминесценции в лизатах клеток, 
трансфицированных репортерной конструкцией, 
примерно в 120 раз превышал фоновый сигнал, 
наблюдаемый в лизатах клеток, трансфициро-
ванных контрольной конструкцией (см. рис. 3Б). 
Таким образом, мы показали, что вышележащая 
ОРС в 5’-НТО мРНК гена PRPF19 может трансли-
роваться в клетках человека in vitro.

Таким образом, мы подтвердили трансляцию 
вышележащей ОРС в мРНК гена PRPF19 челове-
ка. Мы решили проверить, кодирует ли эта ОРС 
малый белок. Функциональность продукта транс-
ляции можно косвенно оценить, определив кон-
сервативность кодирующей его ОРС. Для этого 

мы выбрали первый предполагаемый старт-кодон 
как начало ОРС у человека и выровняли последо-
вательности вышележащей ОРС среди млекопи-
тающих в геномном браузере CodAlignView [16] 
(рис. 4А).

Мы обнаружили, что вышележащая ОРС в 
мРНК гена PRPF19 высококонсервативна среди 
многих млекопитающих, тем не менее присутству-
ет ряд несинонимичных замен, а также вставок и 
делеций, которые должны приводить к замене ами-
нокислот в белковом продукте (см. рис. 4А). При 
этом многие потенциальные старт-кодоны некон-
сервативны (рис. 4А), что указывает на возможную 
эволюционную пластичность в инициации транс-
ляции данной вышележащей ОРС. Поэтому мы 
выровняли последовательности кодируемого ей 
белка среди некоторых млекопитающих (см. рис. 
4Б). Мы обнаружили, что рассмотренный белок 
в целом умеренно консервативен среди млекопи-
тающих, однако он более консервативен в C-кон-

Рис. 2. Профилирование инициирующих рибосом основной изоформы мРНК гена PRPF19 человека 
(ENST00000227524) согласно базе Ensemble, отображенное в транскриптомном браузере Trips-Viz. На схеме разными 
цветами отмечены три возможные рамки считывания и соответствующие им профили на графике. На схеме внизу 
черным отмечены стоп-кодоны (UGA, UAA, UAG), белым отмечены старт-кодоны (AUG).
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цевой части. Таким образом, данная малая ОРС и 
кодируемый ей белок могут быть важны для жизне-
способности клетки.

Далее мы оценили, влияют ли мутации в после-
довательности данной вышележащей ОРС на жиз-
неспособность клетки. Для этого мы подобрали две 
наиболее специфичные гидовые РНК, нацеленные 
на середину вышележащей ОРС, так что расстояние 
от старта транскрипции или от начала основной 
ОРС гена PRPF19 до ближайшего места разрезания 
составляло 71 и 128 нуклеотидов соответственно, и 
использовали их для внесения случайных мутаций 
с помощью системы CRISPR-Cas9. Таким образом, 
возникающие мутации не должны влиять на транс-
крипцию гена PRPF19 или трансляцию основной 
ОРС, но будут инактивировать вышележащую ОРС 
при сдвиге рамки считывания. Мы провели экспе-
римент по анализу конкуренции между клетками 
дикого типа и клетками с набором образующихся 
случайных мутаций в вышележащей ОРС при экс-
прессии гидовой РНК (рис. 5). В качестве поло-
жительного контроля использовали гидовые РНК, 
нацеленные на ген PCNA, который необходим 
для репликации ДНК, а в качестве отрицательно-
го – гидовую РНК, не имеющую комплементарного 
участка в геноме.

Мы обнаружили, что экспрессия гидовых РНК, 
инактивирующих вышележащую ОРС в PRPF19, но 
не контрольной гидовой РНК, снижает жизнеспо-
собность клеток (см. рис. 5).

Полученные в работе данные указывают на то, 
что вышележащая ОРС в мРНК гена PRPF19 может 
транслироваться в клетках человека in vitro. При 
этом кодируемый ею малый белок консервативен 
среди млекопитающих. Мутации в вышележащей 
ОРС приводят к снижению жизнеспособности кле-
ток человека. Таким образом, либо потеря малого 
белка, либо нарушение регуляторной активности 
вышележащей ОРС приводит к снижению жизне-
способности клеток человека.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Итак, 5’-нетранслируемая область мРНК гена 

PRPF19 содержит вышележащую ОРС, которая 
транслируется в клетках человека in vitro, как было 
показано с использованием репортерной конструк-
ции. Инактивация данной вышележащей ОРС сни-
жает жизнеспособность клеток человека. Консерва-
тивность белка, кодируемого вышележащей ОРС в 
мРНК гена PRPF19, среди млекопитающих указы-
вает на то, что именно он может быть необходим для 

Рис. 3. Подтверждение трансляции вышележащей ОРС гена PRPF19 с помощью репортерной конструкции: схема 
репортерной конструкции. Часть ОРС белка PRPF19 соединена с ОРС EGFP. вОРС  –  вышележащая ОРС (А); 
измерение люциферазной активности, опосредованной HiBiT, в лизатах клеток после трансфекции репортерными 
конструкциями. Показаны средние значения и стандартные отклонения для 4 независимых трансфекций. 
RLU – относительные световые единицы; *** – p-значение < 0.001 (Б).
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Рис. 5. Анализ конкуренции между клетками HAP1 дикого типа и клетками, экспрессирующими гидовые РНК, в течение 
нескольких дней. Показана относительная доля клеток, экспрессирующих гидовую РНК и EGFP, по третьему дню после 
трансдукции лентивирусами. Показаны средние значения и стандартное отклонение для трех независимых заражений 
клеток. ** – p-значение < 0.01. “вОРС” – вышележащая ОРС.

Рис. 4. Анализ консервативности вышележащей ОРС гена PRPF19 среди млекопитающих: выравнивание 
вышележащей ОРС гена PRPF19 в геномном браузере CodAlignView среди некоторых млекопитающих. Указаны 
положения первого старт-кодона вышележащей ОРС у человека по данным на рис. 2 и стоп-кодона (A); Выравнивание 
последовательностей белков, кодируемых вышележащей ОРС в мРНК гена PRPF19, среди указанных видов в 
MSA4U [17]often encoding so-called leader peptides. Начало белка выбрано по первому возможному старт-кодону в 
соответствующей рамке считывания (Б).
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жизнеспособности клетки. В то же время нельзя ис-
ключать, что данная вышележащая ОРС регулиру-
ет трансляцию основной ОРС, и содержание белка 
PRPF19 в клетке соответственно. Регуляторная роль 
вышележащей ОРС в мРНК гена PRPF19 также мо-
жет иметь значение для жизнеспособности клетки.
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PRPF19 mRNA ENCODES A SMALL OPEN READING FRAME THAT  
IS IMPORTANT FOR VIABILITY OF HUMAN CELLS
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High-throughput ribosome profiling demonstrated the translation of thousands small open reading frames 
located in the 5′ untranslated regions of messenger RNAs (upstream ORFs). Upstream ORF can both perform a 
regulatory function by influencing the translation of the downstream main ORF, and encode a small functional 
protein or microprotein. In this work, we showed that the 5′ untranslated region of the PRPF19 mRNA encodes 
an upstream ORF that is translated in human cells. Inactivation of this upstream ORF reduces the viability of 
human cells.

Keywords: ribosome profiling, upstream ORF, uORF, microprotein, micropeptide.
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ВВЕДЕНИЕ
Необходимость в разработке новых противови-

русных препаратов особенно ярко продемонстри-
ровала пандемия коронавируса SARS-CoV-2. Наи-
более часто используются низкомолекулярные 
ингибиторы вирусной активности [1]. Однако их 
можно подобрать не ко всем белковым мишеням, 
в отличие от антителоподобных молекул, которые 
можно получить к практически любому белковому 
антигену [2, 3]. Не удивительно, что в различных 
системах доставки биоактивных молекул все чаще 
используются разные антителоподобные моле-
кулы [4]. Для вируса SARS-CoV-2 в качестве бел-
ка-мишени можно выбрать крайне необходимый 
для сборки вирусного капсида нуклеокапсидный 
белок, или N-белок [5–7]. К этому белку высокое 
сродство имеет полученная ранее антителоподоб-
ная молекула, монободи (NC2) [8]. Ранее мы раз-
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работали модульные нанотранспортеры (МНТ), 
содержащие в своем составе данное монободи 
и способные связываться в клетках-мишенях с 
N-белком [9], в настоящей работе обозначаемые 
как МНТ0. Следующий вариант МНТ, МНТ1, от-
личался от МНТ0 тем, что в него была дополни-
тельно включена аминокислотная последователь-
ность DPETGEYL (далее  –  Е3ВР), способная с 
высоким сродством связывать убиквитинлигазу 
Keap1 [10]. Мы предположили, что связывание 
МНТ1 одновременно с Keap1 и N-белком будет 
приводить к деградации N-белка как следствие 
его убиквитинирования [11]. В состав МНТ1, так 
же как и у МНТ0, был внесен сайт для отщепления 
Е3ВР-монободи от МНТ1 в закисляемых эндоци-
тозных компартментах. Настоящая работа посвя-
щена как изучению взаимодействия МНТ1 и рас-
щепленного МНТ1 с N-белком в растворе, так и 
влиянию МНТ1 на содержание N-белка в клетках 
А549, временно экспрессирующих этот белок. 

Наработку и очистку N-белка и МНТ0 прово-
дили, как это описано в [9]. Сайт-специфическим 
мутагенезом из МНТ, описанного ранее [9], полу-
чили ген, кодирующий МНТ следующего состава: 
affibody(EGFR)-HisTag-DTox-HMP-FKFL-E3BP-
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NC2, где affibody(EGFR) – аффибоди к рецептору 
эпидермального фактора роста, DTox – транслока-
ционный домен дифтерийного токсина, HMP – ге-
моглобиноподобный белок E. coli, FKFL  –  сайт 
расщепления эндосомной протеазой катепсином 
В, E3BP  –  аминокислотная последовательность, 
привлекающая Е3-лигазу Keap1 и NC2 – монободи 
к N-белку. Экспрессию МНТ1 проводили в штам-
ме E.coli Ros(DE3)pLysS. Автоиндукцию экспрес-
сии МНТ1 проводили инкубацией в течение 48 ч  
при 18 °C. МНТ1 выделяли из растворимой фракции 
[12], а затем очищали аффинной хроматографией 
на носителе HisTrap FF (Cytiva). Денатурирующий 
электрофорез в полиакриламидном геле продемон-
стрировал достаточную степень чистоты получен-
ного МНТ1 (86.6%). 

Для получения расщепленного МНТ1 инкуби-
ровали 4 мкМ МНТ1 с 4 мкг/мл активированно-
го катепсина В (Native human Cathepsin B protein 
(ab90387, Abcam)). Активацию катепсина В прово-
дили, как описано в [14]. Расщепление МНТ1 про-
водилось при рН 5.5 с добавлением 0.001% SDS, 
чтобы избежать агрегации МНТ1. Взаимодействие 
МНТ1 и расщепленного МНТ1 с N-белком изуча-
ли так же, как описано в [13], методом термофоре-
за на приборе Monolith NT.115 Series (NanoTemper 
Technologies GmbH, Германия) в буфере 10 мМ 
NaH2PO4, 150 мМ NaCl, pH 8.0. N-белок был по-
мечен флуоресцентным красителем AF488, как это 
описано в [13] и с той же степенью модификации. 
Трансфекция клеток А549 плазмидой (3–4% транс-
фицированных клеток), кодирующей N-белок, 

слитый с флуоресцентным белком mRuby3, осу-
ществлялась по [13].

При фиксированной концентрации N-белка, 
меченного AF488, (5 нМ) методом термофоре-
за были получены зависимости относительной 
флуоресценции (за 100% принята флуоресцен-
ция до начала термофореза) через 20 с после на-
чала термофореза от концентрации МНТ1 (рис. 
1, квадраты) или расщепленного МНТ1 (см. рис. 
1, полые треугольники). Для каждого экспери-
мента получали три-четыре такие зависимости, и 
весь эксперимент повторяли три-четыре раза. По 
каждой кривой определяли константу диссоциа-
ции комплекса МНТ1 или расщепленного МНТ1 с 
N-белком, ее усредняли по всем 12–17 кривым и 
определяли относительную ошибку ее измерения. 
Константы диссоциации комплексов МНТ1 или 
расщепленного МНТ1 с N-белком составили 47 ± 
3 и 17 ± 4 нМ соответственно. Для расщепленного 
МНТ1 это значение близко к константе для сво-
бодного монободи NC2 (6.7 нМ [8]). Таким обра-
зом, расщепление МНТ1 катепсином В приводит 
к увеличению его сродства к N-белку приблизи-
тельно в три раза. 

За процессом деградации слитого белка 
N-mRuby3 в клетках А549 с временной экспрес-
сией данного белка наблюдали с использовани-
ем проточной цитофлуориметрии на приборе 
MACSQuant Analyzer (Miltenyi Biotec, Франция) в 
канале флуоресценции 571–601 нм, флуоресцен-
цию возбуждали лазером с длиной волны 561 нм. 
Клетки с временной экспрессией белка N-mRuby3 
инкубировали с 500 нМ МНТ1 или МНТ0 в течение 
заданного времени, отмывали, снимали с подлож-
ки и изучали в канале флуоресценции mRuby3 на 
проточном цитофлуориметре. На рис. 2 показа-
на зависимость флуоресценции клеток А549 от 
времени инкубации с МНТ1 или МНТ0. На 5 ча-
сов средняя флуоресценция клеток А549 досто-
верно (р < 0.05, U-критерий Манна Уитни) ниже 
в случае, когда клетки инкубировали с МНТ1, по 
сравнению с инкубацией с МНТ0. Уменьшение 
флуоресценции mRuby3 можно связать с деграда-
цией слитого белка N-mRuby3. Полученные дан-
ные позволяют сделать вывод о том, что включе-
ние в разработанные нами МНТ аминокислотной 
последовательности, привлекающей Е3-лигазу 
Keap1, может приводить к деградации N-белка в 
клетках-мишенях.

Как мы показали ранее, отщепление монободи 
от МНТ0 приводит к существенному уменьшению 
константы диссоциации комплекса N-белка с этим 
монободи (с 116 ± 20 до 10 ± 3 нМ) [9]. В настоящей 
работе заметное увеличение сродства наблюдается 
и для МНТ1 (константа диссоциации уменьшается с 
47 ± 3 до 17 ± 4 нМ). Иными словами, отщепленный 

Рис. 1. Зависимости относительной интенсивности 
флуоресценции (за 100% принята интенсивность 
флуоресценции до начала термофореза) через 20 с 
после начала термофореза от концентрации МНТ1 
или расщепленного МНТ1 при постоянной концен-
трации N-белка, меченного AF488 (5 нМ). Указана 
стандартная ошибка определения относительной 
интенсивности флуоресценции (14–17 повторов). 
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фрагмент в клетке-мишени будет взаимодейство-
вать с N-белком заметно лучше, чем полноразмер-
ный МНТ. Известно, что конкурентное взаимодей-
ствие с N-белком потенциально способно нарушить 
весь процесс сборки новых вирусных частиц [15], а 
значит, подавить распространение вируса в орга-
низме. В настоящей работе на это воздействие на 
N-белок накладывается еще его вероятная деграда-
ция за счет привлечения к нему E3-лигазы, что, по 
нашему мнению, должно кардинально сказаться на 
сборке вирусного капсида. 

Мы предполагаем, что разработанные МНТ мо-
гут послужить основой для создания новых проти-
вовирусных препаратов против вируса SARS-CoV-2. 
Причем примененный в данной работе подход в 
перспективе может оказаться эффективным против  
не только этого вируса, но и других вирусов.
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Рис. 2. Относительная флуоресценция клеток А549 
(флуоресценция клеток, к которым не добавлялся 
МНТ была принята за 100%) при их инкубации раз-
личные времена с 500 нМ МНТ1 или 500 нМ МНТ0. 
Указаны средние значения с соответствующей сред-
неквадратичной ошибкой (n = 3–9). 
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Modular nanotransporters (MNTs) have been created containing an antibody-like molecule, monobody, to the 
N-protein of the SARS-CoV-2 virus, as well as an amino acid sequence that attracts the E3 ligase Keap1 (E3BP). 
This MNT also included a site for cleavage of the E3BP monobody from the MNT in acidic endocytic compartments. 
It was shown that this cleavage by the endosomal protease cathepsin B leads to a 2.7-fold increase in the affinity 
of the E3BP monobody for the N-protein. Using A549 cells with transient expression of the N-protein fused with 
the fluorescent protein mRuby3, it was shown that incubation with MNT leads to a significant decrease in mRuby3 
fluorescence. It is assumed that the developed MNTs can serve as the basis for the creation of new antiviral drugs 
against the SARS-CoV-2 virus.

Keywords: nucleocapsid protein, SARS-CoV-2, flow cytometry, thermophoresis, cathepsin B, E3 ligase, Keap1.
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Роговица является одной из оптических сред 
глаза с уникальным гистологическим строением, 
однако в результате травматического либо инфек-
ционного воздействия ткань роговицы может не-
обратимо потерять прозрачность, что вызывает 
значительное снижение остроты зрения и качества 
жизни пациента [1–3]. Биосовместимые матери-
алы для восстановления ткани роговицы должны 
соответствовать характеристикам нативной ткани 
роговицы и обладать подходящими механически-
ми и гидрофильными свойствами, подконтрольной 
скоростью биодеградации, а также биосовмести-
мостью и прозрачностью [4]. На сегодня в качестве 
материалов, предназначенных для восстановления 
роговицы, активно исследуются гидрогели (ГГ) 
на основе различных природных биоматериалов 
[5–8]. ГГ на основе рекомбинантных спидроинов 
(РС), представляющих собой аналоги – белков кар-
касной нити паутины пауков-кругопрядов, харак-
теризуются очень высокой способностью к адгезии 
и пролиферации клеток. Благодаря превосходным 
механическим свойствам и сходству с внеклеточ-
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ным матриксом такие ГГ широко исследуются и 
применяются в областях тканевой инженерии, до-
ставки лекарств и биопроизводства [9–11]. Ранее 
нами было показано, что материалы на основе РС 
rS1/9 и rS2/12 (в том числе ГГ и микрогели) эффек-
тивно поддерживают адгезию и пролиферацию ге-
патоцитов, кардиомиоцитов, клеток кости, фибро-
бластов, эпителиальных и мезенхимальных клеток, 
вызывают васкуляризацию и иннервацию в зоне 
дефекта при подкожном введении животным [12–
14]. Еще одним из преимуществ ГГ на основе РС 
является возможность введения в их структуру раз-
личных биологически активных пептидов, вклю-
чая мотивы белков внеклеточного матрикса, что 
значительно расширяет возможности их примене-
ния для регенерации различных тканей [15]. Таким 
образом, биосовместимые ГГ на основе РС обла-
дают одновременно отсутствием иммуногенности, 
биосовместимостью, регулируемой пористостью, 
прочностью, упругостью, регулируемым временем 
биорезорбции и способностью поддерживать эф-
фективный рост и пролиферацию клеток, что в со-
вокупности делает их подходящим материалом для 
восстановления роговицы. 

В настоящей работе для получения ГГ был ис-
пользован РС rS2/12-RGDS [12]. В этом белке к 
полноразмерному РС rS2/12 [16] через нейтраль-
ный линкер (GGS)3GG на С-конце молекулы при-
соединен тетрапептид RGDS из фибронектина, ко-
торый узнает интегрины большинства клеток [17], 
чем существенно повышается биосовместимость 
биоматериала. В большом количестве работ [18] и в 
наших исследованиях (например, [12]) было проде-
монстрировано выраженное положительное влия-
ние введения этих последовательностей на взаимо-
действие матриксов с клетками.

Целью настоящего исследования явилось ис-
следование влияния ГГ на основе РС rS2/12-
(GGS)3GG-RGDS на пролиферативную активность 
клеток эпителия и кератоцитов роговицы человека. 

Ферментацию клеток дрожжевого штамма-про-
дуцента РС Saccharomices cerevisiae и выделение и 
очистку искомого белка с помощью инообменной 
хроматографии осуществляли в соответствии с ра-
нее опубликованным протоколом [19]. Образцы 
ГГ получали из 3%-ного раствора высокоочищен-
ного РС, как описано в работе [20]. Субстанцию 
образцов ГГ в закрытых пробирках в герметично 
закрытом пакете подвергали стерилизации в радиа-
ционно-технологической установке (РТУ) с радио-
нуклидными источниками ионизирующего излуче-
ния закрытого типа 60Со РХМ-γ-20 c характерной 
энергией гамма-кванта 1,3 МэВ в течение 10 ч с по-
дачей дозы в 1 кГр/ч. Использованный мягкий ва-
риант γ-облучения позволил сохранить консистен-
цию ГГ и достичь достаточной стерильности.

Образцы ГГ были разделены на 3 группы из 
расчета конечной концентрации РС в ГГ: 1-я груп-
па – 0,5%; 2-я группа – 1,0%; 3-я группа – 1,5%.

Для оценки стерильности полученных образов 
ГГиз РС выполняли бактериологическое исследо-
вание на тиогликолевой среде и бульоне Сабуро по 
стандартному протоколу. Длительность контроля 
составляла 14 сут. Результаты бактериологического 
исследования полученных образцов ГГ на основе 
РС спустя 14 сут показали отсутствие роста микро-
организмов во всех исследуемых группах, что сви-
детельствует о стерильности изучаемых образцов. 

Кератоциты были выделены из трупных донор-
ских роговиц, полученных из глазного тканевого 
банка ФГАУ “НМИЦ “МНТК “Микрохирургия 
глаза» им. акад. С.Н.  Федорова” Минздрава Рос-
сии (г. Москва). Для выделения клеточных культур 
были получены 3 роговицы: 1 от донора мужского 
пола и 2 от доноров женского пола. Средний воз-
раст доноров составил 49 ± 10 лет. Среднее время от 
момента смерти до ввода в эксперимент составило 
9 ± 4 ч.

Выделение клеточных культур из стромы рого-
вицы выполнялось по стандартному протоколу и 
включало следующие этапы: ферментативную об-
работку, измельчение, повторную ферментативную 
обработку, центрифугирование клеточной взвеси. 
Культуру эпителиальных клеток получали за счет 
миграции клеток. 

Для изучения влияния ГГ из РС на клетки рого-
вицы полученные охарактеризованные клеточные 
культуры кератоцитов и эпителиальных клеток пе-
реносили в ЧП диаметром 35 мм2 в концентрации 
1×106 для кератоцитов и 2×106 для эпителиальных 
клеток. Культивирование проводили при стандарт-
ных условиях, в трех повторах. При достижении 
70% конфлюэнтности клеток удаляли культураль-
ную среду с внесением 0.5 мл ГГ и 0.5 мл культу-
ральной среды согласно 4 группам исследования: 
1-я группа – 0,5% ГГ ; 2-я группа – 1,0%; 3-я груп-
па – 1,5%; 4 группа – контроль (интактные клеточ-
ные культуры). Оценку роста и морфологии кле-
ток осуществляли при помощи инвертированного 
светового фазово-контрастного микроскопа IX-81 
(Olympus, Япония).

Проведенное иммуногистохимическое иссле-
дование (ИГХ) до эксперимента верифицировало 
исходный фенотип эпителиальных клеток и кера-
тоцитов. Так, по данным ИГХ выделенные эпите-
лиальные клетки экспрессировали маркеры, харак-
терные для клеток данного типа: ABCG2, integrinb1, 
connexin 43. Выделенные кератоциты стромы рого-
вицы человека экспрессировали характерные мар-
керы кератоцитов  –  кератокан, кератансульфат и 
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люмикан – при отсутствии либо слабой экспрессии 
а-гладкомышечного актина.

После совместного культивирования образцов 
ГГ из групп 1–3 с эпителиальными клетками и ке-
ратоцитами выполняли повторное ИГХ-исследо-
вание для верификации итогового фенотипа кле-
точных культур. По окончании эксперимента по 
данным ИГХ было верифицировано отсутствие из-
менений в экспрессии характерных маркеров эпи-
телиальных клеток и кератоцитов во всех группах. 

Таким образом, установлено, что ГГ из РС 
rS2/12-RGDS в испытанных концентрациях не ока-
зывают отрицательного влияния на экспрессию ха-
рактерных маркеров эпителиальных клеток и кера-
тоцитов.

Для изучения жизнеспособности клеток при 
культивировании с полученными образцами ГГ 
был выполнен MTT-тест по стандартному прото-
колу. Обнаружено статистически значимое увели-
чение количества как эпителиальных клеток, так и 
кератоцитов в группе 3 по сравнению с контролем 
(p < 0,05) (группа 4). Таким образом, ГГ с концен-
трацией 1,5% статистически значимо стимулирова-
ли пролиферативную активность как эпителиаль-
ных клеток, так и кератоцитов.

В то же время не было выявлено статистически 
значимого влияния образцов ГГ из РС в концен-
трациях 0,5–1,0% на жизнеспособность обоих ти-
пов клеток по сравнению с контролем. Полученные 
значения MTT-теста для эпителиальных клеток и 
кератоцитов представлены в табл. 1.

Также было проведено изучение миграционной 
активности клеток в ходе скарификационного те-
ста (определение ранозаживляющей активности 
ГГ), который выполнялся по стандартному про-
токолу с формированием однотипного линейного 
дефекта при помощи хирургического ножа-скари-
фикатора. Скарификационный тест проводили по 
следующему алгоритму: в лунки культурального 
планшета вносили суспензию клеток с добавлени-
ем полной культуральной среды, по достижении 

клеточного монослоя формировали однотипный 
дефект данного монослоя с последующей сме-
ной полной культуральной среды. Далее в каждую 
лунку вносили ГГ в соответствии с группами. Так 
как плотность ГГ выше, чем плотность культу-
ральной среды, ГГ покрывал клеточную культуру 
с зоной дефекта, а над ГГ оставалась питатель-
ная среда. Наблюдение и оценку восстановления 
области повреждения проводили в течение 36 ч.  
По результатам исследования установлено ста-
тистически значимое (p  <0,05) увеличение ми-
грационной активности эпителиальных клеток  
в 1,5%-ном ГГ и кератоцитов – в 1,0 и 1,5%-ных 
образцах ГГ. В остальных группах отсутствие ста-
тистически значимых отличий в миграционной 
активности клеток обнаружено не было. Получен-
ные значения скарификационного теста для эпи-
телиальных клеток и кератоцитов представлены 
на рис. 1 и в табл. 2. 

Выполненное исследование продемонстриро-
вало зависимость эффективности взаимодействия 
клеток роговицы глаза с ГГ от концентрации в 
нем РС и позволило подобрать оптимальную кон-
центрацию (1,5%), вызывающую выраженное по-
ложительное влияние на пролиферативную и ми-
грационную активность эпителиальных клеток и 
кератоцитов, что, видимо, связано с более высокой 
концентрацией сайтов связывания (и в том числе 
последовательностей RGDS) клеток. При этом ГГ 
сохранял полную прозрачность.

Показанная в данном исследовании способ-
ность ГГ на основе РС rS2/12-RGDS стимулировать 
пролиферативную и миграционную активность 
клеток является одним из важнейших критериев те-
рапевтической значимости этих материалов.

Таким образом, полученные в данной работе ГГ 
на основе РС rS2/12-RGDS могут рассматриваться 
как перспективный экспериментальный материал 
с терапевтическим потенциалом, который спосо-
бен стимулировать процессы клеточной миграции 
и пролиферации, не вызывая при этом изменений 
клеточного фенотипа.

Таблица 1. Результаты MTT-теста для эпителиальных клеток и кератоцитов

 

Эпителиальные клетки Кератоциты
Среднее 
значение

(тыс. клеток)

Стандартное 
отклонение Количество

Среднее 
значение

(тыс. клеток)

Стандартное 
отклонение Количество

Группа 1 138,00 1,42 5 127,20 4,60 5

Группа 2 138,94 1,94 5 129,20 4,13 5

Группа 3* 142,98 1,18 5 140,15 2,66 5
Группа 4  
(контроль) 137,00 1,58 5 125,00 1,18 5

Примечание. * – статистически значимые отличия (p < 0,05) по сравнению с контролем.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ НОРМ  
И СТАНДАРТОВ

Все исследования проводились в соответствии с 
принципами биомедицинской этики, изложенны-
ми в Хельсинкской декларации 1964 г. и последу-
ющих поправках к ней. Донорский материал (ка-
даверные роговицы и выделенные клетки стромы 

роговицы доноров-трупов) использовали в каче-
стве источника биоматериала для эксперименталь-
ных исследований. Исследования осуществляли 
в условиях in vitro в соответствии с официально 
принятыми процедурами и специальным разреше-
нием в рамках законодательства РФ, на основании 
лицензии Территориального органа Росздравнад-
зора по Новосибирской области № Л041-00110-
47/00574034 от 07.04.2020, которая позволяет ис-
пользовать ткани, выделенные из кадаверных 
человеческих глаз для целей трансплантации и на-
учных исследований.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1.	 Whitcher J.P., Srinivasan M., Upadhyay M.P. Corneal 

blindness: a global perspective // Bull World Health Or-
gan. 2001. V. 79(3). P. 214–221.

Таблица 2. Результаты скарификационного теста для эпителиальных клеток и кератоцитов

 
Кератоциты Эпителиальные клетки

Среднее 
значение (ч)

Среднее 
отклонение Количество Среднее 

значение (ч)
Среднее 

отклонение Количество

Группа 1 29 1,97 5 31 1,58 5
Группа 2 27* 2,37* 5 30 1,58 5
Группа 3 26** 1,94** 5 28** 1,27** 5
Группа 4 
(контроль) 30 2,37 5 32 1,96 5

Примечание. *; ** – статистически значимые отличия (p < 0,05) по сравнению с контролем).

Рис. 1. Результаты скарификационного теста эпителиальных клеток и кератоцитов (*;**– статистически значимые 
отличия по сравнению с контролем – группой 4, p < 0,05; ns – отличия между опытными группами и контролем 
статистически не значимы, p > 0,05).
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This article presents the results of studying the impact of recombinant spidroin hydrogel on posterior epithelial 
cells and human corneal keratocytes in an in vitro experiment. The World Health Organization in its studies 
has established a high prevalence of corneal injuries among the population of developing countries. In recent 
years, various technologies have been proposed to restore the damaged surface of the cornea. The use of 
biodegradable silk-based materials, such as spidroins is one of the main parts of scientific research of corneal 
regeneration. Spidroinsare well known for their optimal balance of strength and elasticity, which, given their 
biological compatibility, non-immunogenicity and biodegradability, allows them to be used as a biomaterial for 
tissue engineering and regenerative medicine. In this reason a detailed assessment of the cytotoxicity of hydrogels 
based on recombinant rS2/12-RGDS spidroinon the epithelial cells and keratocytes was performed here, taking 
into attention possible changes of the phenotype and migratory activity of these cells. This study demonstrates 
the promise and therapeutic potential of hydrogels based on recombinant spidroin.

Keywords: cornea, silk, spidroin, regeneration, cells.
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Tantulocarida  –  небольшая группа микроско-
пических паразитических ракообразных, которые 
используют в качестве хозяев других рачков. Тан-
тулокариды распространены повсеместно, однако 
до сих пор остаются наименее изученной группой 
Crustacea. Миниатюризация и паразитический 
образ жизни привели к существенным морфо-
логическим трансформациям почти всех стадий 
жизненного цикла тантулокарид. Так, для них ха-
рактерно практически полное отсутствие головных 
конечностей. В результате сравнительно-морфо-
логическое определение филогенетического по-
ложения Tantulocarida затруднено. Единственная 
попытка использования молекулярно-филогене-
тических методов показала близкородственные 
связи Tantulocarida и обширного класса Thecostraca  
(Cirripedia  +  Ascothoracida  +  Facetotecta), а имен-
но, сестринское положение тантулокарид и усо-
ногих ракообразных (Cirripedia) [1]. Однако для 
подтверждения такого родства требуется сравни-
тельно-морфологический анализ, который позво-
лит выявить возможные апоморфии. Монофилия 
таксона Thecostraca подтверждена как по молеку-
лярным, так и по морфологическим критериям. 
Одной из апоморфий этой группы является нали-
чие на карапаксе личинок специфических сенсор-
ных структур, так называемых решетчатых органов. 

УДК 57.01
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Практически постоянным является не только само 
наличие решетчатых органов у представителей всех 
таксонов текострак, но и их число (6–5 пар), а так-
же схожее строение и происхождение этих чувстви-
тельных органов. Было показано, что решетчатые 
органы являются дериватами сенсорных щетинок, 
которые присутствуют на головном щите еще на на-
уплиальной стадии [2]. Если Tantulocarida действи-
тельно входят в состав Thecostraca, встает вопрос о 
наличии у них решетчатых органов или гомологич-
ных им сенсорных структур. Если такие будут обна-
ружены, то это позволит убедиться в достоверности 
полученного по молекулярным данным результата о 
сестринском положении Tantulocarida + Cirripedia. 
Личиночная стадия тантулокарид  –  тантулюс 
не имеет характерных решетчатых органов, что 
подтверждено исследованиями сканирующей и 
трансмиссионной электронной микроскопии [3].  
В то же время у самцов тантулокарид на карапаксе 
имеются характерные сенсорные структуры в виде 
пор  –  ямок с щетинками. Возможно, именно эти 
структуры являются гомологами решетчатых орга-
нов Thecostraca?

Целью данной работы было выявление возмож-
ных гомологий сенсорных структур, имеющихся на 
карапаксе самцов Tantulocarida, и решетчатых орга-
нов представителей Thecostraca. 

Материал был собран в окрестностях ББС МГУ 
при помощи гипербентосного траления на мягких 
грунтах на глубинах 30–50 м в районе Крестовых 
островов. Грунт был промыт пузырьковым мето-
дом, что позволяет собрать различных животных, 
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прилипающих к поверхностной пленке воды. 
Пробы были просмотрены при помощи стерео-
микроскопа для отбора гарпактицид, зараженных 
тантулокаридами. Непродолжительное содержа-
ние копепод Bradya typica Boeck, 187, зараженных 
Arcticotantulus pertzovi Kornev, Thesunov, Rybnikov 
2008, позволило вывести в лабораторных условиях, 
самцов этого вида тантулокарид. Материал был за-
фиксирован 2,5% глютаровым альдегидом на PBS, 
постфиксирован ОsO4, дегидратирован и заклю-
чен в смолу для исследования на трансмиссион-
ном электронном микроскопе JEOL 1011 в МЛЭМ 
МГУ. Для сканирующей электронной микроско-
пии дегитратированный материал был высушен в 
критической точке и напылен смесью платины и 
палладия. Образцы исследовали на JEOL JSM-6380 
в МЛЭМ МГУ.

Cтроение и образ жизни самцов тантулокарид/ 
Самцы тантулокарид являются свободноживущей 
непитающейся стадией жизненного цикла. Из 39 
видов Tantulocarida самцы известны только для 
9. Для описания самцов в основном применялась 
световая микроскопия [4–6], но для нескольких 
видов приводятся данные, полученные при по-
мощи СЭМ [7–9]. Для всех самцов характерно 
наличие цефалоторакса, включающего два груд-
ных сегмента, шесть пар плавательных грудных 
ног, непарный пенис на седьмом сегменте тела 
(рис. 1, а). Какие-либо другие конечности на теле 
самца отсутствуют, на голове есть только руди-
менты антеннул, представленные пучками эсте-
тасков. Однако, судя по отсутствию нормальных 
плавательных конечностей у самок тантулокарид 
[10], функция поиска полового партнера ложится 
именно на самцов. 

Сенсорный аппарат самцов представлен не толь-
ко парными кластерами эстетасков на передней 
части головы (см. рис. 1, а, б), но и специальными 
порами (ямками) с сенсиллами, которые распола-
гаются на карапаксе [9]. Для всех описанных сам-
цов характерно наличие семи пар таких сенсорных 
ямок, которые сгруппированы в два кластера – пять 
передних (А1–A5) и две задние пары (P1–P2)  
(рис. 1, а, б). Мы впервые провели ультрастурктур-
ные исследования сенсорного аппарата тантулока-
рид на примере вида A. pertzovi. 

Нами показано, что чувствительные ямки име-
ют два типа строения. Первые (например, А5) 
представляют собой небольшое углубление в ку-
тикуле с широким входом, ведущее в короткий 
круглый в сечении слепо замкнутый канал, залега-
ющий параллельно поверхности кутикулы и име-
ющий толстые кутикулярные стенки (см. рис,. 1, 
г–е). От верхней стенки канала, имеющей тонкую 
кутикулу, отходит одна щетинка диаметром около 
1 мкм, которая почти сразу расщепляется на не-

сколько (2–7) сенсилл. В основание щетинки захо-
дит отросток дендрита. Сенсиллы 0,5 мкм в диаме-
тре имеют полость, в которой также располагается 
тонкий нервный отросток (см. рис. 1, г-е). Другой 
тип пор (например, А4) характеризуется отсутстви-
ем описанного выше канала, такие поры представ-
лены небольшим впячиванием покровов. От дна 
такой ямки, имеющего тонкую эпикутикулярную 
выстилку, отходит одна щетинка, имеющая расши-
ренное основание и более тонкую ножку (см. рис.  
1, в). Через ножку внутрь щетинки заходит нерв-
ный отросток. 

Полученные данные позволяют провести срав-
нение сенсорных структур самцов тантулокарид и 
представителей текострак. 

1. Число сенсорных органов карапакса. Все рако-
образные класса Thecostraca на личиночной, а ино-
гда и на взрослой стадии изначально имеют на по-
верхности карапакса шесть (Facetotecta) или пять 
(Ascothoracida, Cirripedia) пар решетчатых органов 
[11]. 

Недавно нами было показано, что у фасетотект 
все же имеется шесть пар решетчатых органов, а не 
пять, как считалось ранее [11]. Может ли это число 
коррелировать с числом сегментов тела, входящих в 
состав переднего отдела (цефалона или цефалото-
ракса)? 

Циприсовидные личинки Cirripedia имеют 
максимум пять решетчатых органов, что соответ-
ствует пяти головным сегментам тела, которые по-
крыты одностворчатым карапаксом, сложенным 
вдоль дорсомедиальной линии. Столько же пар 
решeтчатых органов на двустворчатом карапаксе 
Ascothoracida.

Тагмозис Facetotecta немного отличается  –  у 
них также имеется одностворчатый карапакс, ко-
торый покрывает пять головных сегментов только 
с дорсальной стороны, а не с боков. В то же вре-
мя шести парам грудных конечностей, каждая из 
которых расположена на отдельном вентральном 
стерните, соответствует всего пять тергитов на 
дорсальной стороне. Логично было бы предпо-
ложить слияние первого сегмента груди (терги-
та) с головными и формирование цефалоторакса. 
Однако характер прикрепления мускулатуры ко-
нечностей указывает на слияние первого и вто-
рого грудных сегментов между собой [12]. Таким 
образом, у фасетотект, как и у других текострак, 
отсутствует цефалоторакс, а сенсорные структуры 
карапакса не отражают число сегментов в перед-
нем отделе тела. Тем не менее у фасетотект 6, а не 
5, пар решетчатых органов. 

У тантулокарид имеется цефалоторакс, кото-
рый включает два грудных сегмента, что вместе с 
головными дает общее число семь. Что характер-
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но, именно семь пар сенсорных ямок с сенсиллами 
присутствует у самцов тантулокарид. 

Таким образом, невозможно сделать однознач-
ный вывод по поводу связи числа парных сенсор-
ных структур и числа сегментов, формирующих пе-
редний отдел тела у Thecostraca и Tantulocarida. 

Важно отметить, что решетчатые органы отсут-
ствуют и у личинок тантулокарид – тантулюсов [3], 
стадии, вероятно, аналогичной циприсовидной ли-
чинке усоногих и других текострак. 

2.  Ультраструктура и происхождение. Решет-
чатые органы были обнаружены и исследованы у 
всех крупных таксонов Thecostraca [13-15]. Их на-
личие характерно для постнауплиальной стадии 
жизненного цикла  –  циприсовидной личинки 
усоногих, Y- циприса фасетотект и аскоторацид-
ной личинки мешкогрудых раков (Ascothoracida). 
Ультраструктурные исследования с применени-
ем ТЭМ позволили описать единый план строе-
ния  –  наличие кутикулярной полости, распола-

гающейся параллельно поверхности карапакса, 
куда заходят отростки дендритов. У решетчатых 
органов также изначально имеется терминаль-
ная пора, которая может располагаться в перед-
ней или в задней части. У некоторых таксонов 
(Cirripedia) поверхность над субкутикулярной 
полостью несет многочисленные мельчайшие 
перфорации (поровое поле). У базальной груп-
пы (Ascothoracida) над камерой имеется киль, 
залегающий в продольном углублении кутикулы. 
Важно отметить, что все решетчатые органы у 
особей одного вида текострак имеют одинаковое 
строение. 

Рыбаковым с соавторами было показано, что 
решетчатые органы у всех текострак имеют схожее 
происхождение и являются дериватами специали-
зированных сенсилл головного щита науплиальной 
стадии [2]. Эволюция этих сенсорных органов свя-
зана с перемещением терминальной поры на пе-
редний конец, а также с формированием порового 
поля. 

Рис. 1. Сенсорные структуры карапакса самцов A. pertzovi: а – габитус самца, вид сбоку (сканирующая 
электронная микроскопия, СЭМ); б  –  передняя часть карапакса (СЭМ); в  –  продольный срез через 
щетинку поры А4 (трансмиссионная электронная микроскопия, ТЭМ); г  –  е  –  последовательные 
поперечные срезы карапакса через пору А5 (ТЭМ). Обозначения: A1–A5, P1–P2 поры с щетинками 
переднего и заднего кластеров, ae – эстетаски. Масштабные линейки: а – 20 мкм; б – 10 мкм; в – 2 мкм; 
г–е – 1 мкм.
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Ракообразные класса Thecostraca на взрослой 
стадии ведут либо прикрепленный (Cirripedia), либо 
паразитический (Ascothoracida, Facetotecta) образ 
жизни. Циприсовидная личинка усоногих и ана-
лагичные ципрису личинки аскоторацид и фасето-
тект являются расселительной стадией и участвуют 
в поиске подходящего для оседания субстрата или 
специфичного хозяина. По-видимому, именно с 
этим связано возникновение у этих ракообразных 
таких оригинальных органов чувств, как решетча-
тые органы [15]. 

Подводя итоги проведенного сравнения, мы 
можем отметить схожие черты сенсорных струк-
тур тантулокарид и текострак: парный характер, 
постоянное число, локализация на дорсальной 
поверхности карапакса, а также некоторые уль-
траструктурные особенности  –  наличие в основе 
одной щетинки, которая выходит из углубления в 
покровах. 

Однако общий план строения решетчатых ор-
ганов сильно отличается от такового у сенсорных 
ямок самцов тантулокарид, у последних отсут-
ствуют типичные структуры – терминальная пора 
и поровое поле. Существенные различия в стро-
ении сенсорных ямок у самцов одного вида так-
же не позволяют сделать вывод о гомологии это-
го сенсорного аппарата с решетчатыми органами 
Thecostaca. 

Таким образом, наши данные, скорее, не 
подтверждают гомологию между сенсорными 
ямками карапакса самцов Tantulocarida и ре-
шетчатыми органами Thecostraca. Молекуляр-
ные данные о включении тантулокарид в состав 
текострак и отсутствие у них решетчатых орга-
нов вступают в противоречие с тезисом о моно-
филии Thecostraca по этому признаку. Мы не 
можем исключать, что структуры, гомологич-
ные решетчатым органам, будут обнаружены у 
половой самки тантулокарид – стадии, которая 
остается совершенно не изученной. Однако до 
тех пор мы можем констатировать, что резуль-
таты молекулярного анализа о сестринском 
положении Tantulocarida и Cirripedia не под-
тверждаются морфологически и должны быть 
пересмотрены. 
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Глубоководные кишечнодышащие Torquara-
toridae – недавно открытая группа морских беспо-
звоночных [1–5]. Они обитают на глубинах от 
350 м до 8800 м [3, 4, 6] и, в отличие от мелково-
дных кишечнодышащих, не зарываются в толщу 
грунта. В  некоторых районах Мирового океана 
Torquaratoridae достигают высокой плотности. Так, 
например, в Беринговом море на глубинах около 
2000 м плотность этих кишечнодышащих достигает 
12 экз./м2 [7]. Не подлежит сомнению, что при такой 
плотности Torquaratoridae играют важную роль в 
функционировании сообществ батиали и абиссали. 

Биология Torquarotoridae изучена слабо. В част-
ности, мало известно об их симбионтах. В первой 
публикации о Torquaratoridae было вскользь упомя-
нуто, что в кишечнике Torquarator bullocki [Holland, 
Clague, Gordon, Gebruk, Pawson & Vecchione, 2005]
обитают бескишечные турбеллярии и паразитиче-
ские копеподы, хотя ни описания, ни иллюстраций 
приведено не было [1]. На подводной фотографии 
Allapasus isidis [Priede, Osborn, Gebruk, Jones, Shale, 
Rogacheva & Holland, 2012] был замечен белый 
отросток на внешней стороне генитальных кры-
льев торквараториды, который, возможно, явля-
ется прикрепившейся пиявкой [4]. У Quatuoralisia 
malakhovi [Ezhova et Lukinykh, 2022] во всех отделах 
целома были найдены метацеркарии трематод [8]. 

Настоящая работа посвящена описанию наход-
ки симбионтов  –  представителей типа Nemerto-
dermatida у глубоководных кишечнодышащих 
Torquaratoridae.

Материал для работы был собран 18.06.2018 г. 
в ходе 18-го рейса НИС “Академик М. А. Лаврен-
тьев” в Командорской котловине Берингова моря 
(массив Вулканологов) при тралении на станции LV 
82–9 с координатами 55.3451–55.3466˚ N, 167.2750–
167.2752˚ E в диапазоне глубин 1957–1933 м. Эк-
земпляры Q. malakhovi были зафиксированы для 
гистологического исследования в 8%-ном раство-
ре формалина, приготовленном на морской воде. 
Отмывка от фиксатора и дегидратация материала 
проводились по стандартной методике в спиртах 
восходящей концентрации. Подготовленные для 
гистологического исследования фрагменты были 
залиты в парапластовые блоки и разложены с помо-
щью микротома Leica RM 2125 на серии попереч-
ных и сагиттальных гистологических срезов толщи-
ной 10 мкм. Срезы окрашивались гематоксилином 
Караччи и спиртовым раствором эозина. Фотогра-
фирование срезов осуществлено с применением 
микроскопа Микмед-6 (LOMO, Санкт-Петербург, 
Россия, 2018) с цифровой камерой “MC-12”. Всего 
было изучено 5 экземпляров, в 2 из них обнаруже-
ны симбионты.

Все зараженные особи Q. malakhovi были самка-
ми, в каждой из них найдено по одному симбион-
ту. Симбионты были обнаружены в просвете ки-
шечника в переднем участке печеночного отдела 
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Q. malakhovi. На срезах симбионты имеют удлинен-
но-листовидную форму (рис. 1а, б). Размеры од-
ной особи симбионта составляют приблизительно 
900 мкм в длину и 400 мкм в самом широком участ-
ке тела, размеры другой особи – 1 мм в длину и око-
ло 870 мкм в ширину. Симбионты контактируют со 
складками кишечного эпителия Q. malakhovi.

Симбионты одеты вакуолизированным реснич-
ным эпителием толщиной 20 мкм (рисунок, а, б, ep). 
Базальной пластинки, подстилающей покровный 
эпителий, не отмечено. Под покровным эпителием 
располагается субэпидермальный слой, состоящий 
из мелких клеток (см. рисунок, а, б, sel). Ширина 
субэпидермального слоя колеблется от 50 до 80 мкм. 
Центральная область тела занята крупными вакуо-
лизированными клетками центральной паренхимы 
(см. рисунок, а, б, cp). Ротовое отверстие шириной 
100 мкм находится в середине тела (см. рисунок, а, 
mo) и ведет в цилиндрическую глотку глубиной 130 
мкм (см. рисунок, а, ph). На предполагаемом пе-
реднем конце симбионта располагается статоцист 
(см. рисунок, в, круговая рамка). Он представляет 
собой овальное тело диаметром 15 мкм, подвешен-
ное на радиальных связках. Статолиты не сохра-
нились, однако в центре статоциста располагаются 
два уплощенных ядра, которые, предположительно 
соответствуют ядрам двух литоцитов. На переднем 
конце можно видеть выделение секрета фронталь-
ных желез (см. рисунок, в, sfg). На противополож-
ном, заднем конце субтерминально открывается 
отверстие полового атриума (см. рисунок, г, ga). От 
него вглубь тела продолжается темноокрашенный 
тяж, прилегающий к центральной паренхиме. 

На границе субэпидермального слоя и цен-
тральной паренхимы обнаружены отдельно лежа-
щие крупные клетки с большим ядром и темной 
цитоплазмой (см. рисунок б, квадратные рамки). 
Можно предполагать, что это гонии  –  предше-
ственники половых клеток. На гистологических 
срезах симбионтов не обнаружено никаких струк-
тур, которые можно было бы отнести к выдели-
тельной системе. Также на срезах, окрашенных 
гематоксилином и эозином, не удалось различить 
нервных и мышечных волокон.

Основные черты организации обнаруженных 
симбионтов (отсутствие базальной пластинки по-
кровного эпителия, положение рта и полового атри-
ума, отсутствие выделительной системы, отсутствие 
оформленных гонад и расположение оогониев на 
границе субэпидермального слоя и центральной па-
ренхимы, наличие статоциста с двумя литоцитами) 
позволяют отнести их к группе Nemertodermatida, 
которая вместе с Acoela и Xenoturbellida вхо-
дит в таксон Xenacoelomorpha. При этом Acoela и 
Nemertodermatida рассматриваются как сестринские 
группы, образующие кладу Acoelomorpha [9–12]. 

В макрозообентосном сообществе на склонах 
массива Вулканологов на глубинах от 1370 до 4278 м 
доминируют главным образом различные голоту-
рии [7]. Однако на горизонте глубин 1830−2290 м 
торквараторида Q. malakhovi вытесняет голотурий 
с доминирующих позиций [7, 13]. Экологические 
ниши Torquaratoridae и Holothuroidea перекрыва-
ются, поскольку и те, и другие являются детрито-
фагами-собирателями [7, 14–16]. Интересно, что 
для мелководных голотурий также известны сим-
бионты из таксона Acoelomorpha, обитающие в 
пищеварительном тракте [17, 18]. Так, в пищевари-
тельном тракте и водных легких голотурии Eupyrgus 
scaber [Lütken, 1857] из Баренцева моря обитает 
Aechmalotus pyrula [Beklemischev, 1915], которая 
входят в таксон Acoela. К этому же таксону при-
надлежат представители рода Aphanostoma [Ørsted, 
1845], найденные в пищеварительном тракте голо-
турий Myriotrochus rinkii Steenstrup, 1851 и Chiridota 
laevis [O. Fabricius, 1780] из Баренцева моря [18].  
У голотурий Mesothuria intestinalis [Ascanius, 1805] и 
Parastichopus tremulus [Gunnerus, 1767] из Северного 
моря в пищеварительном тракте и целомических 
полостях обнаружена Meara stichopi [Westblad, 1949] 
из группы Nemertodermatida [17, 19]. Таким обра-
зом, сходство экологических ниш Holothuroidea и 
Torqaratoridae отражается в наличии близких групп 
эндосимбионтов.
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Гистологические срезы симбионтов в печеночном отделе кишечника Quatuoralisia malakhovi: (а)  –  продольный 
срез со ртом (mo) и глоткой (ph); (б) – продольный срез с гониями (показаны квадратными рамками); (в) – участок 
поперечного среза переднего конца с предполагаемым статоцистом (показан круговой рамкой); (г)  –  участок 
продольного среза с половым атриумом (ga). Масштаб (а, б, г) – 100 мкм, (в) – 20 мкм; cp – центральная паренхима 
симбионта; ep – покровный эпителий симбионта; ga – половой атриум; gd – гастродермис хозяина; lum – просвет 
кишечника хозяина; mo  –  рот; ph  –  глотка; sel  –  субэпидермальный слой симбионта; sfg  –  секрет фронтальных 
желез.
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NEMERTODERMATID ENDOSYMBIONTS OF DEEP-SEA ACORN WORMS 
(HEMICHORDATA, TORQUARATORIDAE)
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Worm-like endosymbionts were found in the hepatic region of a deep-sea acorn worm, a representative of the 
family Torquaratoridae Quatuoralisia malakhovi [Ezhova et Lukinykh, 2022] from the Bering Sea. Histological 
study of the symbionts allows us to attribute them to the taxon Nemertodermatida. Torquaratorids are similar in 
type of feeding to holothuroids, in which the xenacoelomorph endosymbionts have also been found.

Keywords: Xenacoelomorpha, Quatuoralisia malakhovi, Enteropneusta, histological structure, Bering Sea.
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Развитие технологий редактирования генома 
человека с помощью системы CRISPR/Cas9 по-
зволило начать разработки лекарственных средств 
для лечения ряда заболеваний человека, многие 
из которых уже находятся на различных стадиях 
клинических исследований [1]. Это обусловлива-
ет актуальность создания эффективных техноло-
гий доставки компонентов системы CRISRP/Cas9 
в клетки человека [2]. Один из таких методов до-

ставки – вирусоподобные частицы (VLP, virus-like 
particles) на основе оболочечных вирусов: ленти-
вируса ВИЧ или γ-ретровируса MLV [3]. VLP пред-
ставляют собой вирусные частицы, собранные из 
структурных белков и содержащие некоторые ви-
русные ферменты, но лишенные вирусного генома 
и акцессорных белков. На своей поверхности VLP 
несут белок оболочки, чаще всего гетерологичный 
белок VSVG из вируса везикулярного стоматита 
(VSV). За счет этого VLP могут эффективно прони-
кать в клетки, доставляя компоненты системы ре-
дактирования генома [3]. Различные варианты VLP 
для доставки комплекса белка Cas9 и гидовой РНК 
(рибонуклеопротеиновый комплекс, РНП) были 
описаны в ряде недавних работ [4–8]. При этом одна 
из лимитирующих стадий получения VLP – это упа-
ковка в них нуклеазы Cas9. Большинство вариантов 
систем сборки VLP основано на слиянии нукле-
азы Cas9 с полипротеином Gag вирусов ВИЧ или  
MLV [6–8]. Нуклеаза Сas9 упаковывается в части-
цы в составе слитого белка с Gag, и после форми-
рования частицы вирусные протеазы расщепляют 
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Доставка рибонуклеопротеиновых комплексов нуклеазы Cas9 и гидовой РНК в клетки-мишени в фор-
мате вирусоподобных частиц (VLP, virus-like particles) – один новых методов геномного редактирова-
ния, в перспективе пригодный для генной терапии заболеваний человека. Эффективность редактиро-
вания генома с помощью VLP зависит от упаковки в них нуклеазы Cas9, что опосредуется вирусным 
белком Gag. Для улучшения упаковки Cas9 в VLP системы NanoMEDIC плазмидные конструкции для 
экспрессии Cas9 и Gag были модифицированы добавлением элемента RRE (Rev response element) ви-
руса ВИЧ, который должен повышать экспорт RRE-содержащих транскриптов из ядра в цитоплазму 
за счет акцессорного белка Rev, как описано для системы VLP на основе Vpr-Cas9. Было установлено, 
что уровни белков Cas9 и Gag в лизатах клеток повышаются при котрансфекции как плазмиды для экс-
прессии Rev, так и контрольной пустой плазмиды, и этот эффект не зависит от наличия RRE-элемента 
в транскрипте. Кроме того, установлено, что основную роль при упаковке Cas9 в частицы системы 
NanoMEDIC играет AP21967-индуцированная димеризация FRB и FKBP12, но не модификация плаз-
мид с помощью элемента RRE и/или котрансфекция плазмиды, экспрессирующей Rev. Полученные 
результаты указывают на нецелесообразность использования RRE-Rev модуля для улучшения упаков-
ки нуклеазы Cas9 в VLP.
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слитый белок, высвобождая Cas9. Было обнаруже-
но, что протеаза вируса ВИЧ способна частично 
разрушать нуклеазу Cas9 [5]. Для предотвращения 
деградации Cas9 была разработана система сборки 
VLP NanoMEDIC, в которой упаковка Cas9 в VLP 
основана на димеризации Cas9, слитой с доменом 
FRB (FRB-Cas9), c белком Gag из вируса ВИЧ, сли-
тым с доменом FKBP12. В присутствии рапамицина 
или его аналогов домены FKBP12 и FRB димеризу-
ются, в результате чего нуклеаза Cas9 привлекается 
в упаковывающиеся частицы, а в клетках-мишенях 
концентрация димеризатора падает, и Cas9 высво-
бождается из комплекса с Gag [5].

Геном ретровирусов содержит так называемые 
Rev response element (RRE), которые необходи-
мы для экспорта несплайсированных вирусных 
транскриптов из ядра в цитоплазму. У вируса ВИЧ 
акцессорный белок Rev связывается с RRE и по-
могает экспорту по CRM1-зависимому пути [9]. У 
более простых ретровирусов молекулы РНК-гено-
ма содержат так называемые constitutive transport 
elements (CTEs), которые привлекают компоненты 
NXF1/NXT1-зависимого пути экспорта вирусных 
транскриптов. Есть данные о том, что добавление 
RRE элемента к транскрипту в присутствии белка 
Rev значительно ускоряет экспорт транскрипта в 
цитоплазму и приводит к более быстрому накопле-
нию белка-репортера [10]. Подобное наблюдение 
было сделано и для CTE сигнала вируса M-PMV 

[10]. В работе [Indikova et al., 11] была предложена 
система для сборки VLP на основе слитого белка 
Vpr-Cas9, и для повышения эффективности сбор-
ки VLP в генетическую конструкцию, кодирующую 
Vpr-Cas9, были добавлены элементы RRE или CTE. 
Оказалось, что RRE-Rev модуль примерно в два 
раза повышал уровень упаковки Vpr-Cas9 в VLPs по 
сравнению с CTE-сигналом [11]. Однако в данной 
работе не проводилось сравнение эффективности 
упаковки Vpr-Cas9 в VLP между конструкциями 
несущими RRE или CTE и без таковых [11]. Таким 
образом, остается непонятным, каков был вклад 
RRE-Rev модуля в улучшенную упаковку Vpr-Cas9 
в VLP по сравнению с конструкциями без RRE. В 
данной работе мы решили выяснить, можно ли 
повысить эффективность упаковки нуклеазы Cas9 
и белка Gag в VLP системы NanoMEDIC за счет 
RRE-Rev-зависимого экспорта транскриптов из 
ядра. Для этого был оценен эффект добавления 
RRE-элементов в генетические конструкции, коди-
рующие FRB-Cas9 и FKBP12-Gag, на уровень со-
ответствующих белков в клеточных лизатах и VLP 
системы NanoMEDIC.

Вначале на основе ранее описанных плазмид 
системы NanoMEDIC pHLS-EF1α-FRB-SpCas9-A 
(Addgene # 138477) и pHLS-EF1α-FKBP12-
Gag(HIV) (Addgene # 138476), любезно предостав-
ленных [Akitsu Hotta, 5], были получены конструк-
ции, несущие элемент RRE вируса ВИЧ-1 между 
кодирующей последовательностью и сигналом по-
лиаденилирования (рис. 1). Для этого элемент RRE 
амплифицировали в ПЦР на матрице плазми-
ды pUCHR (описана ранее в [12]) с праймерами 
5’-EcoRI-BstBI-RRE (5-CCGAATTCGAAGAGCAG
TGGGAATAGGAGC-3) и 3’-PspXI-RRE (5-CGAC
TCGAGGAGCTGTTGATCCTTTAGG-3) и клони-
ровали по сайтам EcoRI/PspXI в pHLS-EF1α-FRB-
SpCas9-A или по сайтам BstBI/PspXI в вектор pHLS-
EF1α-FKBP12-Gag(HIV). Далее оценивали эффект 
от введения RRE элементов на уровень продукции 
белков FRB-Cas9 и FKPB12-Gag при транзитор-
ной трансфекции в клетки линии HEK293T (полу-
чены из NIH AIDS Research and Reference Reagent 
Program, США), которые культивировали при 37 °C 
в увлажненной атмосфере в присутствии 5% CO2 в 
среде Dulbecco’s modified Eagle’s medium (HyClone, 
#SH30285.01), содержащей 10%-ю фетальную бы-
чью сыворотку (HyClone, США, #SV30160.03), 
2  мМ L-глутамин (Gibco, США, #25003-024), 
1000 ед./мл пенициллина и 1000 мкг/мл стрептоми-
цина (Gibco, США, 15140-122) и 400 мкг/мл G418 
сульфата (Calbiochem, Германия, #345812). Клетки 
рассевали в 24-х луночные планшеты (Costar, США, 
#3524) в плотности 100-150 тыс. в лунку, и транс-
фицировали плазмидами для экспрессии FRB-Cas9 
или FKBP12-Gag, содержащими RRE элемент или 
без такового, вместе с плазмидой для экспрессии 

Рис. 1. Схемы плазмидных конструкций для по-
лучения VLP системы NanoMEDIC. Плазмиды 
pHLS-EF1α-FRB-SpCas9-A и pHLS-EF1α-FKBP12-
Gag(HIV) модифицировали путем добавления эле-
мента RRE вируса ВИЧ-1 (RRE) между кодирующей 
последовательностью (FRB-Cas9 или FKBP12-Gag) 
и сигналом полиаденилирования (pA). EF1α – про-
мотор гена EEF1A1 человека.
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белка Rev (pRSV-Rev, Addgene #12253, любезно пре-
доставлена Дидье Троно и описана ранее [13] или 
вместе с контрольной плазмидой pBluescriptSKII(-) 
(Stratagene, США), которая не содержит функцио-
нальных генетических элементов млекопитающих, 
в соотношении 1:1. Клетки трансфицировали, ис-
пользуя реагент GenJectTM-39 (Molecta, Россия) 
в соответствии с протоколом производителя, ис-
пользуя 500 нг плазмидной ДНК на лунку. Че-
рез 48 ч после трансфекции клетки лизировали в  
1-кратном буфере для ДСН-ПААГ и полученные 
лизаты анализировали с помощью вестерн-блот-
тинга с мышиными моноклональными антителами 
к белку p17 HIV Type 1 клон 32/5.8.42 (Zeptometrix, 
США, #0801005) в разведении 1:2500, мышиными 
моноклональными антителами к α-тубулину, клон 
DM1α (Sigma-Aldriсh, США, #T6199), в разведении 
1:2000, и кроличьими поликлональными антитела-
ми к HA-эпитопу для детекции Cas9 (Cell Signaling, 
Нидерланды, #3724S), разведение 1:2000. Хемилю-
минесцентный сигнал детектировали с помощью 
системы гель-документации ChemiDoc MP (Bio-
Rad, США), используя набор реагентов Immobilon 
Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, 
США). Денситометрический анализ результатов ве-
стерн-блоттинга проводили с помощью программы 
Image Lab 6.0.1 (Bio-Rad). В результате было установ-
лено, что котрансфекция плазмиды для экспрессии 
белка Rev приводила к 1.76-кратному повышению 
уровня FRB-Cas9-RRE в клеточных лизатах (рис. 2, 
FRB-Cas9, образцы Rev+ RRE+). Неожиданно, 
более выраженный эффект (3-кратное повышение 
уровня белка FRB-Cas9) отмечался в случае транс-
крипта без элемента RRE (см. рис.  2, FRB-Cas9, 

образцы Rev+ RRE-). Для белка FKBP12-Gag было 
выявлено незначительное повышение уровня белка 
примерно в 1.2-раза при котрансфекции плазмиды 
для экспрессии Rev, также не зависящее от наличия 
в транскрипте элемента RRE (рис.2, FKBP12-Gag, 
Rev+ и Rev-). Полученные результаты указывают 
либо на неспецифический эффект от котрансфек-
ции плазмиды pRSV-Rev, либо на то, что эффект от 
экспрессии белка Rev не зависит от его способно-
сти стимулировать экспорт мРНК из ядра за счет 
связывания с RRE элементами.

Для проверки этих гипотез был проведен кон-
трольный эксперимент, в котором плазмиды для 
экспрессии FRB-Cas9 и FRB-Cas9-RRE котрансфи-
цировали вместе с плазмидой pRSV-Rev (рис. 3, Rev) 
или с контрольными плазмидами pBluescriptSKII(-) 
(pBl), pCMV-pA (CMV) и pEYFP-N1 (Clontech, 
США) (Eyfp). Плазмида pCMV-pA получена ра-
нее в лаборатории и содержит промотор цитоме-
галовируса человека и сигнал полиаденилирова-
ния вируса SV40, но не содержит кДНК. Плазмида 
pEYFP-N1 экспрессирует флуоресцентный белок 
Eyfp под контролем промотора CMV и сигнала по-
лиаденилирования вируса SV40. В результате было 
установлено, что уровень белка FRB-Cas9 повы-
шался при котрансфекции как pRSV-Rev (в 1.66 
для FRB-Cas9 и в 1.25 для FRB-Cas9-RRE), так и 
контрольной плазмиды pCMV-pA (в 1.39 для FRB-
Cas9 и в 1.9 для FRB-Cas9-RRE), независимо от 
присутствия в транскрипте элемента RRE (рис. 2а). 
Таким образом, наблюдаемый эффект на уровень 
белка FRB-Cas9, по всей видимости, не связан с 
взаимодействием белка Rev c RRE-элементом, а яв-

Рис. 2. Влияние экспрессии белка Rev на уровень продукции FRB-Cas9 и FKPB12-Gag. Лизаты клеток HEK293T, 
трансфицированных плазмидами для экспрессии FRB-Cas9 и FKPB12-Gag c элементами RRE (RRE+) или без та-
ковых (RRE-) вместе с плазмидой для экспрессии белка Rev (Rev+) или контрольной плазмидой pBluescriptSKII(-) 
(Rev-), анализировали с помощью Вестерн-блоттинга с антителами к HA-эпитопу (FRB-Cas9), белку ВИЧ p27 
(FKBP12-Gag) и α-тубулину для контроля суммарного уровня белка в лизатах клеток. Показаны результаты одного 
из двух репрезентативных экспериментов.
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ляется следствием неспецифического эффекта при 
котрансфекции плазмиды.

Дополнительно были получены плазмиды на 
основе pRSV-Rev c нарушенной кодирующей по-
следовательностью белка Rev. Для этого плазми-
ду pRSV-Rev либо обрабатывали рестриктазой 
BamHI, после чего липкие концы плазмиды до-
страивали с помощью фрагмента Кленова и ли-
гировали вектор сам на себя. В результате в ко-
дирующей последовательности Rev образуется 
преждевременный стоп-кодон, таким образом 
экспрессируется укороченный белок Rev с 1 по 61 
аминокислоту (Rev∆B). В другом варианте плазми-
ду pRSV-Rev обрабатывали рестриктазами PspXI-
BamHI, удаляя N-концевой фрагмент белка Rev 
вместе со старт-кодоном (Rev∆BP). Полученная 
плазмида не содержит старт-кодон в одной рам-
ке считывания с С-концевой частью белка Rev и 
не должна экспрессировать даже минимальные 
фрагменты этого белка. В результате трансфекции 
полученных плазмид вместе с FRB-Cas9 было об-
наружено 2-кратное повышение уровня FRB-Cas9 
при экспрессии Rev, но не Rev∆B или Rev∆BP (см. 
рис.  2б). Полученный результат указывает на то, 
что помимо неспецифического эффекта от тран-
зиторной трансфекции, наблюдаемый эффект от 
трансфекции плазмиды pRSV-Rev частично может 
быть связан с функцией Rev, не ассоциированной 
с влиянием на экспорт мРНК из ядра. Однако для 
FRB-Cas9-RRE в данном эксперименте не было 
обнаружено существенного эффекта от котранс-
фекции плазмид с Rev (см. рис. 2б). С одной сторо-
ны, это противоречит результатам на рис. 1 и 2а, но 
с другой стороны, эффект от экспрессии Rev в этих 
экспериментах составлял всего 1.75 и 1.25. Поэтому 
вариабельность результатов может быть обуслов-
лена малой величиной наблюдаемого эффекта при 
котрансфекции плазмиды для экспрессии Rev вме-
сте с FRB-Cas9-RRE либо быть артефактом тран-
зиторной трансфекции (см. ниже).

Для выявления эффекта RRE-Rev модуля на 
упаковку Cas9 и Gag в VLP системы NanoMEDIC 
получали VLP, используя плазмиды для экспрессии 
соответствующих белков с RRE элементом или без 
такового в присутствии или отсутствие плазмиды 
для экспрессии Rev. В частности, для продукции 
VLP 2 ∙ 105 клеток НЕК293Т рассевали в лунки 12-лу-
ночного планшета в 1 мл полной среды (DMEM/
F12 (“ПанЭко”, Россия) с добавлением 10% фе-
тальной сыворотки телят (HyClone), 4 мМ L-глу-
тамина и 40 мг/л гентамицина (“ПанЭко”). Через 
24 ч клетки трансфицировали, используя 0.1  мкг 
плазмиды pHLF-EF1α-FRB-Cas9 или pHLF-
EF1α-FRB-Cas9-RRE, 0.1 мкг плазмиды pHLS-
EF1α-FKBP12-Gag или pHLS-EF1α-FKBP12-Gag-
RRE, 0.04 мкг плазмиды pCMV-VSV-G (Addgene 

#8454, любезно предоставлена Бобом Вайнбер-
гом и описана ранее [14] ), 0.08 мкг pKSgRNA-
GFPt (плазмида для экспрессии гидовой РНК, 
направленной к кДНК белка TurboGFP, мишень: 
GATGCGGCACTCGATCTCCATGG) с добавле-
нием 0.1 мкг плазмиды pRSV-Rev или pBluescriptII 
KS (+). Для трансфекции использовали транс-
фекционный реагент GenJect-39 (“Молекта”) в 
соотношении 1:2 (мкг ДНК : мкл GenJect) и среду 
OptiMEM (Gibco). Через 4 ч после добавления к 
клеткам комплексов ДНК/GenJect среду меняли на 
свежую, предварительно прогретую до 37оС, для об-
разцов с димеризатором в среду добавляли реагент 
AP21967 (Takara Bio Inc., Япония) до конечной кон-
центрации 300 нМ.

Для получения препарата VLP через 48 ч после 
трансфекции отбирали супернатант, центрифуги-
ровали его 5 мин при 3600 g, после чего переноси-
ли в новые пробирки и центрифугировали при 4 оС 
и 21  000  g в течение 2.5 ч. Супернатант отбирали, 
оставляя около 15 мкл жидкости над осадком, со-
держащим VLP. Суммарный объем доводили до 
20 мкл с помощью OptiMEM (Gibco), смешивали с 
4-кратным буфером для ДСН-ПААГ (250 мМ Трис-
HCl, pH = 6.8, 40%-ный глицерин, 8%-ный ДСН, 
4%-ный 2-меркаптоэтанол и 0.2%-ный бромфе-
ноловый синий) и инкубировали в течение 5 мин 
при 80  °С. Параллельно клетки-продуценты виру-
соподобных частиц трипсинизировали с помощью 
раствора трипсина-ЭДТА 0.05% (“ПанЭко”), от-
мывали в буфере PBS, суспендировали на холоду 
в 120 мкл лизирующего буфера, содержащего 20 
мM Трис-HCl pH = 8.0, 150 мM NaCl, 5 мМ ЭДТА, 
1% (w/v) “Тритон Х-100”, 1 мМ фенилметилсуль-
фонилфторида и инкубировали при 4  оС 15 мин. 
Затем лизаты центрифугировали 10 мин при 4 оС 
и 12  000  g, после чего супернатанты смешивали с 
4-кратным буфером образца для ДСН-ПААГ и ин-
кубировали в течение 5 мин при 80 °С.

Далее проводили вестерн-блот-анализ полу-
ченных препаратов VLP и лизатов клеток-проду-
центов с антителами к HA-эпитопу, белку Gag и 
α-тубулину. В результате было установлено, что 
обработка клеток веществом AP21967, вызываю-
щим димеризацию FRB и FKBP12, приводит к при-
мерно 2-3-кратному повышению уровня упаковки 
Cas9 в VLP, что было описано ранее для системы 
NanoMEDIC [5] (рис.  4, образцы AP+). При этом 
уровень упаковки Cas9 в VLP в образцах без добав-
ления AP21967 был примерно в два раза выше для 
RRE-транскриптов, но не зависел от присутствия 
Rev. В образцах, обработанных AP21967, уровень 
Cas9 существенно не различался между образцами 
с RRE и без такового. Анализ клеточного лизата 
выявил повышение уровня белка Cas9 примерно 
в два раза во всех образцах, трансфицированных 
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плазмидами с RRE элементом, не зависящее от 
присутствия Rev (см. рис.  4, панель лизаты, FRB-
Cas9). По всей видимости повышенный уровень 

упаковки Cas9 в VLP в клетках, трансфицирован-
ных RRE плазмидами и не обработанных AP21967, 
обусловлен повышением уровня Cas9 в лизатах. 
Кроме того, при получении VLP для трансфекции 
используется смесь из четырех плазмид, поэтому 
возможное влияние плазмиды pRSV-Rev на уро-
вень белка FRB-Cas9 в данных условиях может быть 
менее выражено по сравнению с экспериментами с 
котрансфекцией двух плазмид.

Таким образом, было установлено, что лишь об-
работка клеток димеризатором AP21967 оказывала 
существенный эффект на уровень упаковки Cas9 
в VLP. Присутствие элемента RRE повышало уро-
вень Cas9 в лизатах и уровень упаковки Cas9 в VLP 
без обработки димеризатором AP21967, однако при 
добавлении AP21967 уровень упаковки Cas9 в VLP 
был примерно одинаков во всех образцах. Это сви-
детельствует о том, что основную роль при упаковке 
Cas9 в частицы системы NanoMEDIC играет имен-
но AP21967-индуцированная димеризация FRB и 
FKBP12, но не модификация плазмид с помощью 
элемента RRE или ко-трансфекция плазмиды, экс-
прессирующей Rev.

Доставка РНП с помощью VLP для редактиро-
вания генома с терапевтическими целями сходна 
по эффективности с электропорацией РНП [7]. 
При этом VLP можно псевдотипировать различ-
ными белками вирусной оболочки, тем самым 
направляя в определенный тип клеток in vivo [7]. 
Наконец, доставка РНП снижает вероятность ре-
дактирования нецелевых локусов из-за быстрой 
деградации белка Cas9, а также элиминирует риск 
инсерционного мутагенеза из-за отсутствия ви-
русного генома [15]. Все это в совокупности опре-
деляет актуальность развития методов эффектив-
ной продукции VLP.

В данной работе был оценен эффект от моди-
фикации транскриптов элементами RRE для по-
вышения упаковки FRB-Cas9 и FKBP12-Gag в 
частицы системы NanoMEDIC в присутствии ак-
цессорного белка Rev. Было выявлено, что тран-
зиторно котрансфицируемые плазмиды, как для 
экспрессии Rev, так и контрольные, не содержащие 
кДНК, могут неспецифически влиять на уровни 
белков Cas9 и Gag в клеточных лизатах. При этом 
эффект не зависит от наличия элемента RRE в 
этих плазмидах. Известно, что при транзиторной 
котрансфекции плазмидных векторов могут на-
блюдаться различные артефакты, включая акти-
вацию репортерных генов пустыми плазмидными 
векторами [16], а также ряд других парадоксальных 
эффектов (см. обзор [17]. Это может объяснить по-
лученные в данной работе результаты.

Влияние модуля RRE-Rev на уровень упаковки 
нуклеазы Vpr.Prot.Cas9 в VLP было показано в ра-

Рис. 3. Оценка специфичности эффекта от экспрес-
сии белка Rev на уровень продукции FRB-Cas9. Ли-
заты клеток HEK293T, трансфицированных плазми-
дами для экспрессии FRB-Cas9 c элементами RRE 
или без таковых (RRE-) вместе с плазмидами (а) 
для экспрессии белков Rev и Eyfp или контрольны-
ми плазмидами pBluescriptSKII(-) (pBl) и pCMV-pA 
(CMV), или (б) для экспрессии белка Rev, его уко-
роченной формы (Rev∆B), плазмиды с делецией 
N-концевой части кДНК Rev (Rev∆BP) и контроль-
ной плазмиды (pBl) анализировали с помощью Ве-
стерн-блоттинга с антителами к HA-эпитопу (FRB-
Cas9) и α-тубулину для контроля суммарного уровня 
белка в лизатах клеток. Показаны результаты одного 
из двух репрезентативных экспериментов.

Рис. 4. Влияние RRE-элементов на упаковку нуклеа-
зы Cas9 в VLP системы NanoMEDIC. VLP получали, 
как описано в тексте, используя плазмиды для экс-
прессии FRB-Cas9 и FKPB12-Gag c элементами RRE 
или без таковых в присутствии белка Rev (Rev+) или 
без белка Rev (Rev-). Для индукции димеризации 
FRB и FKBP12 клетки обрабатывали веществом 
AP21967 в концентрации 300 нМ (AP+) или ДМСО 
(AP-). Через 48 ч после трансфекции получали ли-
заты VLP и клеток-продуцентов и анализировали их 
с помощью Вестерн-блоттинга с антителами к HA- 
эпитопу (FRB-Cas9), белку ВИЧ p17 (FKBP12-Gag) и 
α-тубулину для контроля суммарного уровня белка в 
лизатах клеток. Показаны результаты одного из двух 
репрезентативных экспериментов.
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боте [Indikova et al, 11]. Уровень упаковки Vpr.Prot.
Cas9 в VLP был в два раза выше для RRE по сравне-
нию со CTE-элементом, однако уровень Vpr.Prot.
Cas9 в лизатах не различался между транскрип-
тами с CTE и RRE элементами. Важно отметить, 
что в данной работе не проводилось сравнения с 
контрольным транскриптом, не содержащим RRE 
или CTE элементы. В качестве источника белка 
Rev авторы использовали плазмиды pRSV-Rev и 
упаковочную плазмиду psPAX2, несущую также 
гены gag и pol. Наличие двух плазмид, кодирую-
щих Rev, вероятно, обеспечивает более высокий 
уровень белка Rev по сравнению с нашей экспе-
риментальной системой. Однако и в этом слу-
чае отсутствовал необходимый контроль в виде 
оценки упаковки Vpr.Prot.Cas9-RRE в VLP в от-
сутствие плазмиды pRSV-Rev. Таким образом, от-
сутствие важных контролей, а также вероятность 
детекции артефактов транзиторной котрансфек-
ции не позволяют сделать вывод о необходимости 
модуля RRE-Rev для повышения эффективности 
упаковки Vpr.Prot.Cas9. Результаты нашей работы 
указывают на то, котрансфекция не только pRSV-
Rev, но и контрольных плазмид, не экспрессиру-
ющих Rev, обладает неспецифическим эффектом 
на уровень экспрессии FRB-Cas9 в лизатах, и это 
не зависит от наличия RRE элемента в транс-
крипте. Более того, было обнаружено, что имен-
но AP21967-индуцированная димеризация FRB и 
FKBP12 играет основную роль при упаковке Cas9 
в частицы системы NanoMEDIC, но не модифи-
кация плазмид с помощью элемента RRE или 
котрансфекция плазмиды, экспрессирующей Rev.

В настоящий момент основной способ получе-
ния VLP  –  это транзиторная котрансфекция не-
скольких плазмид [4, 5, 7, 11]. Результаты данной 
работы указывают на нецелесообразность исполь-
зования RRE-Rev модуля для повышения упаков-
ки нуклеазы Cas9 в VLP системы NanoMEDIC. 
Полученные артефактные результаты при тран-
зиторной котрансфекции определенных плаз-
мид указывают на необходимость тщательного 
контроля условий получения VLP для выявления 
факторов, повышающих эффективность упаков-
ки нуклеазы Cas9 в VLP. Мы предполагаем, что 
создание стабильных клеточных линий, экспрес-
сирующих некоторые из компонентов, необхо-
димых для сборки функциональных VLP, может 
помочь в стандартизации и оптимизации условий 
получения VLP.
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THE RRE-REV MODULE HAS NO EFFECT ON THE PACKAGING 
EFFICIENCY OF CAS9 AND GAG PROTEINS INTO NANOMEDIC  

VIRUS-LIKE PARTICLES
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Delivery of ribonucleoprotein complexes of Cas9 nuclease and guide RNA into target cells with virus-like 
particles (VLP) is one of the novel methods of genome editing, suitable for gene therapy of human diseases in the 
future. Efficiency of genome editing with VLPs depends on the packaging of Cas9 into VLPs, that is mediated 
by viral Gag protein. To increase the packaging of Cas9 into NanoMEDIC system VLPs plasmid constructs 
for expression of Cas9 and Gag were modified by the addition of HIV RRE (Rev response element), that is 
expected to increase the nuclear export of RRE-containing transcripts to cytosol via accessory protein Rev, as 
described for Vpr-Cas9-based VLP system. Here we found that Cas9 and Gag protein levels in the cell lysates are 
increased upon cotransfection of either Rev-expressing plasmid or empty control plasmid. Moreover, this effect 
does not depend on the presence of RRE in the transcript. On the top of that, we showed that AP21967-induced 
dimerization of FRB and FKBP12, but not the modification of plasmids with RRE and/or cotransfection of 
Rev-expressing plasmid, plays the major role in packaging of Cas9 into NanoMEDIC system VLPs. These data 
suggest that it is impractical to use the RRE-Rev module to enhance the packing of Cas9 nuclease into VLPs.

Keywords: CRISPR/Cas9, VLP, RNP, HIV, RRE, Rev.
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ВВЕДЕНИЕ
На Урале обитает 13 видов летучих мышей, 

из которых девять видов зимуют в районах лет-
них местообитаний, а четыре вида мигрируют на 
дальние расстояния [1–2]. Из перелетных видов 
наиболее исследованы два  –  двухцветный кожан 
(Vespertilio murinus [Linnaeus, 1758]) и лесной нето-
пырь (Pipistrellus nathusii [Keyserling et Blasius, 1839]) 
[3]. Направления перелетов рукокрылых, их даль-
ность и места зимовок в настоящее время точно не 
установлены, однако они могут быть весьма значи-
тельны [4–5]. Исследователи отмечают, что мигри-
рующие виды летучих мышей сталкиваются с мно-
гочисленными природными факторами, включая 
изменения климата [6, 7], потерю и фрагментацию 
среды обитания под усиливающимся техногенным 
прессом [8, 9], что существенным образом влияет 
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на их эврибионтность и выживание [10–12]. Учи-
тывая, что устойчивая адаптация обеспечивается 
оптимально отрегулированными эколого-физио-
логическими процессами, значительный интерес 
приобретает изучение в сравнительном варианте 
системы крови мигрирующих и оседлых видов руко-
крылых. Ранее авторами дана оценка гематологиче-
ских параметров крови оседлого вида фауны Урала 
Myotis dasycneme [Boie, 1825] [13]. Представленные в 
настоящей статье материалы являются результатом 
исследований функциональной активности систе-
мы крови мигрирующих видов рукокрылых Урала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемая группа представлена сеголетка-

ми двух видов мигрирующих летучих мышей: лес-
ного нетопыря (P. nathusii) и двухцветного кожана 
(V. murinus). Лесной нетопырь широко распростра-
нен в зонах широколиственных и смешанных лесов 
с наличием водоемов, а двухцветный кожан тяготеет 
к открытым пространствам лесостепной зоны Ура-
ла и к селитебным территориям [1]. В летний пери-
од года рукокрылые приурочены к интразональным 
(пойменным, околоводным) биотопам, обеспе-
чивающим основные кормовые стации и возмож-
ность размещения выводковых колоний. В дневное 
время, обычно располагаясь в естественных укры-
тиях, лесной нетопырь и двухцветный кожан за-
частую предпочитают неглубокие убежища (дупла 
деревьев, пещеры и хозяйственные постройки че-
ловека). Исследователи отмечают способность этих 
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животных к дальним миграциям и к возвращению 
в места своего прежнего обитания (homing) [14].  
У перелетных видов рукокрылых Урала возвраще-
ние с зимовки происходит с первой декады мая [1, 
2]. В начале июня в Челябинской области отмечено 
массовое появление лесных нетопырей и двухцвет-
ных кожанов в местах их размножения. Рождение 
детенышей происходит с начала и до конца второй 
декады июня, вылет молодняка из убежищ наблю-
дается с конца второй и до середины третьей декады 
июля; миграция обоих видов к местам зимовок – с 
конца августа до первых чисел сентября [2]. 

Отлов и содержание рукокрылых, достав-
ленных в лабораторию, осуществляли согласно 
международным принципам Хельсинкской де-
кларации о гуманном отношении к животным, 
используемых для экспериментальных и научных 
целей [15]. Животных для исследования (n = 34) 
отлавливали паутинными сетями на побережье оз. 
Большой Кисегач и в окрестностях оз. Малое Ми-
ассово (Челябинская область) во второй декаде 
июля (в период выведения потомства) в 2013–2015 
гг. Численность двухцветного кожана в Ильмен-
ском заповеднике достаточно высока, и его от-
носительное обилие составляет 21.1%, а лесного 
нетопыря – 7.4% [2]. Для сравнения использовали 
зимующий на Урале вид  –  прудовую ночницу, с 
относительным обилием в Ильменском заповед-
нике – 45.3%.

Забор крови проводили в стерильные вакуумные 
пробирки BD Vacutainer с ЭДТА (Великобритания). 
Параметры периферической крови (400–800 μl) 
животных определяли на гематологическом анали-
заторе BC–5800 (Mindray, Китай). Лейкоцитарную 
формулу рассчитывали (на 100 лейкоцитов) в мазках 
крови, окрашенных по Романовскому – Гимзе. На 
основании лейкоцитарной формулы рассчитывали 
интегральный лейкоцитарный индекс (ИСЛ  –  со-
отношение гранулоцитов и агранулоцитов в отн. 
ед.), позволяющий оценить физиологическое со-
стояние исследуемых особей и их адаптивный по-
тенциал. Полученные результаты обработаны с ис-
пользованием пакета лицензионных прикладных 
программ Statistica for Windows V 10.0. Метод глав-
ных компонент (PCA) реализован посредством ста-
тистической среды R (R 3.1.2, пакет Ade4) [16]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование периферической крови летучих 

мышей показало, что межвидовые различия в ге-
матограммах мигрирующих видов как по содер-
жанию эритроцитов (p = 0.36) и гемоглобина (p = 
0.12), так и по содержанию тромбоцитов (p = 0.60) 
и тромбокрита (p = 0.89) отсутствуют, что, несо-
мненно, свидетельствует об идентичности адаптив-
ных механизмов лесного нетопыря и двухцветно-

го кожана. Животные характеризуются высоким 
уровнем содержания гемоглобина, гематокрита 
и эритроцитов, что свидетельствует и о высоком 
уровне дыхательной функции летающих животных 
[17]. Статистически значимые отличия у прудовой 
ночницы по параметрам красной крови отмечены 
относительно лесного нетопыря: для эритроцитов  
(RBC = 10.0 ± 0.03 Т/л, p = 0.03), гемоглобина 
(Hb: 148.9 ± 0.93 г/л, p = 0.03), гематокрита (HCT:  
41.5 ± 0.05%, p = 0.03) при средней концентра-
ции гемоглобина в эритроците (MCHC = 372.2 ± 
± 1.8 г/л, p = 0.02) и при среднем объеме эритроцита  
(MCV = 41.4 ± 0.07 фл, p = 0.03); и двухцветного 
кожана: по содержанию эритроцитов (RBC = 9.2 ± 
± 0.6 Т/л, p = 0.01), по среднему объему эритроцита 
(MCV = 36.8 ± 0.07 фл, p = 0.01), при средней кон-
центрации гемоглобина в эритроците (MCHC = 
= 379.6 ± 7.3 г/л, p = 0.02) [18]. 

На рис. 1. представлены три самостоятельные 
группы рукокрылых: мигрирующие виды V. murinus, 
P. nathusii и оседлый вид M. dasycneme. Анализ глав-
ных компонент показал, что 73.75% общей дис-
персии параметров красной крови приходится на 
первую главную компоненту и 15.83% – на вторую 
главную компоненту. Наибольший вклад в межви-
довую изменчивость показателей красной крови по 
РС1 вносят эритроциты (13.66%), средний объем 
эритроцита (13.22%), тромбоциты (13.42%), тром-

Рис. 1. Показатели красной крови летучих мы-
шей в пространстве двух главных компонент. PC1, 
PC2  –  оси главных компонент, %  –  процент дис-
персии данных, объясненных главной компонентой; 
стрелки отражают корреляцию главных компонент 
с исходными показателями; эллипсы представляют 
собой 95% доверительные области. 
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бокрит (13.07%), среднее содержание гемоглобина 
(12.27%). 

Определены и их значимые коэффициенты кор-
реляции с РС1: –0.95, 0.94, –0.94, –0.93, 0.90 – со-
ответственно (р = 0.001). Значения первой главной 
компоненты отчетливо отделяют прудовую ночни-
цу от обоих перелетных видов. РС2 сильно корре-
лирует (–0.67) с гематокритным показателем (вклад 
36.86%), и в меньшей степени  –  с гемоглобином 
(вклад 18.01%), что также по данным показателям 
подтверждает неоднородность особей исследован-
ных экологически контрастных видов. 

У активно мигрирующих видов отмечено дву-
кратное повышение количества тромбоцитов: у 
лесного нетопыря (PLT = 446.7 Г/л) и у двухцвет-
ного кожана (PLT = 476.3 Г/л) по сравнению с пру-
довыми ночницами (PLT = 213.1 Г/л), что указывает 
на возросшую долю объема цельной крови, зани-
маемой тромбоцитами, участвующими в качестве 
эффекторов иммунной системы. Тромбоциты, 
представляя ведущую роль в системе гомеостаза, 
участвуют в иммунных и аллергических реакциях 
организма наряду с макрофагами, нейтрофилам и 
эозинофилами [19]. При повреждении кровенос-
ных сосудов тромбоциты первыми оказываются в 
зоне поражения, выступая как факторы врожден-
ного иммунитета. Лейкоцитарный состав крови 
мигрирующих видов рукокрылых представлен дву-
мя группами клеток: гранулоцитами (нейтрофилы: 

юные, палочкоядерные, сегментоядерные, эози-
нофилы), определяющими реакции врожденного 
иммунитета, и агранулоцитами (моноциты, лим-
фоциты), ответственными за реакции адаптивного 
иммунного ответа (табл. 1).

Показателен повышенный уровень нейтрофи-
лов у перелетных рукокрылых (см. табл. 1), что мо-
жет быть связано с неспецифической защитой их 
организма от токсических воздействий, вирусных и 
бактериальных инфекций. Лейкоцитарный состав 
крови характеризуется значимо повышенным со-
держанием гетерофилов за счет увеличения числа 
зрелых сегментоядерных форм у двухцветного ко-
жана (p < 0.05) и лесного нетопыря (p < 0.05), что 
обеспечивает подавление воспалительных реакций 
и активную неспецифическую защиту организма от 
патогенов (см. табл. 1).

Идентичность адаптивных механизмов иссле-
дуемых мигрирующих видов подтверждается от-
сутствием значимых различий в лейкограммах по 
содержанию факторов клеточных воспалительных 
реакций: эозинофильных лейкоцитов (р = 0.99) и 
моноцитов (р = 0.99), продуцирующих провоспа-
лительные цитокины,  –  эндогенных регуляторов 
гемопоэза и клеточно-опосредованного иммунного 
ответа [20].

Цитокины имеют широкий спектр функций, 
включая регулирование врожденного и адаптив-

Таблица 1. Лейкоцитарный состав периферической крови летучих мышей

Показатели
I. M. dasycneme II. V. murinus III. P. nathusii

boot ± SEboot [95% CIboot]

Нейтрофилы, % 39.78 ± 1.42
[37.00–42.50]

54.02 ± 3.30*
[47.20–60.20]

66.00 ± 0.47*▲

[65.00–67.00]

● юные, % 2.49 ± 1.14
[0.50–4.75]

8.01 ± 1.29*
[5.20–10.40]

7.52 ± 2.10
[3.00–12.00]

● палочкоядерные, % 25.99 ± 3.19
[18.75–30.00]

24.63 ± 3.02
[18.80–30.60]

38.00 ± 1.88*▲

[34.00–42.00]

● сегментоядерные, % 11.19 ± 2.89
[6.00–16.75]

21.37 ± 2.46*
[17.60–27.00]

20.50 ± 0.24*
[20.00–21.00]

Лимфоциты, % 56.02 ± 1.83
[6.00–16.75]

43.41 ± 3.05*
[37.60–49.20]

32.00 ± 0.01*▲

[31.05–32.08]

Моноциты, % 2.50 ± 0.76
[0.75–3.75]

1.59 ± 0.78
[0.40–3.40]

1.00 ± 0.00
[1.00–1.01]

Эозинофилы, % 1.25 ± 0.42
[0.50–2.00]

1.00 ± 0.28
[0.40–1.60]

1.00 ± 0.47
[0.10–2.00]

Гранулоциты, % 41.01 ± 1.80
[37.50–44.50]

54.90 ± 3.40*
[48.00–61.40]

67.01 ± 0.90*▲
[65.12–69.03]

Агранулоциты, % 58.50 ± 2.10
[54.50–62.50]

44.90 ± 3.50*
[38.60–52.01]

33.01 ± 0.01*▲
[32.09–33.01]

ИСЛ, отн. ед. 0.8 1.2 2.0
Примечание: * – статистически значимые различия: I и II, I и III (p < 0.05); – статистически значимые различия: II и III  
(p < 0.05); boot ± SEboot – среднее арифметическое и ошибка среднего бутстреп-распределения; [95% CIboot] – доверительный 
интервал бутстреп-распределения.



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ       том  515       2024

КОВАЛЬЧУК  и др.74

ного иммунитета, активацию воспалительных ре-
акций и стимуляцию кроветворения [20]. Лимфо-
цитарно-гранулоцитарный состав периферической 
крови характеризуется высокой долей гранулоци-
тов у мигрирующих двухцветного кожана (55%) и 
лесного нетопыря (67%), формирующих срочную 
защиту организма как от инфекций, так и от ток-
сических воздействий и обеспечивающих их выжи-
вание за пределами нативного ареала (см. табл. 1). 
Высокие показатели интегрального лейкоцитар-
ного индекса ИСЛ = 1.2 для двухцветного кожана 
и ИСЛ = 2.0 для лесного нетопыря по сравнению 
с ИСЛ = 0.8 прудовой ночницы подтверждают вы-
раженную реактивность системы естественного 
врожденного иммунитета, способствующего фор-
мированию адаптивных реакций, обеспечивающих 
эврибионтность V. murinus и P. nathusii, мигрирую-
щих на дальние расстояния. 

Результаты исследований функциональной ак-
тивности системы крови показывают, что V. murinus 
и P. nathusii могут быть использованы для оценки 
их адаптационных возможностей, способствующих 
длительным сезонным миграциям, а также служить 
основой для мониторинга численности видов и по-
пуляций рукокрылых с целях сохранения биоразно-
образия и рационального использования ресурсов 
животного мира.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВАНИЯ
Данная работа финансировалась за счет средств 

бюджета Института экологии растений и живот-
ных УрО РАН в рамках государственного задания 
(№122021000091-2). Никаких дополнительных 
грантов на проведение или руководство данным 
конкретным исследованием получено не было.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Отлов и содержание животных в лаборатории 

осуществляли с соблюдением международных 
принципов Хельсинкской декларации о гуманном 
отношении к животным, используемых для экспе-
риментальных и научных целей [15]. Протокол с ис-
пользованием экспериментальных животных был 
одобрен комиссией по биоэтике Института эколо-
гии растений и животных УрО РАН (протокол № 11 
от 29.04.2022). 
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Астроциты являются важнейшими компонента-
ми нейронных цепей, наиболее распространенны-
ми глиальными клетками в центральной нервной 
системе и участвуют в синаптических, контурных 
и поведенческих функциях. Хорошо развитые про-
топлазматические астроциты содержат многочис-
ленные отростки, имеющие сложную разветвлен-
ную форму. При нормальных физиологических 
процессах, таких как развитие и старение мозга, 
а также при патологических процессах, например 
эпилепсии, болезни Альцгеймера, наблюдаются 
значительные изменения в нейрон-астроцитарных 
взаимодействиях. В частности, данные изменения 
регулируются отростками астроцитов. Обнару-
жение и изучение патологий этих микроструктур 
стало возможно только благодаря инновационным 
подходам в микроскопии. Однако клеточные и 
молекулярные механизмы изменений в астроци-
тарных отростках малоизучены. Критически важ-
ным для понимания и дальнейшего исследования 
этих структур является возможность разрешить 
ультратонкие детали самих астроцитов и областей 
их контактов с другими структурами [1]. Мелкие 
астроцитарные отростки имеют наноразмеры, что 
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исключает использование световой микроскопии 
без дополнительного маркирования ткани флу-
оресцентными метками и обусловливает необ-
ходимость использования методов микроскопии 
высокого разрешения [2]. Современные подходы 
позволяют сочетать различные методы визуализа-
ции и манипулирования тканями для получения 
трехмерной картины таких сложных структур, как 
астроциты [3–5]. Однако данные различных взаи-
модополняющих методов получения изображений 
с большим пространственным разрешением тре-
буют разработки не только процедур накопления 
данных, но и методик идентификации элементов 
на изображениях, алгоритмов восстановления 
трехмерных структур.

В данной работе мы представляем результа-
ты проведения сравнительного анализа корреля-
тивных измерений систем отростков астроцитов 

методами просвечивающей электронной микро-
скопии (ПЭМ) и сканирующей зондовой микро-
скопии (СЗМ) с использованием ультрамикро-
томии (УМТ). В предыдущих работах нами была 
разработана уникальная научная установка (http://
ckp-rf.ru/usu/486825/), объединяющая в себе тех-
ники СЗМ и УМТ [6–8]. Эта разработка позволяет 
многократно производить сверхтонкие (до 20 нм) 
срезы с поверхности образца с последующим полу-
чением СЗМ-изображений, восстанавливая таким 
образом морфологию образца. Данная методика 
получила название "сканирующая зондовая нано-
томография" (СЗНТ) и может быть использована 
для восстановления трехмерной ультраструктуры 
биологических объектов за счет интегрирования 
СЗМ-изображений поверхности образца после по-
следовательных сверхтонких срезов. Данный метод 
представляется перспективным для исследования 

Комплементарные ПЭМ- и СЗМ-изображений участков астроцитов. Обзорные изображения (слева) и увеличенные 
участки (справа). На увеличенных изображениях тонкие отростки астроцитов на ПЭМ-изображениях отмечены 
цветом, символами указаны комплементарные области.
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тонкой структуры астроцитов, тем более что полу-
чение СЗМ-изображений может быть дополнено 
измерениями пространственного распределения 
флуоресцентно-меченых объектов и спектральной 
информации методом конфокальной микроспек-
троскопии на тех же участках [7]. Для корректной 
интерпретации изображений, полученных с помо-
щью СЗМ, и однозначного определения элементов 
астроцитов в случае исследования тканей мозга 
требовалось проведение предварительных корреля-
ционных измерений с помощью просвечивающей 
электронной микроскопии.

Для измерений использована ткань мозга “гено-
типически здоровых” мышей линии 5хFAD. Ткань 
мозга мышей была фиксирована путем транскар-
диальной перфузии растворами альдегидов, извле-
чена и дополнительно фиксирована 1%-ным рас-
твором тетраоксида осмия. Затем  –  обезвожена и 
заключена в акрилатную среду. 

При помощи ультрамикротома, входящего в со-
став установки СЗНТ с алмазным ножом Diatome 
Ultra AFM 35 (Diatome AG, Швейцария), были по-
лучены сверхтонкие срезы образцов тканей толщи-
ной 70 нм. Применяемые алмазные ножи позволя-
ют получить не только малую толщину среза, но и 
достаточно гладкую поверхность, что критически 
важно для проведения измерений методом СЗМ.

Несколько последних срезов были перенесены 
на стандартные медные бленды для электронной 
микроскопии с покрытием из формвара. После 
чего образцы были контрастированы с использова-
нием насыщенных водных растворов уранилацета-
та и цитрата свинца согласно [9]. 

ПЭМ-изображения срезов нервной ткани были 
получены в режиме СПЭМ (сканирующей элек-
тронной микроскопии в просвечивающем режиме) 
с использованием микроскопа Zeiss Merlin (Zeiss, 
Германия). Для получения достаточного контраста 
изображений были использованы ускоряющие на-
пряжения 20–24 кВ, ток зонда 150–180 пА. Такие 
параметры измерений позволили получать изобра-
жения как в просвечивающем режиме, так и в ре-
жиме обратно отраженных электронов. 

Поверхность блока залитого образца нервной 
ткани непосредственно после выполнения срезов 
была проанализирована при помощи СЗМ, входя-
щего в состав установки СЗНТ. Для ориентации на 
поверхности образца были использованы обзорные 
изображения с малым увеличением, на которых 
можно было найти реперные особенности, напри-
мер крупные образования характерной формы. Та-
кие реперные особенности были использованы для 
согласования масштаба и угла поворота изображе-
ний СЗМ и СПЭМ.

Поскольку при использовании СЗМ разрешение 
изображений ограничено количеством точек, в ко-
торых проводятся измерения, для выделения тонких 
астроцитарных структур были получены СЗМ-изо-
бражения меньшего размера с существенно более 
высоким латеральным разрешением. На рисуноке 
приведены комплементарные ПЭМ- и СЗМ-изо-
бражения участков астроцитов. На ПЭМ-изобра-
жениях желтыми контурами отмечены участки, 
которые мы идентифицируем как астроциты. Со-
ответствующие структуры на СЗМ-изображениях 
отмечены стрелками. Видно, что применение элек-
тронной микроскопии позволяет получить изобра-
жения более высокого качества. Однако СЗМ-и-
зображения имеют достаточную детализацию для 
определения характерных деталей нервной ткани. 
Анализ приведенных данных позволяет заключить, 
что наиболее уверенно на СЗМ-изображениях 
можно регистрировать тонкие отростки астроцитов 
(веточки, листочки) толщиной 50–100 нм в окрест-
ностях синапсов и щелевых контактов, которые вы-
глядят как окружающие их удлиненные двух- или 
трехслойные структуры. Изучение подобных астро-
цитарно-нейронных взаимодействий является важ-
ной задачей, поскольку подвергается изменениям 
при ряде патологий. Приведенные изображения 
были получены для выполненного сверхтонкого 
среза при помощи ПЭМ и поверхности блока по-
сле среза при помощи СЗМ. Однако, несмотря на 
максимально приближенные к комплементарности 
объекты, коррелятивная морфология наблюдаемых 
структур не полностью совпадает, что говорит о 
том, что морфология астроцитарных участков мо-
жет заметно изменяться на масштабе нескольких 
толщин среза, которая составляет всего несколько 
десятков нанометров. 

Таким образом, на основании коррелятивных 
измерений методами СЗМ и ПЭМ в работе пока-
зано, что сканирующая зондовая микроскопия мо-
жет применяться для эффективной визуализации 
тканей головного мозга и исследования особен-
ностей строения астроцитов с пространственным 
разрешением на нанометровом уровне. При этом 
методически можно рекомендовать выполнение 
измерений с разрешением не более 2 нм/px. При 
анализе изображений в первую очередь необходимо 
регистрировать удлиненные двух- или трехслойные 
структуры толщиной от 50 до 100 нм, располагаю-
щиеся вокруг синапсных структур размерами около 
1 мкм. Данные удлиненные структуры с высокой 
вероятностью являются тонкими астроцитарны-
ми отростками, которые можно сегментировать 
для последующей трехмерной реконструкции. Ис-
пользование СЗНТ для последовательного удале-
ния тонких слоев с поверхности блока и получения 
СЗМ-изображений тканей головного мозга даст 
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возможность восстановить трехмерную картину 
распределений астроцитарных участков. 

При этом важно отметить, что использование 
СЗМ для анализа поверхности блоков не требует 
контрастирования с применением соединений тя-
желых металлов. Это может играть важную роль для 
минимизации нарушений клеточных структур, вы-
зываемых фиксацией и контрастированием. Кроме 
того, соединения тяжелых металлов, используемые 
для контрастирования в электронной микроско-
пии, в большинстве случаев значительно снижают 
эффективность использования флуоресцентных 
маркеров. Таким образом, использование СЗНТ 
как метода исследований трехмерной ультраструк-
туры нервной ткани также расширяет возможности 
применения и коррелятивных методик флуорес-
центной микроскопии. 
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Nanoscale morphological features of branched processes of glial cells may be of decisive importance for neuron-
astrocytic interactions in health and disease. The paper presents the results of a correlation analysis of images 
of thin processes of astrocytes in the nervous tissue of the mouse brain, obtained by scanning probe microscopy 
and transmission electron microscopy with high spatial resolution. Samples were prepared and imaged using a 
unique hardware combination of ultramicrotomy and scanning probe microscopy. It was shown that the images 
identified details of astrocytes with a thickness of the order of tens of nanometers, which can be used in the future 
to reconstruct the three-dimensional structure of astrocytic processes by integrating a series of sequential images 
of ultrathin sections of nervous tissue.
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Микроэлементы, несмотря на их очень неболь-
шое содержание в растительных клетках, крайне 
необходимы для нормальной жизнедеятельности 
растений и успешного протекания физиолого-био-
химических процессов. Цинк и медь являются одни-
ми из наиболее важных среди них. Так, цинк входит 
в состав или служит кофактором более 300 фермен-
тов, таких как Cu/Zn-супероксиддисмутаза, карбо-
ангидраза, алкогольдегидрогеназа, РНК-полиме-
раза; участвует в белок-белковом взаимодействии; 
является необходимым элементом домена «цинко-
вый палец», входящего в состав многих факторов 
транскрипции, необходим для синтеза ауксина [1, 
2]. Важная роль меди в жизнедеятельности расте-
ний обусловлена ее участием в окислительно-вос-
становительных реакциях клетки, в том числе в 
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нейтрализации активных форм кислорода [3]. Кро-
ме того, выявлено ее участие в работе более чем 100 
ферментов, включая Cu/Zn-супероксиддисмутазу, 
оксидоредуктазу, цитохром- и полифенолоксида-
зу, в транспорте белков, метаболизме клеточной 
стенки, переносе электронов в дыхательной и фо-
тосинтетической электрон-транспортных цепях 
и передаче гормонального сигнала [4, 5]. Важную 
роль этот микроэлемент играет также в углеводном 
и белковом обмене, энергетическом и азотном ме-
таболизме [6]. 

Вследствие большого числа функций, кото-
рые цинк и медь выполняют в растениях, их де-
фицит вызывает многочисленные негативные 
изменения в физиологических процессах, среди 
которых  –  нарушение проницаемости клеточ-
ных мембран, транспорта воды и элементов ми-
нерального питания, замедление фотосинтеза и 
дыхания, торможение деления и растяжения кле-
ток и др. [5, 7]. 

Известно, что с целях увеличения стрессоустой-
чивости растений и повышения их продуктивности 
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в неблагоприятных условиях внешней среды ис-
пользуют обработку растений или семян различны-
ми регуляторами роста, в том числе фитогормонами. 
Салициловая кислота (СК, 2-гидроксибензойная 
кислота)  –  фенольное соединение, сочетающее в 
себе свойства фитогормона и сигнальной молекулы 
[8]. Подобно другим фитогормонам, она регулирует 
многие физиологические процессы, такие, напри-
мер, как рост, развитие, цветение, закрытие устьиц, 
фотосинтез, транспирация, транспорт ионов и др. 
[9]. Как сигнальная молекула СК индуцирует актив-
ность антиоксидантных ферментов, участвует в путях 
передачи сигналов, регулирующих физиологиче-
ские процессы [10]. Кроме того, обнаружена важная 
роль СК в адаптации растений к ряду абиотических 
стресс-факторов, включая засоление, низкие и вы-
сокие температуры, высокие концентрации тяжелых 
металлов, УФ-излучение [11, 12]. Что касается воз-
можности использования СК в качестве адаптогена 
для повышения устойчивости растений к дефициту 
микроэлементов, то таких данных практически нет.

Вместе с тем ранее нами было обнаружено, что 
у растений ячменя и пшеницы после обработки их 
семян СК в условиях недостатка цинка или меди в 
субстрате сохраняется высокий уровень фотосин-
теза и водного обмена, что положительно сказыва-
лось на накоплении ими биомассы [13]. Поскольку 
устойчивость растений к стресс-факторам во мно-
гом зависит от способности клеток поддерживать 
на определенном уровне окислительно-восстано-
вительный баланс, можно предположить участие 
СК в регуляции работы компонентов антиокси-
дантной системы, обеспечивающих защиту клеток 
растений от окислительного стресса и при дефици-
те микроэлементов.

Исходя из вышеизложенного, целью данной ра-
боты было изучение влияния обработки СК семян 
пшеницы на экспрессию генов и активность клю-
чевых антиоксидантных ферментов в листьях рас-
тений, испытывающих дефицит цинка или меди.

Исследования проводили на растениях пшени-
цы (Triticum aestivum L.) сорта Злата. Семена были 
предоставлены ФГБНУ “Федеральный исследова-
тельский центр “Немчиновка”. Часть семян прора-
щивали в течение 3 сут на дистиллированной воде 
(вариант СК0), другую часть  –  в течение первых 
суток выдерживали на растворе СК (10 мкМ), затем 
отмывали и продолжали проращивать на дистил-
лированной воде (вариант СК). Концентрация СК 
и продолжительность обработки были выбраны на 
основании предварительных опытов. Спустя 3 сут 
проростки обоих вариантов высаживали в контей-
неры (объемом 0.86 л) с предварительно отмытым 
от примесей и прокаленным песком. Полив расте-
ний осуществляли питательным раствором Хоглан-
да  –  Арнона с оптимальным содержанием цинка 
(2 мкМ) и меди (0.3 мкМ) (вариант Zn+,Cu+), не-
достатком цинка (вариант Zn–) или недостатком 
меди (вариант Cu–). Растения выращивали в камере 
искусственного климата при температуре 22 °С, от-
носительной влажности воздуха 60–70%, ФАР 180 
мкмоль/(м2·с) и 14-часовом фотопериоде в течение 
30 сут. После чего в их листьях определяли количе-
ство транскриптов генов TaCu/ZnSOD2, TaFeSOD 
и TaCAT, общую активность супероксиддисмутазы 
(СОД) и активность каталазы (КАТ), а также интен-
сивность перекисного окисления липидов (ПОЛ).

Накопление транскриптов генов анализировали 
методом полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ) на амплификаторе 
CFX96 Real-Time System (“Био-Рад”, США). Ли-
стья растирали в жидком азоте. Тотальную РНК 
выделяли с помощью набора ExtractRNA “Евроген” 
(Россия). Количество и качество тотальной РНК 
проверяли спектрофотометрически с использова-
нием прибора NanoPhotometer IMPLEN (Герма-
ния) по соотношению длин волн 260/280 и с помо-
щью электрофореза в 1%-ном агарозном геле. Для 
удаления остатков ДНК препарат РНК обрабатыва-
ли ДНКазой “Евроген” (Россия), кДНК синтезиро-
вали, используя набор для обратной транскрипции 

Таблица 1. Праймеры для проведения ПЦР-РВ

Ген Прямой (F) и обратный (R) 
праймер

Нуклеотидная последовательность праймера 
5′…3′

Номер в базе данных 
NCBI

Actin
F GGG ACC TCACGGATAATCTAATG

AB181991
R AACCTCCACTGAGAACAACATTAC

Cu/ZnSOD2
F CACGGCTTCCACATCCAC

KP322572
R TGTCGTTCATCATCCATCGG

FeSOD
F GGGTCTGGTTGGGTTTG

JX398977
R TCGCCTGTCATCCTTGTAATC

CAT F
R

TGATACCCAAAGGCACCG
GCAGCCAGATAGAACACG X94352
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с М-MLV обратной транскриптазой и случайными 
(random) гексапраймерами “Евроген” (Россия).  
В качестве референсного гена использовали актин. 
Количество и качество синтезированной кДНК 
проверяли спектрофотометрически на приборе 
NanoPhotometer IMPLEN (Германия). Специфич-
ность продуктов амплификации проверяли плавле-
нием ПЦР фрагментов. Эффективность ПЦР, оце-
ниваемая по стандартной кривой, достигала 98%. 
Содержание транскриптов гена вычисляли по фор-
муле 2-ΔΔСт и выражали в относительных единицах 
[14]. Праймеры, использованные для проведения 
ПЦР в режиме реального времени, представлены 
ниже (табл. 1).

Для определения активности СОД (КФ 1.15.1.1.) 
и КАТ (КФ 1.11.1.6.) листья гомогенизировали  
в 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.8). Гомогенат цен-
трифугировали при 14 000 g в течение 20 мин при 
4°С, полученный супернатант использовали для 
определения содержания белка и активности фер-
ментов спектрофотометрическим методом. Актив-
ность СОД определяли по способности ингибиро-
вать фотохимическое восстановление нитросинего 
тетразолия. Оптическую плотность раствора изме-
ряли при 560 нм. За единицу активности прини-
мали количество фермента, вызывающее 50%-ное 
ингибирование реакции. Для определения актив-
ности каталазы использовали спектрофотометри-
ческий метод. Скорость разложения H2O2 определя-
ли, регистрируя изменение оптической плотности 

раствора при длине волны 240 нм в течение 1 мин. 
Реакционная среда содержала 40 мМ раствор H2O2 
в 0.1М K/Na- фосфатном буфере (pH 7.0). Реак-
цию запускали добавлением 60 мкл супернатанта. 
Активность ферментов рассчитывали на 1  мг бел-
ка. Общее содержание белка определяли по методу 
Бредфорда, используя в качестве стандарта бычий 
сывороточный альбумин. 

Об интенсивности ПОЛ судили по содержанию 
малонового диальдегида (МДА), которое определя-
ли с использованием реакционной среды, содержа-
щей 0.25%-ный раствор тиобарбитуровой кислоты 
в 10%-ной трихлоруксусной кислоте на спектрофо-
тометре СФ-2000 («Спектр», Россия) при 532 и 600 
нм. Для расчета содержания МДА использовали ко-
эффициент экстинкции, равный 155 мМ-1см-1.

Биологическая повторность составляла 3–5 рас-
тений в зависимости от показателя, аналитическая 
повторность  –  3-кратная. Весь опыт повторяли 
дважды. На рисунках и в таблицах приведены сред-
ние значения и их стандартные ошибки. Стати-
стическую обработку данных осуществляли с по-
мощью программ Microsoft Excel 2007 и PAST 4.0. 
Статистически значимо различающиеся величины 
каждого изученного показателя (при p < 0.05) обо-
значены разными латинскими буквами.

В ходе исследований установлено, что у рас-
тений пшеницы, чьи семена не были обработаны 
СК (вариант СК0), недостаток цинка (Zn–) и меди 

Рис. 1. Влияние предобработки семян СК на относительное количество транскриптов генов TаCu/ZnSOD2 и  
TaFeSOD в листьях пшеницы при недостатке цинка или меди в субстрате.
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(Cu–) в корнеобитаемой среде вызывал заметное 
снижение количества транскриптов гена ТаCu/
ZnSOD2 в 4 и 2 разa, соответственно, по сравнению 
с их оптимальным содержанием (рис. 1а), при этом 
уровень мРНК гена TaFeSOD, наоборот, возрастал 
почти в 2 раза (рис. 1б).

Предобработка семян СК (вариант СК) при-
водила к заметному усилению по сравнению с не-

обработанными растениями (СК0) экспрессии 
генов обеих изоформ СОД (рис. 1а и б), что более 
отчетливо проявилось при оптимальном содер-
жании микроэлементов. Отметим также, что при 
недостатке цинка и меди обработка СК в большей 
степени влияла на количество транскриптов гена 
TаCu/ZnSOD2, которое возрастало (по сравнению с 
необработанными растениями) в 6 и 10 раз, соот-
ветственно (рис. 1а), тогда как количество мРНК 
гена TaFeSOD повышалось лишь в 1.6 и 1.4 раза, со-
ответственно (рис. 1б).

В литературе имеются противоречивые сведе-
ния об изменении уровня экспрессии генов, ко-
дирующих Cu/Zn-содержащую изоформу СОД, у 
растений при недостатке цинка и меди. Так, у сои 
при дефиците цинка [7] и у арабидопсиса при де-
фиците меди [15] наблюдалось снижение уровня 
экспрессии генов, кодирующих Cu/ZnSOD. В от-
личие от этого, у сорго [16] и у Zn-эффективного 
сорта пшеницы [17] при дефиците цинка, а также 
в работе других авторов у арабидопсиса при дефи-
ците меди [3] отмечено увеличение накопления 
мРНК генов этой изоформы СОД. Что касается 
генов FeSOD, то в большинстве случаев их экспрес-
сия в условиях недостатка цинка или меди в кор-
необитаемой среде усиливается, что, как полагают, 
является компенсаторной реакцией в ситуации с 
уменьшением экспрессии генов Cu/ZnSOD. Подоб-
ный эффект был, к примеру, отмечен в листьях ку-
курузы при дефиците цинка [18] и у арабидопсиса 
при дефиците меди [15]. 

О влиянии предобработки семян СК на экс-
прессию генов, кодирующих синтез разных изо-
форм СОД, в условиях недостатка микроэлементов 
в корнеобитаемой среде данных нет. Результаты на-
шего исследования показали, что обработка семян 
СК способствовала увеличению в листьях пшени-
цы экспрессии генов синтеза и Cu/Zn-содержащей 
(TаCu/ZnSOD2), и железосодержащей (TaFeSOD) 
изоформ СОД, причем не только в оптимальных 
условиях минерального питания, но и при дефици-
те цинка или меди в корнеобитаемой среде (рис. 1а 
и б).

Наряду с СОД важную роль в поддержании 
окислительно-восстановительного баланса клетки 
играет каталаза  –  один из наиболее эффективных 
антиоксидантных ферментов, нейтрализующих 
пероксид водорода. В отношении ее участия в ан-
тиоксидантном ответе клетки на низкий уровень 
микроэлементов сведений крайне мало. Хотя пока-
зано, что при низком содержании цинка в листьях 
ячменя [19] уровень экспрессии гена Cat был более 
высоким, чем при его оптимальном содержании. 
Нами же было обнаружено, что у пшеницы в вари-
анте без обработки СК количество транскриптов 
гена TaCAT в листьях было относительно невысо-

Таблица 2. Влияние предобработки семян СК на общую 
активность СОД, активность КАТ и содержание МДА 
в листьях пшеницы при недостатке цинка или меди в 
субстрате

Вариант

Общая 
активность 

СОД, 
усл. ед. 

активности/
мг белка

Активность 
КАТ, 

мкмоль H2O2 /
мг белка·мин

Содержание 
МДА, 

мкмоль/г 
сырого веса

Без обработки СК
Zn+, 
Cu+ 3.93 ± 0.26a 6.07 ± 0.68ab 12.81 ± 0.36ab

Zn– 3.56 ± 0.16a 4.97 ± 0.23c 11.80 ± 0.34b
Cu– 2.58 ± 0.30b 4.64 ± 0.11c 12.26 ± 1.20ab

Обработка семян СК
Zn+, 
Cu+ 4.26 ± 0.26a 6.11 ± 0.29b 15.80 ± 1.37а

Zn– 4.13 ± 0.22a 8.09 ± 0.51a 12.02 ± 0.50b
Cu– 3.29 ± 0.25a 7.81 ± 0.47a 16.88 ± 0.49a

Рис. 2. Влияние предобработки семян СК на отно-
сительное количество транскриптов гена TаСАТ в 
листьях пшеницы при недостатке цинка или меди в 
субстрате.
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ким и при дефиците цинка или меди практически 
не менялось (рис. 2). В отличие от этого после об-
работки семян СК уровень экспрессии этого гена 
резко возрастал как при оптимальном содержании 
цинка и меди (почти в 20 раз по сравнению с вари-
антом СК0), так и при недостатке цинка (в 5 раз) в 
корнеобитаемой среде. Но при недостатке меди по-
добный эффект отсутствовал.

Важно, что активность изученных ферментов 
(СОД и КАТ) в определенной степени корреспон-
дировалась с уровнем экспрессии генов, контроли-
рующих их синтез (табл. 2). Так, у проростков, чьи 
семена были обработаны СК, при оптимальном со-
держании цинка и меди, а также при их дефиците 
общая активность СОД была несколько выше, чем у 
не обработанных СК растений, хотя статистически 
значимые различия между вариантами опыта на-
блюдались только при дефиците меди. Активность 
КАТ в варианте опыта с обработкой СК оказалась 
заметно выше, чем в варианте без обработки СК 
при дефиците обоих микроэлементов. 

Полагают, что при дефиците цинка и меди ос-
новной причиной развития окислительного стресса 
является уменьшение активности Сu/ZnSOD, что 
было, например, выявлено у пшеницы [17] и куку-
рузы [18]. Однако повышение активности других 
изоформ фермента, в частности, FeSOD, обеспечи-
вает нейтрализацию супероксид-радикала в клет-
ках в условиях стресса, связанного с дефицитом 
микроэлементов. Накопление при этом избыточ-
ных количеств пероксида приводит через механизм 
обратной связи к увеличению активности фермен-
тов, участвующих в ее нейтрализации. Так, повы-
шение активности КАТ при недостатке микроэле-
ментов ранее было отмечено у риса [20] и кукурузы 
[18]. В наших исследованиях у растений без обра-
ботки семян СК общая активность СОД уменьша-
лась только при дефиците меди, а активность КАТ 
при дефиците обоих микроэлементов. Предобра-
ботка семян СК способствовала повышению ак-
тивности изученных антиоксидантных ферментов, 
что отчасти могло быть связано с более высоким со-
держанием цинка и меди в листьях. Это позволило 
в условиях их дефицита не допустить повышения 
интенсивности ПОЛ, о чем свидетельствует отсут-
ствие увеличения содержания МДА (по сравнению 
с оптимальным уровнем микроэлементов) в этих 
условиях (табл. 2).

Таким образом, нами впервые обнаружено, что 
после обработки семян пшеницы СК у проростков 
в условиях дефицита цинка и меди возрастает (по 
сравнению с необработанными растениями) экс-
прессия генов, ответственных за синтез двух изо-
форм СОД – Cu/ZnSOD и FeSOD, и гена, контроли-
рующего синтез КАТ, и увеличивается активность 
этих ферментов, что способствует поддержанию 

на необходимом уровне окислительно-восстано-
вительного баланса клеток. На основании полу-
ченных данных можно сделать вывод о том, что 
положительный эффект обработки семян СК на 
активность основных ферментов антиоксидант-
ной защиты может отчасти объяснить механизм ее 
положительного воздействия на физиологические 
процессы у растений, испытывающих дефицит 
цинка или меди. Это также служит дополнитель-
ным аргументом в пользу высказанного нами ранее 
предположения о том, что защитный эффект СК 
на растения носит достаточно пролонгированный 
характер, поэтому обработка СК семян способ-
на при дальнейшем росте проростков приводить к 
увеличению их стрессоустойчивости [12]. Учитывая 
доступность и невысокую цену СК, обработка ею 
семян злаков может быть экономически выгодным, 
безопасным и эффективным способом повышения 
устойчивости растений к дефициту цинка и меди и 
повышения их продуктивности на почвах с низким 
содержанием этих микроэлементов. 
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У дрозофилы эухроматин и гетерохроматин 
представляют собой два независимых компартмен-
та, отличающихся набором хроматиновых белков 
и нуклеосомных модификаций [1, 2]. В последних 
исследованиях было показано, что гетерохрома-
тин активно транскрибируется, и в нем локализо-
ваны многие гены домашнего хозяйства, которые 
имеют высокий уровень экспрессии [2]. При этом 
промоторы генов, расположенных в эухроматине и 
гетерохроматине, могут эффективно инициировать 
транскрипцию только в своем компартменте [1, 2]. 
В отличие от прокариот бо́льшая часть промоторов 
высших эукариот, включая дрозофилу и человека, 
не имеет выраженных мотивов, с которыми могут 
связываться общие факторы транскрипции [3]. Со-
гласно одной из моделей ключевую роль в органи-
зации промоторов играют белки, содержащие кла-
стеры цинковых пальцев С2Н2-типа (С2Н2-белки), 
которые связываются со специфичными относи-
тельно длинными (12–15 п.н.) мотивами в промото-
рах генов, что приводит к формированию открыто-
го хроматина и рекрутированию TFIID-комплекса 
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[3, 4]. У дрозофилы существует обширный класс 
белков, которые содержат на С-конце кластер, со-
стоящий из 5 С2Н2-доменов, а на N-конце нахо-
дится ZAD (Zinc-finger Associated Domain) домен, 
который обеспечивает гомодимеризацию белка 
[5,  6]. ZAD-домен и C2H2-кластеры соединены 
неструктурированным линкером. Наиболее хоро-
шо описанным у дрозофилы является белок М1BP, 
который связывается с мотивом, расположенным 
в примерно в 2000 промоторах, определяющих ак-
тивность эухроматиновых генов [7, 8]. С неструк-
турированным линкером белка M1BP связывается 
белок СР190, который участвует в рекрутировании 
комплексов стимулирующих транскрипцию [9, 10].

Ген m1bp находится в кластере (85A9 на хромо-
сомном плече 3R), который включает еще четыре 
гена, кодирующих ZAD-C2H2-белки  –  CG8159, 
ranshi, ouib и nom (рис. 1б). Все эти гены парало-
гичны и, предположительно, являются результатом 
тандемной дупликации в процессе эволюции. Нео-
жиданно оказалось, что гены ouib и nom кодируют 
белки, которые связываются с промоторами генов, 
расположенными в гетерохроматине [11–13]. Ранее 
были найдены два других ZAD-C2H2-белка, odj и 
nnk, которые эффективно связываются с регуля-
торными последовательностями в гетерохроматине 
[14]. Было показано, что эти белки взаимодейству-
ют с основным белком гетерохроматина НР1a, что, 
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как предполагается, определяет преимуществен-
ную локализацию этих белков в гетерохроматино-
вом компартменте.

Целью настоящей работы стало исследова-
ние, каким образом белки ouib и nom приобре-
тают способность связываться с промоторами 
генами, находящимися в областях гетерохро-
матина. Ранее было показано, что ZAD-домены 
даже близких С2Н2 паралогов преимуществен-
но формируют только гомодимеры [5, 6]. Так как 
ZAD-домены белков M1BP, ouib и nom имеют вы-
сокую степень сходства последовательностей, то 
была протестирована способность ZAD-доме-
нов к формированию гетеродимеров. Для этого 
мы использовали метод дрожжевой двугибрид-
ной системы (ДДС). Были созданы конструк-
ции, в которых последовательности ZAD-доме-
нов белков ouib, nom и M1BP были клонировали 
в одну рамку считывания с активационным до-
меном (АД) или ДНК-связывающим доменом 
(ДСД) белка GAL4. Поиск ортологов у видов 
Drosophila показал, что ортолог ouib присутству-
ет у всех видов, тогда как его дупликация – ген 
nom произошла позже. Так, ортологи nom отсут-
ствуют у D.virilis (рис. 1б). Мы протестировали 
в ДДС взаимодействие ZAD-доменов белков 
ouib и nom c ортологом ouib D.virilis (GJ22678). 
Анализ взаимодействия показал, что ZAD-до-

мены M1BP, ouib и nom гомодимеризуются, но 
не образуют гетеродимеров. При этом оба белка 
паралога ouib и nom взаимодействуют с ортоло-
гом GJ22678 D. virilis (см. рис. 1в), что является 
дополнительным доказательством того, что они 
произошли от одного гена. 

Известно, что многие белки, ассоциированные с 
гетерохроматином, взаимодействуют с белком Hp1a 
через аминокислотный мотив PxVxL (где х – любая 
аминокислота). Однако, анализ последователь-
ностей ouib и nom не выявил данного мотива. Для 
проверки прямого взаимодействия белков с HP1a 
в ДДС были получены конструкции, в которых 
последовательности кДНК белков ouib и nom были 
клонированы в одну рамку считывания с АД GAL4 
и конструкция, в которой кДНК белка HP1a на-
ходилась в одной рамке считывания с ДСД GAL4.  
В результате, в ДДС прямое взаимодействие ouib и 
nom с HP1a не обнаружено (см. рис. 1г).

Многие ZAD-C2H2-белки, имеющие сайты свя-
зывания в промоторах генов, взаимодействуют с 
белком CP190, в том числе рекрутирование СР190 
является важным для функциональной активности 
M1BP [9]. Мы проверили прямое взаимодействие 
паралогов ouib и nom с CP190 в ДДС (рис. 1в). Оказа-
лось, что ouib и nom тоже взаимодействуют с CP190, 
который связывается исключительно с эухромати-

Рис. 1. Доменная структура белков ouib и nom. Указаны порядковые номера аминокислотных остатков, соответству-
ющих границам доменов (а); геномное расположение генов m1bp, ouib и nom в кластере у D. melanogaster и D. virilis. 
Для обозначения ортологов использованы одинаковые цвета (б); исследование взаимодействия между ZAD-доме-
нами в ДДС. Фрагменты ZAD были слиты с ДНК-связывающим доменом GAL4 (ДСД), и исследовано их взаи-
модействие с фрагментами, слитым с активационным доменом GAL4 (АД). Результаты представлены в колонках, 
где + и – означают наличие или отсутствие взаимодействия соответственно. В качестве положительного контроля 
проверялась способность ZAD-доменов к димеризации, а в качестве отрицательного контроля выполнялось тести-
рование на наличие взаимодействия только с активационным (АД) или ДНК-связывающим (ДСД) доменом белка 
GAL4 (в); исследование взаимодействия полноразмерных белков Ouib и Nom, слитых с АД GAL4, с полноразмер-
ными белками СР190 и HP1a, слитыми с ДСД GAL4 (г). Остальные обозначения – такие же, как в (в).
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новыми промоторами. Это предполагает роль ouib 
и nom в организации эухроматиновых промоторов. 

Для исследования полногеномного распределе-
ния сайтов связывания белков ouib и nom была ис-
пользована модель политенных хромосом из ядер 
слюнных желез личинок третьего возраста. Поли-
тенные хромосомы состоят из междисков, которые 
представляют собой промоторы, контролирующие 
экспрессию генов домашнего хозяйства, и дисков, 
которые соответствуют преимущественно неак-
тивным генам [15]. Области конститутивного ге-
терохроматина хорошо визуализируются в области 
прицентромерного гетерохроматина и в теломерах 
на концах хромосом. Так как ouib и nom не экспрес-
сируются в слюнных железах, мы использовали 
индуцируемую систему UAS/GAL4 для экспрессии 
этих белков. С этой целью были созданы генети-
ческие конструкции, в которых кДНК белков nom 
и ouib в одной рамке считывания с эпитопом HA 
были клонированы в вектор pUAS, который содер-
жит последовательность UAS (Upstream activating 
sequence) и attB-сайт для интеграции в геном дро-
зофилы (рис. 2а). Полученные конструкции были 
встроены в одно и тоже место генома в сайт attP 38D 

с использованием системы интеграции phiC31. Для 
эктопической экспрессии генов мы скрещивали 
мух линии, содержащей конструкт pUAS-OuibxHA 
или pUAS-NomxHA, с мухами линии, экспрессиру-
ющей GAL4 под контролем сильного тубулинового 
промотора (tub:GAL4), который обеспечивает вы-
сокий уровень транскрипции во всех тканях. Экс-
прессию белка подтверждали анализом белкового 
лизата из взрослых мух методом вестерн-блот с ис-
пользованием антител к HA (см. рис. 2б).

Иммуноокрашивание политенных хромосом 
показало неожиданные результаты. Оказалось, что 
белки ouib и nom имеют множество сайтов связы-
вания в междисках политенных хромосом, но при 
этом не наблюдается связывания в прицентромер-
ных гетерохроматиновых районах. Таким образом, 
эктопически экспрессируемые белки не рекрутиру-
ются сами по себе в гетерохроматиновый компарт-
мент (см. рис. 2в). Это отличает белки nom и ouib 
от белка odj, который активно связывается с гете-
рохроматином политенных хромосом (см. рис. 2в). 

Наиболее вероятно, что ген, кодирующий M1BP, 
является основателем кластера генов (85A9), так как 
его экспрессия намного выше и белок имеет кон-

Рис. 2. Схема генетической конструкции, используемой для создания трансгенных мух, экспрессирующих белок, 
слитый с HA-эпитопом (а); вестерн-блот анализ белковых экстрактов из 2–3-дневных самцов, экспрессирующих 
OuibxHA и NomxHA, окрашенные антителами к HA-эпитопу (б); политенные хромосомы слюнных желез личинок 
мух, экспрессирующих OuibxHA и NomxHA. Политенные хромосомы были окрашены антителами к эпитопу HA, 
ДНК окрашена DAPI. Для сравнения приведено иммуноокрашивание политенных хромосом из лиинии Oregon-R 
кроличьими антителами к гетерохроматиновому белку odj (в). Стрелками показано положение хромоцентра на раз-
ных препаратах политенных хромосом. Масштаб – 10 мкм.
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сервативные среди дрозофил мотивы связывания в 
промоторах большой группы генов. Остальные гены 
кластера, за исключением ranshi, имеют слабый уро-
вень экспрессии и, вероятно, связываются с про-
моторами небольшого количества генов. Так, было 
показано, что белки nom и ouib  определяют актив-
ность промоторов генов nvd и spok, расположенных 
в гетерохроматине [11,.12]. При этом активация этих 
промоторов является основной функцией белков 
nom и ouib. Как и M1BP, белки nom и ouib связывают-
ся с СР190, рекрутирование которого на промоторы 
определяет формирование зоны открытого хрома-
тина и активацию транскрипции. Таким образом, 
белки nom и ouib по строению и функциям похожи 
на M1BP. Более того, при избыточной экспрессии 
белки nom и ouib связываются с промоторами (ме-
ждисками) генов домашнего хозяйства, которые 
находятся в эухроматине и не наблюдается их ас-
социации с прицентромерным гетерохроматином. 
ZAD-домены трех близких паралогов M1BP, nom и 
ouib формируют только гомодимеры. Таким обра-
зом, ZAD-домены определяют функциональную 
независимость недавно возникших С2Н2-белков и 
блокируют их взаимодействие с M1BP. Полученные 
результаты свидетельствуют о том, что механизм 
рекрутирования nom и ouib в гетерохроматиновые 
районы принципиально отличается от описанного 
ранее для odj и nnk, для которых показано взаимо-
действие через консенсусный мотив с HP1a. Белки 
nom и ouib не взаимодействуют напрямую с основ-
ным гетерохроматиновым белком HP1a. 

Наиболее вероятно, что nom и ouib рекрутируют-
ся в гетерохроматиновый компартмент с помощью 
белка-партнера, который также участвует в фор-
мирование активных промоторов nvd и spok генов. 
Одним из потенциальных белков-партеров может 
быть большой (около 2000 а.о.) ZAD-C2H2 белок 
Molting Defective (Mld), который также связывает-
ся с промоторами nvd и spok [12]. Белок Mld эффек-
тивно экспрессируется на всех стадиях развития и, 
вероятно, имеет много различных функций в регу-
ляции экспрессии генов. Необходимы дальнейшие 
исследования для ответа на вопрос, могут ли белки 
ouib и nom рекрутироваться в гетерохроматиновый 
компартмент в результате взаимодействия с други-
ми ZAD-C2H2-белками, которые ассоциированы с 
основными гетерохроматиновыми белками. 
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STUDY OF THE ASSOCIATION OF OUIB AND NOM WITH 
HETEROCHROMATIN IN DROSOPHILA MELANOGASTER
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In Drosophila, a large group of actively transcribed genes is located in pericentromeric heterochromatin. It is 
assumed that heterochromatic proteins attract transcription factors to gene promoters. Two proteins, ouib and 
nom, were previously shown to bind to the promoters of the heterochromatic genes nvd and spok. Interestingly, 
ouib and nom are paralogs of the M1BP protein, which binds to the promoters of euchromatic genes. We have 
shown that, like M1BP, the quib and nom proteins bind to CP190, which is involved in the recruitment of 
transcription complexes to promoters. Unlike heterochromatic proteins, ouib and nom do not interact with the 
major heterochromatic protein HP1a and bind to euchromatic promoters on polytene chromosomes from the 
larval salivary glands. The results suggest a new mechanism for the recruitment of transcription factors into the 
heterochromatic compartment of the nucleus.

Keywords: heterochromatin, CP190, zinc finger protein, C2H2-type architectural proteins, zinc-finger associated 
domain.
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Рассеянный склероз (РС)  –  хроническое им-
мунноопосредованное демиелинизирующее за-
болевание центральной нервной системы (ЦНС). 
РС  –  крайне гетерогенное заболевание, развитие 
которого может быть спровоцировано сочетанием 
таких факторов, как генетическая предрасполо-
женность, бактериальные и вирусные инфекции  
(в первую очередь  –  герпесвирусы), неблагопри-
ятная окружающая среда и наличие вредных при-
вычек [1]. При этом механизм инициации данного 
заболевания до конца не установлен. В последнее 
десятилетие особую роль в развитии данного за-
болевания отводят вирусу Эпштейна – Барр (ВЭБ) 

УДК 571.27

УРОВЕНЬ ПРОТИВОВИРУСНЫХ АНТИТЕЛ К БЕЛКУ EBNA-1  
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С РАССЕЯННЫМ СКЛЕРОЗОМ  

НЕ ЗАВИСИТ ОТ ТЯЖЕСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ
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Рассеянный склероз (РС) – иммунноопосредованное демиелинизирующее заболевание, без терапии 
приводящее к глубокой инвалидизации. РС поражает около 1% населения Земли трудоспособного 
возраста, преимущественно женщин. Механизмы, запускающие развитие РС, остаются непознан-
ными, что служит причиной трудностей в выборе терапии. В связи с этим исследования в области 
активации процесса демиелинизации приобретают особое значение. Недавние работы выявили пря-
мую корреляцию риска развития РС с инфицированием вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ). В резуль-
тате анализа титра ВЭБ-специфичных антител среди больных РС и здоровых доноров русской этни-
ческой группы было подтверждено, что РС характеризуется повышенным уровнем сывороточных 
IgG, связывающих EBNA-1 (EBV nuclear antigen 1). Количество пациентов с повышенным уровнем 
EBNA-1-специфичных антител статистически достоверно не не различается у двух групп с диаме-
трально противоположными течениями РС: доброкачественным РС или высокоактивным РС. Мы 
предполагаем, что основной вклад ВЭБ в развитии РС обусловлен инициацией заболевания и не 
влияет на тяжесть его течения.
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[2,3]. Было показано, что риск развития РС увели-
чивается в 32 раза при инфицировании ВЭБ [2]. 
При этом противовирусные антитела обнаружива-
ются в крови в среднем за 10 лет до первых клиниче-
ских проявлений РС [4]. Вирус поражает B-клетки 
человека и после этого переходит в латентную фазу, 
во время которой экспрессия вирусных белков за-
метно снижается по сравнению с активной инфек-
цией [5]. Данный процесс частично способствует 
сохранению инфицированных B-клеток и поддер-
жанию инфекции в организме человека. Однако 
наиболее важные для поддержания жизнедеятель-
ности ВЭБ-белки, среди которых наиболее изучен 
ядерный антиген-1 (EBNA-1), необходимый для со-
хранения вирусного генома, продолжают экспрес-
сироваться даже в латентной фазе [6].

Ранее у пациентов с РС было показано наличие 
кросс-реактивных моноклональных антител, одно-
временно узнающих фрагмент вирусного антигена 
EBNA-1 (386–405 а.о.) и аутоантигена глиальных 
клеток GlialCAM (370–389 а.о.) [7]. Изучение ти-
тра антител к вирусным антигенам у пациентов с 
РС поможет прояснить, как связаны между собой 
уровень активации иммунной системы при ответе 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=5232192&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12267150,13450845&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
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на ВЭБ и тяжесть протекания РС. Таким образом, 
целью нашего исследования являлось определение 
уровня противовирусных антител к EBNA-1 (386–
405 а.о.) в крови пациентов с агрессивным течением 
РС (высокоактивный РС (ВАРС) и менее тяжелой 
формой заболевания  –  доброкачественным РС 
(ДРС) [8, 9].

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ
Определение количества антиген-специфичных 

антител к EBNA-1 (386–405 а.о.) в сыворотках крови 
пациентов с РС и здоровых доноров (ЗД) проводи-
лось методом иммуноферментного анализа (ИФА). 
В данной работе мы рассматриваем два клиниче-
ских варианта течения ремиттирующе-рецидивиру-
ющего РС  –  доброкачественный РС (ДРС) и более 
агрессивный  –  высокоактивный РС (ВАРС) [8, 9]. 
ДРС характеризуется медленной прогрессией при 
отсутствии специфичного лечения и относительно 
низким значением расширенной шкалы нарушений 
жизнедеятельности Куртцке (EDSS) – менее 4. При 
этом у пациентов с данной формой РС часто выяв-
ляются различные когнитивные нарушения [10]. Для 
более тяжелой формы заболевания  –  ВАРС харак-
терны высокая скорость образования новых очагов 
демиелинизации в ЦНС и неполное восстановление 
в период ремиссии, наличие двух и более рециди-
вов за год [11]. Для сравнения РС с другими невро-
логическими заболеваниями мы измерили уровень 
противовирусных антиген-специфичных антител у 
пациентов с боковым амиотрофическим склерозом 
(БАС) и заболеваниями спектра оптиконевромиели-
та (ЗСОНМ). Данные заболевания характеризуются 
частично перекрывающейся с РС симптоматикой, 
однако их патогенез существенно отличается. Ис-
следование уровня антительного ответа на вирусные 
антигены проводили на выборках ЗД (n = 19) и РС 

(n = 29) (с делением на ДРС (n = 9) и ВАРС (n = 20), 
БАС (n =14), ЗСОНМ (n = 5)) (табл. 1). 

Определение уровня антительного отве-
та проводилось с использованием химически 
синтезированного пептида EBNA-1 (386–405 
а.о.  –  SQSSSSGSPPRRPPPGRRPF) с чистотой 
>90%, что позволяет избежать ложно-положитель-
ного сигнала от связывания неспецифичными ан-
тителами сыворотки побочных продуктов, часто 
образующихся при прокариотической экспрессии 
белков. Пептид наносился на дно лунки сорбирую-
щей плашки в концентрации 1 мкг/мл в карбонат-
ном буфере (pH = 9.0), инкубация длилась 16 ч при 
+4 °С. Затем оставшиеся места связывания на дне 
лунки блокировались раствором 2% сухого обезжи-
ренного молока в карбонатном буфере (pH  =  9.0) 
в течение 1 ч при помешивании, 37 °С. Сыворотка 
крови разводилась в 100 раз в конъюгатном буфере 
(фосфатно-солевой буфер (pH = 7.4), 0.05% “Твин-
20”, 0.5% сухого обезжиренного молока). После 
инкубации при комнатной температуре в течение 
1  ч при помешивании, плашки отмывались 5 раз 
буфером для отмывки (фосфатно-солевой буфер 
(pH = 7.4), 0.1% “Твин-20”). Связавшиеся антитела 
детектировались вторичными антителами к F(ab′)2 
фрагменту антител человека класса IgG, конъюги-
рованными с пероксидазой хрена (Sigma-Aldrich, 
A2290). После инкубации со вторичными анти-
телами проводили 6 циклов отмывки с последую-
щим добавлением 3, 3’, 5, 5’-тетраметилбензидина 
гидрохлорида (ТМБ), который служит субстратом 
для пероксидазы хрена. Реакцию останавливали 
добавлением раствора 10%-ной серной кислоты. 
Регистрация сигнала связывания осуществлялась с 
использованием плашечного многофункциональ-
ного анализатора Varioskan LUX при длине волны 
450 нм. Для статистической обработки результатов 

Таблица 1. Характеристика пациентов с РС, БАС, ЗСОНМ и здоровых доноров, участвующих в исследовании

ЗД РС ДРС ВАРС БАС ЗСОНМ
Количество 19 29 9 20 14 5
Возраст (лет) 42 ± 9 39 ± 11 48 ± 11 35 ± 8 56 ± 9 55 ± 18
Пол (% женщин) 52% 66% 75% 44% 64% 100%
Длительность заболевания

1–5 лет
– 51.7% 11.1% 70% 100% 60%

Длительность заболевания

6–10 лет
– 13.8% 11.1% 15% – 20%

Длительность заболевания

Более 10 лет
– 34.5% 77.8% 15% – 20%

EDSS 3.7 ± 1.8 3.6 ± 1.7 3.8 ± 2.0 – –
Примечание: ЗД – здоровые доноры; РС – рассеянный склероз; ДРС – доброкачественный РС; ВАРС – высокоактивный РС; 
EDSS – расширенная шкала нарушений жизнедеятельности Куртцке [12] (от 0 до 10, где 0 – норма, 10 – смерть от РС). 
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использовали программное обеспечение GraphPad 
Prism, версия 9. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для подтверждения измерения титра антител, 

специфически связывающих именно кросс-реак-
тивный вирусный пептид EBNA-1 (386–405 а.о.), 
потенциально ассоциированный с развитием РС, а 
не общий титр противовирусных антител, был до-
полнительно проведен анализ антиген-специфич-
ных антител к контрольному фрагменту другого 
белка ВЭБ латентной фазы – LMP1 (latent membrane 
protein 1). Использование данного контроля по-
зволяет удостовериться, что повышенный уровень 
реактивности антител к EBNA-1 (386–405  а.о.) у 
пациентов с РС не связан с иммуновоспалением в 
целом и персистенцией ВЭБ в организме. Резуль-
таты проведенного исследования представлены на 
рис. 1. Уровень противовирусного антительного от-
вета к EBNA-1 (386–405 а.о.) достоверно повышен 

для пациентов с РС независимо от тяжести заболе-
вания по сравнению с ЗД. Также для пациентов с 
ДРС наблюдается статистически значимое разли-
чие в количестве серопозитивных доноров по срав-
нению с ЗД. Внутри группы РС уровень связывания 
вирусного антигена EBNA-1 (386–405 а.о.) и ко-
личество серопозитивных доноров статистически 
значимо не отличается между пациентами с ДРС 
и ВАРС. В отличие от РС ни для одного из других 
заболеваний (БАС и ЗСОНМ) не было обнаружено 
статистически достоверной разницы в уровне анти-
ген-специфичных антител к EBNA-1 (386–405  а.о.) 
по сравнению со ЗД. Необходимо заметить, что 
уровень связывания пептида LMP1 сывороточны-
ми антителами пациентов с РС не отличается от 
уровня связывания в группах ЗД и пациентов с дру-
гими неврологическими заболеваниями и остается 
на относительно низком уровне, что подтверждает 
взаимосвязь РС и антиген-специфичных антител к 
фрагменту EBNA-1 (386–405 а.о.). 

Рис. 1. Сывороточный уровень антиген-специфичных IgG к фрагментам ВЭБ: связывание химически 
синтезированного пептида EBNA-1 (386–405 а.о.)(а); связывание химически синтезированного контрольного 
пептида LMP1 (7–26 а.о.)(б). ЗД – здоровые доноры, РС – пациенты с рассеянным склерозом, ДРС – пациенты 
с доброкачественным рассеянным склерозом, ВАРС  –  пациенты с высокоактивным рассеянным склерозом, 
БАС  –  пациенты с боковым амиотрофическим склерозом, ЗСОНМ  –  пациенты с заболеванием спектра 
оптиконевромиелита. Красной пунктирной линией обозначено пороговое значение оптической плотности, выше 
которого сыворотка считается серопозитивной на исследуемый антиген. Пунктирной зеленой линией обозначено 
контрольный сигнал связывания исследуемого антигена препаратом IVIG (объединенные IgG от 1000 здоровых 
доноров) (* p < 0.05; ** p < 0.01, Хи-квадрат Пирсона). 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам последних исследований можно 

практически наверняка заключить, что ВЭБ яв-
ляется инициирующим фактором РС, однако его 
влияние на тяжесть протекания РС до конца не 
установлено (рис. 2). Одним из наиболее вероятных 
элементов ВЭБ, индуцирующих образование крос-
среактивных патогенных антител при РС, считает-
ся антиген EBNA-1 (386–405 а.о.). В данной работе 
мы сравнили уровни связывания синтетического 
пептида вирусного антигена EBNA-1 (386–405 а.о.) 
антителами из сывороток крови пациентов с раз-
личным течением РС (ДРС и ВАРС). По нашим 
данным, уровень противовирусных антител в сыво-
ротке не зависит от тяжести течения РС. На осно-
вании полученных данных можно предположить, 
что ВЭБ действует скорее как инициатор, нежели 
как активатор РС (см. рис. 2). Однако роль ВЭБ в 
прогрессировании РС до конца не ясна, и возмож-
но, дальнейшее изучение этого влияния и более 
детальный анализ пациентов с первично- и вторич-
но-прогрессирующими типами течения РС помо-

гут скорректировать терапию таким образом, что-
бы замедлить развитие данного заболевания. 
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ НОРМ  
И СТАНДАРТОВ

Все исследования с клиническими образцами 
проводились в соответствии с рекомендациями, 
изложенными в Хельсинкской декларации Всемир-
ной медицинской ассоциации. Исследование одо-
брено локальным этическим комитетом Научного 
центра неврологии. У всех пациентов, включенных 
в исследование, было получено письменное согла-

Рис. 2. Предполагаемая схема участия вируса Эпштейна – Барр в развитии рассеянного склероза. 1. Вирус проникает 
в организм человека и заражает Б-клетки. 2. Происходит накопление вирусных антигенов (например, EBNA-1, 
VCA и др.) и образование противовирусных антител к данным антигенам. 3. Образовавшиеся противовирусные 
иммуноглобулины в процессе созревания и соматической гипермутации становятся кросс-реактивными к 
нейрональным антигенам человека. ВЭБ – вирус Эпштейна – Барр, РС – рассеянный склероз. 
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сие. Все клинические образцы были использованы 
в работе после их деидентификации.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1.	 Baecher-Allan C., Kaskow B.J., Weiner H.L. Multiple 

sclerosis: mechanisms and immunotherapy // Neuron. 
2018a. Т. 97. № 4. С. 742–768.

2.	 Bjornevik K. и др. Longitudinal analysis reveals high 
prevalence of Epstein-Barr virus associated with multi-
ple sclerosis // Science. 2022b. Т. 375. № 6578. С. 296–
301.

3.	 Lomakin Y. и др. Exposure to the Epstein-Barr Viral 
Antigen Latent Membrane Protein 1 Induces My-
elin-Reactive Antibodies In Vivo // Front. Immunol. 
2017c. Т. 8. С. 777.

4.	 Jons D. и др. Seroreactivity against lytic, latent and pos-
sible cross-reactive EBV antigens appears on average  
10 years before MS induced preclinical neuroaxonal 
damage // J. Neurol. Neurosurg. Psychiatr. 2023d.

5.	 Liu M., Wang R., Xie Z. T cell-mediated immunity 
during Epstein-Barr virus infections in children // In-
fect. Genet. Evol. 2023e. Т. 112. С. 105443.

6.	 Kang M.-S., Kieff E. Epstein-Barr virus latent genes // 
Exp. Mol. Med. 2015f. Т. 47. № 1. С. e131.

7.	 Lanz T.V. и др. Clonally expanded B cells in multiple 
sclerosis bind EBV EBNA1 and GlialCAM // Nature. 
2022g. Т. 603. № 7900. С. 321–327.

8.	 Lomakin Y.A. и др. Multiple Sclerosis Is Associated with 
Immunoglobulin Germline Gene Variation of Transi-
tional B Cells // Acta Naturae. 2022h. Т. 14. № 4. С. 
84–93.

9.	 Lomakin Y.A. и др. Deconvolution of B cell receptor 
repertoire in multiple sclerosis patients revealed a delay 
in tBreg maturation // Front. Immunol. 2022i. Т. 13. 
С. 803229.

10.	 Correale J., Ysrraelit M.C., Fiol M.P. Benign multiple 
sclerosis: does it exist? // Curr. Neurol. Neurosci. Rep. 
2012j. Т. 12. № 5. С. 601–609.

11.	 Díaz C., Zarco L.A., Rivera D.M. Highly active multi-
ple sclerosis: An update // Mult. Scler. Relat. Disord. 
2019k. Т. 30. С. 215–224.

12.	 Kurtzke J.F. Rating neurologic impairment in multiple 
sclerosis: an expanded disability status scale (EDSS) // 
Neurology. 1983l. Т. 33. № 11. С. 1444–1452. 

THE LEVEL OF ANTI-VIRAL ANTIGEN-SPECIFIC ANTIBODIES TO EBNA-1 
IN THE SERUM OF MS PATIENTS DOES NOT DEPEND ON THE SEVERITY 

OF THE DISEASE
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Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune neurodegenerative disease leading to inevitable disability and primarily 
affecting the young and middle-aged population. Recent studies have shown a direct correlation between the risk 
of MS development and Epstein-Barr virus (EBV) infection. Analysis of the titer of EBV-specific antibodies 
among patients with MS and healthy donors among Russian population confirmed that MS is characterized 
by an increased level of serum IgG binding EBNA-1 (EBV nuclear antigen 1). The number of patients with 
elevated levels of EBNA-1-specific antibodies does not differ statistically significantly between two groups with 
diametrically opposite courses of MS: benign MS or highly active MS. It can be assumed that the primary link 
between EBV and the development of MS is restricted to the initiation of the disease and does not impact its 
severity.

Keywords: MS, multiple sclerosis, EBNA-1, autoantibodies, EBV, Epstein – Barr virus. 
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Ионная радиотерапия представляет собой пер-
спективный метод лечения опухолей, резистентных 
к конвенциальной фотонной терапии, и опухолей, 
расположенных вблизи критических органов [1, 2]. 
В настоящее время в мире в центрах ионной тера-
пии пролечено более 45 000 пациентов (https://www.
ptcog.ch/). Применение пучков тяжелых ионов в 
онкологии дает огромное преимущество перед фо-
тонной терапией из-за особенностей прохождения 
ионов через ткани организма: относительно низкая 
энергия частиц на входе в биологическую ткань и 
наличие пика Брэгга, при котором происходит 
максимальное энерговыделение в конце пробега 
частицы на заранее заданной глубине, непосред-
ственно в опухоли, а затем резкое падение энергии 
до нуля, что позволяет более эффективно подавляет 
рост опухолей и не повреждать окружающие здоро-
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вые ткани, в отличие от рентгеновского излучения 
[3]. Лучевая терапия ионами углерода по сравне-
нию с другим видом адронной терапии – протон-
ной – является более эффективной, поскольку ха-
рактеризуется высоким значением относительной 
биологической эффективности (ОБЭ) частиц от 
2 до 3 в зависимости от типа клеток, доз и метода 
регистрации повреждений [4–6]. Поскольку вы-
сокое значение ОБЭ ионов углерода обусловлено 
меньшей зависимостью гибели клеток от фаз кле-
точного цикла, содержания кислорода в опухоли, 
преимущественной индукцией кластерных труд-
норепарируемых повреждений ДНК, подавлением 
некоторых этапов пострадиационной репарации, 
это позволяет рассматривать ионы углерода как 
эффективный инструмент уничтожения разных по 
радиочувствительности клеток солидных опухолей, 
которые характеризуются экстремально гипокси-
ческими условиями по сравнению с окружающи-
ми тканями. Специфика биологического действия 
ионов углерода также позволяет предположить, что 
этот вид излучения будет эффективным и в отноше-
нии опухолевых стволовых клеток (ОСК), которые 
обладают потенциалом самообновления, устойчи-
вы к химио- или лучевой терапии, провоцируют 
рецидивы опухоли и метастазирование за счет сти-
мулирования к делению и дифференцировке после 

https://www.ptcog.ch/
https://www.ptcog.ch/
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гибели основной массы опухолевых клеток [7–9]. 
Проблема радиоустойчивости ОСК в настоящее 
время остроактуальна и далека до решения. Одним 
из перспективных подходов к решению проблем 
резистентности, метастазирования и рецидиви-
рования опухолей, обусловленных, в том числе, 
ОСК, является, на наш взгляд, применение ионной 
терапии, которая позволяет использовать более 
высокие, по сравнению с конвенциальной, дозы 
облучения. В данной работе используется модель 
индукции солидных опухолей, возникающих после 
имплантации мышам облученных опухолевых кле-
ток, в пуле которых сохраняются зависимые от дозы 
уровни ОСК и клетки в сенесцентном состоянии.

Целью работы являлось изучение закономерно-
стей индукции и роста опухолей на модели солид-
ной формы асцитной карциномы Эрлиха (АКЭ) у 
мышей после облучения асцитных клеток ex vivo 
высокими дозами ускоренных ионов углерода и 
рентгеновского излучения.

Эксперименты проводили на 2-месячных сам-
цах мышей колонии SHK (31–35 г), которые со-
держались в стандартных условиях вивария Ин-
ститута теоретической и экспериментальной 
биофизики Российской академии наук (Пущино, 
Россия). В качестве модели опухолевого роста была 
использована солидная форма АКЭ [10]. Опухоле-
вые клетки были получены из криобанка культур 
клеток Института биофизики клетки Российской 
академии наук (ИБК РАН). Условия поддержания 
асцитной культуры in vivo и подготовки клеток для 
облучения описаны ранее [11].

Суспензию клеток АКЭ в концентрации 
20  ∙  106  клеток/мл облучали в эппендорфе объе-
мом 1.5 мл при комнатной температуре: 1) ионами 

углерода (12С) в модифицированном пике Брэгга 
(Е = 400 МэВ, 0.5 Гр/мин, ЛПЭ ~39 кэВ/мкм) в до-
зах 5; 10; 20 и 30 Гр на моноэнергетическом пучке 
c энергией 400 МэВ/нуклон ускорительного ком-
плекса У-70 на базе ФГБУ “Институт физики вы-
соких энергий имени А. А. Логунова НИЦ “Курча-
товский институт” (Протвино); 2) рентгеновским 
излучением (РИ) в дозах 20; 30; 40 и 60 Гр на уста-
новке РУТ (200 кВ, 1 Гр/мин, ЛПЭ ~2 кэВ/мкм) в 
ЦКП “Источники излучения” (ИБК, Пущино). 
Дозы были выбраны как равноэффективные исхо-
дя из литературных и наших данных по определе-
нию ОБЭ при действии ионов углерода in vivo и in 
vitro [12, 13].

После облучения мышам имплантировали клет-
ки АКЭ в количестве 2 ∙ 106 в объеме 0.1 мл внутри-
мышечно в бедро левой лапы. Мышам контроль-
ной группы инокулировали такое же количество 
необлученных клеток АКЭ. В каждой группе было 
10 мышей, и для каждой экспериментальной точки 
было проведено не менее 2 повторов. 

После инокуляции клеток АКЭ ежедневно на-
блюдали за частотой индукции и скоростью роста 
солидных опухолей у мышей в течение 90 сут. Ла-
тентный период оценивали как временной интер-
вал между датой инокуляции клеток карциномы 
Эрлиха и датой появления пальпируемой опухоли, 
объем которой был равен 0.4 см3 (V0). Дважды в не-
делю с помощью электронного штангенциркуля с 
точностью ±0.01 мм измеряли три ортогональных 
диаметра опухоли, и объем опухоли (Vt ) рассчи-
тывали по стандартной формуле. Динамику роста 
опухоли оценивали по среднему относительному 
объему в зависимости от дней после появления, 
нормализованному к первоначальному объему  

Рис. 1. Динамика появления опухолей у мышей после инокуляции клеток АКЭ, облученных: (a) ионами углерода в 
диапазоне доз 5–30 Гр; (б) РИ в дозах 20–60 Гр.
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(Vt  /V0). Скорость роста опухоли определяли по 
среднему времени 5-кратного увеличения опухоли, 
которое рассчитывалось как среднее количество 
дней от начала роста опухоли до объема опухоли, 
достигающего увеличения в 5 раз. Статистиче-
ские расчеты проводились с помощью программы 
STATISTICA 10, различия считали статистически 
значимыми при p ≤ 0.01.

На рис.  1 представлена динамика появления 
опухолей у мышей после инокуляции клеток АКЭ, 

облучённых 12С и РИ. На 5-е сут у 100% мышей, ко-
торым были инокулированы необлученные клетки, 
индуцировались солидные опухоли АКЭ. В груп-
пах, которым были инокулированы облученные 
ex vivo клетки, появление опухолей наблюдали с 
задержкой начала роста, которая зависела от вели-
чины дозы. При облучении клеток 12С в дозе 5 Гр 
появление первых опухолей наблюдали на 8-е сут, 
10 Гр – на 11-е сут, 20 Гр – на 21-е сут. После об-
лучения опухолевых клеток РИ в дозе 20 Гр первые 

Рис. 2. Динамика роста опухолей у мышей после инокуляции суспензии клеток АКЭ облученных 12С: (а) средние 
относительные объемы опухоли в зависимости от дней после появления опухоли; (б) данные рисунка (a) представ-
лены в виде количества дней для увеличения объема опухоли в 5 раз по сравнению с первым измеренным объемом. 
Объемы нормализованы к первому измеренному объему ≥0.40 cм3. Статистическая значимость от контрольной 
группы оценивалась с помощью U-критерия Манна – Уитни (* р ≤ 0.01).

Рис. 3. Динамика роста опухолей у мышей после инокуляции суспензии клеток АКЭ облученных РИ: (а) средние 
относительные объемы опухоли в зависимости от дней после появления опухоли; (б) данные рисунка (a) пред-
ставлены в виде количества дней для увеличения объема опухоли в пять раз по сравнению с первым измеренным 
объемом. Объемы нормализованы к первому измеренному объему ≥0.40 cм3. Статистическая значимость от кон-
трольной группы оценивалась с помощью U-критерия Манна – Уитни (* р ≤ 0.01).
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опухоли фиксировались на 11-е сут, 30 Гр – 14-е сут, 
40 Гр – 18-е сут.

Через 30 сут частота индукции опухолей после 
облучения 12С в дозах 5 Гр (88%) и 10 Гр (89%) не от-
личалась, в группе 20 Гр этот показатель снижался 
до 35%, а после облучения 30 Гр опухоли не появ-
лялись (рис. 1а). Частота индукции опухолей после 
облучения клеток РИ в дозах 20; 30 и 40 Гр не от-
личалась и составляла 88; 70 и 80% соответственно, 
при этом у мышей, которым инокулировали клет-
ки, облученные 60 Гр, опухоли в течение месяца не 
наблюдались (рис. 1б). Таким образом, если время 
появления первых опухолей зависело от дозы, то 
частота индукции опухолей в течение 1 мес при дей-
ствии 12С и РИ не зависела от величины дозы при 
более низких дозах исследуемого диапазона. Ранее 
нами при исследовании действия протонов на АКЭ 
ex vivo в дозах 30–150 Гр было показано, что часто-
та индукции опухолей к концу первого месяца при 
более низких дозах также не зависела от дозы, в от-
личие от времени появления первых опухолей [11]. 
Можно предположить, что отсутствие зависимости 
частоты индукции опухолей от величины дозы на 
этом этапе развития опухолей свидетельствует о 
том, что на фоне гибели опухолевых клеток проис-
ходят стимулирование деления и дифференциров-
ка ОСК, и эти закономерности зависят от свойств 
разных видов излучения [11].

При дальнейшем наблюдении до 90 сут было об-
наружено, что после облучения 12С в дозе 5 Гр у всех 
мышей появились опухоли, в дозе 10 Гр – у 90% жи-
вотных, а при 20 Гр – у 47%. При облучении клеток 
АКЭ РИ в дозе 20 Гр на 90 сут 100% мышей были с 

опухолями, в дозах 30 Гр и 40 Гр – 90 и 80% соответ-
ственно. После облучения суспензии АКЭ 12С в дозе 
30 Гр, а РИ в дозе 60 Гр опухоли у мышей не инду-
цировались в течение 90 сут. Следовательно, дина-
мика появления опухолей после облучения клеток 
АКЭ ex vivo 12С и РИ, как и через месяц после облу-
чения, зависела от дозы. При этом эффективность 
12С относительно РИ была максимальной при более 
низких дозах, а затем уменьшалась. 

Полученные данные позволили определить ин-
тервал времени, в течение которого появляются 
опухоли, а затем их количество не меняется. Ин-
тервал индукции опухолей после инокуляции кле-
ток, облученных 12С в дозе 5 Гр, составил 6–37 сут, 
10 Гр – 9–27 сут, 20 Гр – 20–34 сут. При облучении 
клеток РИ в дозе 20 Гр это время составляло 11– 
49 сут, 30 Гр – 14–39 сут, а 40 Гр – 18–21 сут. Видно, 
что с ростом дозы интервал индукции АКЭ сокра-
щался как для 12С, так и для РИ. Медиана латентно-
го периода при облучении 12С в дозах 5 и 10 Гр соста-
вила 10 сут, а в дозе 20 Гр – 25 сут, при РИ медиана 
для 20 Гр равнялась 11 сут, 30 Гр – 17 сут, 40 Гр – 
18 сут, что свидетельствует об увеличении латентно-
го периода с ростом дозы для обоих типов излучений  
(p ≤ 0.01). Эти закономерности несколько отлича-
ются от действия высоких доз протонов на АКЭ ex 
vivo, где интервал индукции не зависел от дозы, а 
латентный период также увеличивался с ростом 
дозы [11].

На рис. 2 представлена динамика роста опухолей 
у мышей после инокуляции суспензии клеток АКЭ, 
облученных 12С. Во всех группах, независимо от 
дозы, было обнаружено значительное торможение 
роста опухолей по сравнению с контрольной груп-
пой (р ≤ 0.01). Среднее время пятикратного увели-
чения объема опухоли при облучении 12С составило 
20.7 ± 4.5 сут, а у контроля 12.5 ± 3.5 сут. 

На рис. 3 представлена динамика роста опухо-
лей у мышей после инокуляции клеток АКЭ в за-
висимости от дозы РИ. Обнаружено, что скорость 
роста опухолей во всех группах достоверно ниже, 
чем в необлученном контроле (р  ≤  0.01). Среднее 
время пятикратного увеличения объема опухоли 
при облучении РИ было близко к величине это-
го показателя, определенного для 12С, и равнялось  
22.7 ± 5.2 сут.

Таким образом, скорость роста АКЭ после облу-
чения клеток ex vivo 12C и РИ не зависела ни от дозы, 
ни от вида излучения, ни от времени начала роста 
солидной опухоли. В работе [14] при облучении 12С 
(Е = 109.5МэВ, ЛПЭ = 59 кэВ/мкм) в дозе 10 Гр и 
РИ (225 кВ) в дозах 20, 25  и 30 Гр саркомы мягких 
тканей у мышей скорость роста опухолей, облучен-
ных 10 Гр 12С и 30 Гр РИ, также была одинаковой. 
Появление опухолей после инокуляции облучен-
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Рис. 4. Зависимость количества мышей без опухолей 
от дозы 12C и РИ через 90 сут после инокуляции об-
лученных клеток.
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ных асцитных клеток ex vivo в высоких дозах 12C 
свидетельствует о высокой радиорезистентности, 
как мы предполагаем, ОСК. В исследовании [15] 
показано, что после облучения 12С опухоли подже-
лудочной железы в дозе 25 Гр рост опухоли не на-
блюдался, в дозе 15 Гр у 80% мышей возобновлялся 
рост опухолей, тогда как при облучении РИ в дозе 
60 Гр у 60% мышей опухоли росли. Авторы предпо-
лагают, что высокие дозы 12С могут по сравнению с 
РИ более эффективно повреждать ОСК, располо-
женные в гипоксических областях опухоли в стадии 
G0, за счет индукции нерепарируемых кластерных 
повреждений ДНК независимо от стадий клеточно-
го цикла и концентрации кислорода. Полученные 
нами результаты еще раз демонстрируют высокий 
туморогенный потенциал и радиорезистентность 
ОСК АКЭ, поскольку наблюдалась индукция опу-
холей у здоровых мышей после облучения опухоле-
вых клеток в сублетальных и летальных дозах, вели-
чины которых, определенные по клеточной гибели 
и колониеобразующей способности при облучении 
12С in vitro, находятся в интервале 4–6 Гр [16].

На основе данных динамики индукции опухо-
лей, были построены дозовые зависимости вероят-
ности развития опухолей через 90 сут после иноку-
ляции облученных клеток (рис. 4).

Доза, при которой у 50% мышей на 90 сут не 
будет опухолей, для 12C составила 19.1 Гр, а для 
РИ – 49.4 Гр, что позволило определить по этому 
показателю величину ОБЭ для 12C, равную 2.59. Это 
значение ОБЭ сопоставимо с полученным нами 
ранее по ЛД50/30 при облучении мышей этим же 
пучком ионов [12]. Наши данные также хорошо со-
гласуются с результатами по определению ОБЭ на 
трех сублиниях клеток рака предстательной железы 
крыс, облученных ионами углерода (Е = 290 МэВ, 
ЛПЭ = 75 кэВ/мкм) в дозах 17–37 Гр, где значение 
ОБЭ, определенное по 50%-ному появлению опу-
холей через 300 сут, составляло 1.62–2.30 [17]. При 
изучении радиочувствительности стволовых клеток 
глиомы ОБЭ для 12C варьировалась от 1.87 до 3.44 в 
зависимости от условий [18]. В работе [19] по выжи-
ваемости клеток двух линий мезотелиомы человека 
после облучения в дозе 6 Гр 12C ОБЭ составляло 2.82 
и 2.93, а доля ОСК-подобных клеток увеличивалась 
через 10 дней после РИ, но не изменялась при об-
лучении 12C.

Таким образом, было обнаружено, что после 
облучения суспензии клеток АКЭ ex vivo ионами 
углерода в дозе 30 Гр и 60 Гр РИ солидные опухо-
ли у мышей не появлялись в течение всего времени 
наблюдения. Показано, что динамика появления 
опухолей после облучения клеток АКЭ ex vivo 12С и 
РИ зависела от дозы. Величина латентного периода, 
как при облучении клеток 12С, так и РИ, увеличи-
валась с ростом дозы. Скорость роста опухолей по-

сле облучения клеток АКЭ ex vivo не зависела ни от 
дозы, ни от вида излучения, но значительно отли-
чалась от контроля. Величина ОБЭ, определенная 
по равноэффективной дозе вероятности индукции 
опухолей у 50% мышей в течение 90 сут, составила 
2.59, что свидетельствует о высокой противоопухо-
левой эффективности исследуемого пучка ионов 
углерода. 

Ранее нами при разработке биомедицинских 
моделей и способов повышения эффективности 
высокоэнергетических протонов было показано, 
что после облучения асцитных клеток высоки-
ми дозами в условиях ex vivo и in vivo динамика 
индукции и рост опухолей не зависят от условий 
облучения [11]. Облучение опухолевых клеток не 
только ex vivo с последующей инокуляцией жи-
вотным является удобным, результативным и 
экономичным подходом к изучению разных по 
радиочувствительности форм опухолей (асцитной 
и солидной), зависимости радиочувствительно-
сти от количества клеток, содержания кислорода 
в суспензии, но и позволяет быстрее проводить 
скрининг химических и физических способов 
модификации ионного излучения, использовать 
методы генной инженерии для повышения про-
тивоопухолевой эффективности, поскольку не 
требует транспортировки животных, сложного 
позиционирования при локальном облучении на 
ускорителях, упрощает контроль дозы и ее рав-
номерного распределения. Мы предполагаем, что 
поскольку регистрируемые в нашей работе пока-
затели опухолевого роста являются интегральным 
результатом гибели, задержки деления разных по 
радиочувствительности клеток опухоли, стимули-
рования дифференцировки и пролиферации ОСК 
в условиях влияния микроокружения опухоли и 
естественного противоопухолевого иммунитета 
организма, то предложенная экспериментальная 
модель может послужить полезным инструментом 
для исследования проблем радиорезистентности 
и рецидивирования опухолей и дальнейшего ис-
следования потенциала ионной терапии. 
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ANTI-TUMOR EFFECT OF HIGH DOSES OF CARBON IONS  
AND X-RAYS DURING IRRADIATION OF EHRLICH ASCITES  

CARCINOMA CELLS EX VIVO
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The effect of carbon ions (12C) with the energy of 400 MeV/nucleon on the dynamics of induction and growth 
rate of solid tumors in mice under irradiation of Ehrlich’s ascites carcinoma cells (EAC) ex vivo at doses of 
5–30 Gy relative to the action of equally effective doses of X-ray radiation was studied. The dynamics of tumor 
induction under the action of 12C and X-rays had a similar character and depended on the dose during 3 months 
of observation. The value of the latent period, both when irradiating cells with 12C and X-ray, increased with 
increasing dose, and the interval for tumor induction decreased. The rate of tumor growth after ex vivo irradiation 
of EAC cells was independent of either dose or type of radiation. The dose at which EAC tumors are not induced 
within 90 days was 30 Gy for carbon ions and 60 Gy for X-rays. The value of the relative biological effectiveness 
of carbon ions, calculated from an equally effective dose of 50% probability of tumors, was 2.59.

Keywords: Ehrlich ascites carcinoma, ex vivo, carbon ion, X-ray, RBE, mice.
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ВВЕДЕНИЕ
Многими экспериментальными и клинически-

ми наблюдениями доказано, что в норме поток 
крови в сердечно-сосудистой системе является за-
крученным в центральных отделах системы крово-
обращения – сердце и магистральных сосудах. Это 
обусловлено особенностями динамической геоме-
трической конфигурации проточного канала серд-
ца, динамикой сердечного сокращения и особыми 
упруго-деформационными свойствами сосудов, 
принимающих сердечный выброс [1, 2]. В ранее 
опубликованных работах [3–7] также было отмече-
но, что в левых отделах закрученная структура по-
тока крови поддерживается в течение всего сердеч-
ного цикла в каждом сегменте от левого предсердия 
до конца аорты.

Тем не менее физиологическая роль закру-
ченного течения в настоящее время остается не-
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Проведено исследование закрученных потоков в каналах, соответствующих статической аппроксима-
ции проточных каналов сердца и магистральных сосудов, имеющих продольно-радиальный профиль 
zR2 = const и вогнутую обтекаемую поверхностью в начале продольной координаты. Проведен сравни-
тельный анализ структуры течения в конфигурациях каналов zRN = const, где N = –1, 1, 2, 3 в отсут-
ствии и при наличии вогнутой поверхности. Численное моделирование сопоставляли с результатами 
гидродинамических экспериментов по расходным характеристикам и форме линий тока. Численную 
модель использовали для определения структуры скоростей, потерь на вязкое трение и сдвиговых на-
пряжений. Численное моделирование течений в стационарном режиме для каналов без вогнутой по-
верхности показало, что в канале zR2  =  const возникает устойчивая вихревая структура течения при 
наименьших потерях на вязкое трение. Наличие вогнутой поверхности достаточного размера суще-
ственно уменьшает потери на вязкое трение и сдвиговые напряжений в стационарном и пульсирую-
щем режимах. 
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выясненной. Помимо этого, интерес также пред-
ставляет влияние характера течения на состояние 
и функции клеточных и белковых компонентов 
крови и стенок проточных каналов, включая роль 
закрутки потока в регуляторных и компенсатор-
ных процессах.

Определение физиологической роли закручен-
ных течений в отделах сердца посредством прямых 
клинических исследований является сложной зада-
чей в связи с ограниченной доступностью и недо-
статочной точностью методов измерений. Целесо-
образным является изучение потоков посредством 
использования физических и численных моделей, 
при которых возможно проведение анализа вну-
тренней структуры формируемых течений. Тем 
не менее моделирование в условиях динамически 
изменяемой геометрии сопряжено с трудностями 
при физическом моделировании, так как неясны 
критерии подобия физической модели и реальной 
системы кровообращения. Принимая во внимание 
вышесказанное, моделирование требует наличия 
достоверной статической аппроксимации мгновен-
ной динамической конфигурации проточного ка-
нала сердца и сосудов.
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Существование закрученного характера течения 
экспериментально было доказано на основании 
анализа геометрической конфигурации полостей 
левого предсердия, левого желудочка и аорты по 
данным компьютерной томографии. По результа-
там экспериментальных исследований показано, 
что каждая из этих полостей в момент перемещения 
струи с достаточной точностью может быть аппрок-
симирована посредством двух поверхностей, соот-
ветствующих каналу сердечного отдела и вогнутой 
поверхности, вдоль которой кровь поступает в со-
ответствующую полость.

На основании ранее опубликованных решений 
уравнений Навье – Стокса и неразрывности [8] для 
аппроксимации канала использована поверхность, 
продольно-радиальный профиль которой соответ-
ствует выражению

zr2 = const,
где z и r – продольная и радиальная координаты.
Помимо этого известно, что при обтекании 

поверхности с нанесенным рельефом в виде углу-
блений  –  лунок в них формируются встроенные 
закрученные струи, по структуре соответству-
ющие вихрям Бюргерса [9]. По аналогии с этим 
явлением можно предположить, что в основании 
закрученной струи, формируемой в камерах серд-
ца, присутствует вогнутая поверхность, подобная 

лунке. Так, для левого предсердия эта поверхность 
соответствует куполу левого предсердия, а для ле-
вого желудочка эта поверхность соответствует 
свободной стенке. Форма этой вогнутой поверх-
ности была определена аналитически [10], однако 
она может быть с определенными допущениями 
аппроксимирована половиной двуполостного ги-
перболоида.

Целью настоящей работы является анализ 
структуры течений, формируемых в статической 
геометрии, с применением рассмотренных ап-
проксимаций для выявления положительных эф-
фектов, сопутствующих наличию закрученного 
течения и оказывающих влияние на состояние 
потока в центральных отделах системы кровоо-
бращения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Как было ранее сказано, прямые исследова-

ния потока крови в сердечно-сосудистой систе-
ме представляют значительные трудности из-за 
сложности системы, множества взаимосвязан-
ных параметров и механизмов их регуляции. 
Поэтому выбранным подходом к исследованию 
явилось изучение закрученных течений в конфу-
зорных каналах различной геометрической кон-
фигурации с помощью физического и численно-
го моделирования.

Рис. 1. Геометрическая аппроксимация формы левого предсердия (а) и левого желудочка (б) посредством канала 
статической формы с продольно-радиальным профилем zR2 = const с вогнутой поверхностью.
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Несмотря на то что исследование закрученных 
течений с применением численного моделиро-
вания является достаточно распространенным 
[11–15], его использование требует корректного 
выбора типа численной модели, который, в свою 
очередь, зависит от нюансов геометрии, свойств 
среды и характерных скоростей течения. Помимо 
этого, корректность выбора типа модели требует 
обязательной валидации результатов численного 
моделирования с результатами физического экс-
перимента.

На основании экспериментальных исследова-
ний проточных каналов сердца и исследований ди-
намических объемных изображений, полученных 
с помощью томографии, аппроксимация формы 
канала поверхностью с профилем zR2  =  const ока-
залась наиболее близкой к действительной. Поэто-
му при физическом моделировании закрученного 
потока жидкости было проведено сравнение дан-
ной формы канала с каналами, соответствующими 
профилям zRN = const, где N = –1; 1 и 3. Помимо 
исследования формы профиля канала также про-

Рис. 2. Схема экспериментальной установки (а) и геометрическая конфигурация численной модели (б, в): 
а) Ht – высота столба воды в резервуаре с водой, He – высота канала, D – диаметр отсекателя, d – диаметр выход-
ного отверстия канала; б) Pin – задаваемое статическое давление на входе в канал; (в) α – угол скорости жидкости 
по отношению к нормали поверхности истока. Физическое моделирование для различных геометрических конфи-
гураций канала проводили в воде, перепад давления в канале создавали с помощью столба воды в резервуаре, за-
крутку жидкости организовывали посредством вращающейся лопасти. Регистрацию расхода проводили на выходе 
экспериментального канала, линии тока визуализировали посредством введения красителя в канал с применением 
двух игл: измерительной и контрольной. На рис. 2 б, в показано, что численное моделирование проводили в услови-
ях, идентичных экспериментальным. Граничное условие статического давления на входе в канал изменяли в зави-
симости от требований моделирования. Создание азимутальной составляющей скорости жидкости осуществляли 
посредством параметризации угла α между вектором скорости на входе канала к нормали входной поверхности.
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водилось исследование влияния формы и размеров 
обтекаемой вогнутой поверхности в начале закру-
ченной струи на характер течения при физическом 
и численном моделировании (рис. 1)

1. Экспериментальная установка. Схематическое 
изображение установки для физического модели-
рования течения приведено на рис. 2а. Она состо-
ит из подающего и принимающего резервуаров, 
между которыми установлен экспериментальный 
канал высотой 120 мм, ограниченный от основного 
объема жидкости в подающем резервуаре отсекате-
лем, имеющим плоскую или вогнутую поверхность. 
Зазор между устьем канала и отсекателем составлял 
8 мм (рис. 2в).

В качестве рабочей среды системы использовали 
воду. Голубыми стрелками отражены направления 
потока жидкости. Модели каналов были изготовле-
ны из акрилового стекла, позволяющего произво-
дить видеорегистрацию формы линий тока внутри 
канала.

Для этого в область щели между краем отсекателя 
и началом канала на заданной высоте (от 1 до 7 мм) 
устанавливали 2 иглы с малым диаметром выходно-
го отверстия (~1 мм), через которые подавали кра-
ситель с плотностью, равной плотности воды. Одну 
иглу (контрольная) устанавливали на одной и той 
же высоте (4 мм), положение второй иглы (измери-
тельной) изменяли от 1 до 7 мм. Скорость истечения 
красителя подбирали так, чтобы избежать размыва-
ния. Регистрацию линий тока производили посред-
ством камеры, расположенной над отсекателем.

Закрученное течение в пространстве исследуе-
мой системы создавали посредством вращения ло-
пасти большой площади в пространстве резервуара. 
Скорость вращения лопасти выбирали таким обра-
зом, чтобы угол суммарного вектора скорости по 
отношению к поверхности щели составлял ~30° (по 
данным визуализации). 

В эксперименте исследовали следующие вари-
анты каналов:

1) конический канал с острой кромкой и углом 
конуса 30°;

2) три конфузорных канала, соответствующих 
условиям zRN = const, где показатель степени N был 
равен 1; 2 и 3 соответственно;

3) два варианта обтекаемой поверхности отсека-
теля: плоская и вогнутая.

Используемые методы регистрации (видеореги-
страция линий тока, регистрация расхода) не по-
зволяют оценить пространственные распределения 
большого количества интересующих параметров, 
таких как сдвиговые напряжения, поле скоростей 
и давлений, потери на вязкое трение. Для опреде-
ления данных параметров была использована чис-
ленная модель.

2.  Численная модель. Для моделирования ста-
тических и динамических течений в программе 
Comsol Multiphysics была разработана численная 
модель, схематическое изображение которой при-
ведено на рис. 2б, в.

Согласно приведенному изображению, геоме-
трия канала в аксиально-симметричной системе 
координат состояла из боковой криволинейной по-
верхности с высотой, равной 12 см, и описываемой 
выражением

( ) ( ) ( )0N

K N
Z R z N

R
= −

где N – показатель степени; K(N) и Z0(N) – кон-
станты системы, зависящие от показателя степе 
ни, нижней и верхней частей системы с диаметрами 

Рис. 3. Зависимость расходных характеристик от 
высоты столба жидкости в резервуаре для каналов 
различной формы: Cone – зависимость расхода для 
канала конической формы. N = 1, 2, 3 – зависимость 
расхода для каналов zRN = const с указанным пока-
зателем степени. Видно, что расходные характери-
стики для каналов zRN = const имеют малое отличие. 
Расходные характеристики канала конической фор-
мы ниже на 4%.

Таблица 1. Значения чисел Рейнольдса для различных гео-
метрий экспериментальных систем

Форма 
экспериментальной 

системы

Значение  
в зоне края 
отсекателя 

(щели)

Значение  
на выходе

Конус 1226 24.8 ∙ 103

zR=const
1327 ± 36 (26.5 ± 0.2) ∙ 103zR2=const

zR3=const
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Рис. 4. Фотографии линий тока в отсутствие (а) и при наличии (б) закрутки для канала zR2 = const. Видно, что в 
отсутствии азимутальной составляющей скорости течения форма линии тока жидкости повторяет форму канала, в 
то время как при ее наличии форма имеет вид сходящейся спирали.

Рис. 5. Экспериментальная зависимость количества витков линии от высоты подъема измерительной иглы в щели ка-
нала (а) и фотографии линий тока при положении камеры над каналом (б-г): Контрольная игла расположена справа, 
измерительная игла – слева; струя красителя сверху визуализирует границу канала. Из рис. 5 видно, что количество 
витков спиральной линии тока нарастает при увеличении высоты подъема измерительной иглы. По рис. 5г видно, что 
визуальное отслеживание количества витков в крайнем положении измерительной иглы затруднено.
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1 и 12 см соответственно, входной щели, высота ко-
торой составляет 8 мм.

Для проведения численного моделирования в 
программе Comsol Multiphysics с целях определе-
ния пространственного распределения параметров 
(давлений, скоростей, завихренностей, сдвиговых 
напряжений) использовали модуль “Вычислитель-
ная гидродинамика” (CFD: SPF) с использованием 
модели турбулентности k-ω [16–17].

Граничные условия включали стационарные 
давления на входе и выходе в канал (рис. 2, б), а так-
же условие проскальзывания жидкости вблизи по-
верхности стенок. Для задания граничных условий 
использовали стандартные средства программы 
Comsol Multiphysics для случая модели k-ω.

В качестве граничного условия течения жидко-
сти вблизи поверхности стенок канала использова-
лось граничное условие Automatic Wall Treatment, 
являющегося выбором по умолчанию при использо-
вании модели k-ω в программе Comsol Multiphysics. 
Данное граничное условие является гибким спосо-
бом описания течения вблизи поверхности стенки 
при различном качестве детализации конечно-эле-
ментной сетки. В случае наличия детальной сетки 
граничное условие Automatic Wall Treatment позво-
ляет получить точное описание течения с малым 
числом Рейнольдса вблизи поверхности, в то время 
как при более грубых дискретизациях для числен-
ного решения используется комбинация линейного 
и логарифмического подслоев.

Для визуализации линий тока в программе 
Comsol Multiphysics для рассматриваемой геоме-
трии применяли модуль “Particle Tracing For Fluid 
Flow” (FTP). Расчет линий тока проводили в два 
этапа:

1) на первом этапе производили расчет полей 
давления и скоростей в стационарном режиме;

2) на втором этапе расчета, используя данные 
стационарного распределения параметров, произ-
водили динамический расчет траекторий движения 

частиц с применением FTP. Линии тока течения 
определяли как совокупность точек траекторий 
движения частиц, от щели вдоль канала (рис.  2в). 
Учет вязких взаимодействий в потоке производили 
в соответствии с законом Стокса.

Для валидации численной модели использовали 
форму и длину линии тока в физическом и числен-
ном экспериментах совместно с расходными харак-
теристиками потока через исследованные каналы.

РЕЗУЛЬТАТЫ ФИЗИЧЕСКОГО  
МОДЕЛИРОВАНИЯ

Для определения преимуществ закрученных те-
чений физическое моделирование проводили для 
всех комбинаций перечисленных параметров:

– отсутствие/наличие закрутки в накопитель-
ном резервуаре;

– высота жидкости в резервуаре;
– геометрия экспериментального конфузора.
Несмотря на различия в геометрии каналов, экс-

периментальные условия на входе и выходе были 
одинаковы (табл. 1).

Расходные характеристики потока определяли 
по времени истечения равного объема жидкости 
под действие силы тяжести в режиме свободной 
струи, т.е. сток воды происходил в воздушную сре-
ду. Для регистрации формы линий тока к выходной 
части канала подсоединяли резервуар, заполнен-
ный водой, меняя режим истечения со свободной 
струи на затопленную струю. 

По результатам регистрации расходных харак-
теристик было получено, что факт наличия азиму-
тальной составляющей скорости жидкости не вли-
яет на время истечения равного объема жидкости 
для всех исследованных каналов. Скорость истече-
ния равного объема жидкости через каналы формы 
zRN = const достоверно выше на 4%, чем аналогич-
ная скорость в канале с формой конуса на всем ди-
апазоне давлений (рис. 3).

Для каждого из экспериментов регистрировали 
форму линий тока при различных высотах располо-
жения игл с контрастом.

Визуализация линий тока течения жидкости в 
отсутствие закрутки показала, что жидкость дви-
жется по кратчайшему пути в сторону выходного 
отверстия канала (рис. 4а), а при наличии закрутки 
линии тока во всех каналах (включая конический) 
представляют собой осесимметричную сходящуюся 
спираль (см. рис. 4б), т.е. траектория движения каж-
дого элемента жидкости существенно удлиняется.

По результатам экспериментальных исследова-
ний получено, что количество витков спиральной 

Таблица 2. Расходные характеристики при физическом  
и численном моделировании

Форма 
экспериментальной 

системы

Расход, л/с

Численная 
модель

Физическая 
модель

Конус 0.207 0.204
zR=const 0.215 0.214
zR2=const 0.215 0.214
zR3=const 0.212 0.212
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линии тока зависит от высоты подъема измеритель-
ной иглы (рис. 5), но не зависит ни от показателя 
степени функции zRN = const, ни от наличия вогну-
той поверхности.

Из представленных результатов физического мо-
делирования не представляется возможным опре-
делить положительные эффекты, возникающих 
вследствие наличия закрученного течения, как и 
проведение детального анализа структуры течения. 
Для более детального анализа особенностей тече-
ния жидкости в рассматриваемых каналах были ис-
пользованы методы численного моделирования.

Как ранее было указано, моделирование закру-
ченных потоков требует обязательной валидации 
с результатами физического эксперимента, поэто-
му важно сформулировать однозначные признаки 
подобия модельного течения и реального потока. 
В качестве таких признаков в нашем исследовании 

были выбраны длина и количество витков спираль-
ной линии тока закрученного течения, а также рас-
ходные характеристики для каналов различной гео-
метрической конфигурации.

В результате численного моделирования пред-
полагалось выявить характерные отличия течений 
в каналах формы zRN = const с разным показателем 
степени (N = 1; 2; 3), а также выявить влияния во-
гнутой поверхности на характер течения и его ха-
рактеристики.

ВАЛИДАЦИЯ ЧИСЛЕННОЙ МОДЕЛИ
Для валидации численной модели было произ-

ведено сравнение расходных характеристик, полу-
ченных в ходе численного и физического экспери-
ментов, и определены формы линий токов.

Для валидации численной модели по параме-
тру расходных характеристик численная модель 

Рис. 6. Расходные характеристики при численном и физическом моделировании для разных форм канала (а), струк-
тура скоростей течения для каналов конической формы (б) и формы zR2 = const (в): Cone – зависимость расхода 
для канала конической формы. N = 1, 2, 3 – зависимость расхода для каналов zRN = const с указанным показателем 
степени. Видно, что расходные характеристики имеют хорошее совпадение. По рис. 6б, в видно, что уменьшение 
расхода для каналов zRN  =  const связано с высоким гидродинамическим сопротивлением в зоне максимального 
сужения канала.
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должна быть эквивалентна физической. Так как 
в физическом эксперименте регистрацию рас-
хода производили в режиме свободной струи, то 
численное моделирование необходимо проводить 
с учетом ее наличия, что, в свою очередь, ставит 
задачу моделирования течения двух типов сред. 
Тем не менее моделирование такого рода тече-
ний является избыточно ресурсоемким для целей 
определения расходных характеристик в насто-
ящей задаче. В связи с этим численное модели-
рование проводилось для режима затопленной 
струи (рис. 5б, в), так как наличие воздуха в иссле-
дуемой геометрической конфигурации каналов не 
должно влиять на расходные характеристики при 
наличии вращающегося потока. Моделирование 
проводили при статическом давлении на входе в 
систему, равном 4.4 кПа (45  см  водного  столба), 
при угле α = 30° для всех геометрических конфи-
гураций каналов.

Расчетные результаты и результаты, зарегистри-
рованные в физическом эксперименте, приведены 
в табл.  2. Согласно представленным результатам 
численное моделирование при описанных допу-
щениях с достаточной точностью воспроизводит 
зарегистрированное различие между коническим 
каналом и каналами zRN  =  const, составляющее в 
среднем 4.5%. Отличие между каналами zRN = const 
составляет менее 1.3%, что входит в диапазон по-
грешностей измерений физического эксперимента, 
хотя качественно это различие видно из графика на 
рис. 3.

Полученное совпадение расходных характери-
стик в численном и физическом моделировании 
свидетельствует о корректном воспроизведении в 
модели характера течения в рассматриваемых гео-
метрических конфигурациях каналов.

Результаты также показывают разницу в фор-
ме структуры течения в каналах различной формы 
(рис. 6б, в). Во всех каналах скорость увеличивается 
с уменьшением радиуса. В случае конуса измене-
ние площади сечения канала с убыванием высоты 
пропорционально квадрату продольной коорди-
наты z, а в случаях каналов с формой zRN = const, 
уменьшение сечения происходит в соответствие с 
показателями степени N от –2 до –2/3. Это приво-
дит к более быстрому возрастанию скорости вдоль 
каналов данной формы по сравнению с кониче-
ским каналом даже без учета закрученного харак-
тера потока.

Расходные характеристики являются инте-
гральным параметром оценки течения, не отра-
жающим его внутреннюю структуру. Поэтому 
вторым критерием для валидации численной мо-
дели являлось совпадение количество витков спи-
рали линий тока, полученных в физическом экс-
перименте и при численном моделировании при 
равенстве давлений.

Результаты, полученные посредством расчета и 
зарегистрированные в ходе эксперимента, имеют 
удовлетворительное совпадение (рис.  7). Количе-
ство витков спиральной линии тока совпадает при 
положении измерительной иглы щели на высоте от 
2 до 6 мм, что соответствует различному положе-
нию линии тока по радиусу струи. В крайних поло-
жениях (1 и 7 мм) отличие расчетных и эксперимен-
тальных результатов объясняется близостью стенок 
канала и сложностью визуальной интерпретации 
экспериментальных данных.

Таким образом, качественное совпадение фор-
мы линий тока и расходных характеристик в ре-
зультате физического и численного моделирования 

Рис. 7. Зависимости числа витков линии тока от высоты подъема иглы при физическом и численном эксперимен-
тах (а), трехмерная визуализация численно определенных линий тока для высот 3, 5 и 7мм (б). Видно, что коли-
чество витков спиральных линий тока при численном и физическом моделировании имеют удовлетворительное 
совпадение.
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позволяет использовать модель для анализа струк-
турных параметров течения, которые сложно изме-
рить в эксперименте.

РЕЗУЛЬТАТЫ ЧИСЛЕННОГО МОДЕЛИРОВАНИЯ
1.  Влияние геометрической формы канала на 

структуру азимутальной составляющей скорости 
и интегральные потери на вязкое трение. Для опре-
деления различий структуры течений для каналов 
zRN = const с разным показателем степени N, моде-
лирование проводили в стационарном режиме при 
статическом давлении на входе 5.8 кПа (60 см водя-
ного столба).

Известно, что структура закрученного течения 
наиболее полно характеризуется распределением 
азимутальной составляющей скорости uφ(r, z). В 
развитом вихревом потоке эта составляющая на 

всей длине струи имеет локальный максимум при 
определенном значении радиуса [18].

Распределение данной составляющей для раз-
ных геометрических конфигураций каналов опре-
деляли при трех значениях продольной координаты 
(0, –3 и –6 см).

Численное определения структуры uφ(r) при 
N  =  1 показало, что вихревая структура течения 
формируется только в начале струи, так как форма 
канала позволяет течению развиваться в аксиаль-
ном направлении. Это выражается в отсутствии ло-
кальных максимумов uφ(r) при высотах –3 и –6 см 
и в преобладании аксиальной составляющей ско-
рости, что качественно уравнивает закрученное и 
незакрученное течения в этом канале 

В каналах N = 2; 3 структура uφ(r) обладает вы-
раженным локальным максимумом на всем про-

Рис. 8. Линии среза в аксиальной проекции численной модели (а), распределение азимутальной скорости в ради-
альной проекции для каналов zRN = const при N = 1; 2 и 3 (б, в, г): Синяя линия – срез на нулевой высоте канала, 
зеленая кривая – срез на высоте –3 см, зеленая кривая – срез на высоте –6 см. Видно, что устойчивая вихревая 
структура формируется только в zR2 = const.
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тяжении струи. Для канала N  =  3 максимум uφ(r) 
уменьшается вдоль струи, что говорит о диссипа-
ции азимутальной составляющей скорости. Только 
при N = 2 вихревая структура струи поддерживается 
без изменений на всем протяжении канала (рис. 8).

Для всех трех каналов были вычислены значе-
ния объемного интеграла потерь на вязкое трение, 
определяемого как

где τ – тензор вязких напряжений, Jv – матрица 
Якоби вектора скорости течения жидкости.

Показано, что наименьшие потери возникают 
в канале N  =  2. Значение потерь в канале данной 
формы на 82% ниже, чем в канале N = 1, а также и 
на 15% ниже, чем в канале N = 3 (рис. 9).

Полученная разница может быть объяснена тем, 
что в канале N = 1 потери на вязкое трение увеличи-
ваются из-за большего объема и большей площади 
обтекания жидкостью стенок при отсутствии раз-
витой вихревой структуры.

В канале N  =  3 вихревое течение в большей 
степени контактирует с стенками канала, что 
приводит к торможению азимутальной составля-

ющей скорости и вырождению вихревой струк-
туры.

Принимая во внимание распределение азиму-
тальных скоростей и потерь на вязкое трение, мож-
но сделать вывод о том, что только в канале с N = 2 
возникает и поддерживается развитое вихревое 
течение. Формируемый в данной геометрической 
конфигурации вихрь позволяет струе распростра-
ниться по всей длине канала, испытывая при этом 
минимальный контакт с его стенками.

Распределение вязкостных сил вдоль обтека-
емой поверхности каналов и интеграл вязкост-
ных сил вдоль поверхности каналов приведены на 
рис.  10. Из представленных изображений видно, 
что канал, соответствующий N  =  2, обеспечивает 
минимум значений потерь на вязкое трение вдоль 
границ канала, что совпадает с данными распреде-
ления потерь на вязкое трение в объеме канала.

Из распределения вязкостных сил вдоль по-
верхности каналов следует, что в случае показа-
теля степени N = 1 жидкость испытывает макси-
мальное взаимодействие со стенками в области 
суждения около выходного отверстия. Схожие 
результаты были получены в работе для случая 
конического канала при моделировании зато-

Рис. 9. Интегральные потери на вязкое трение для каналов zRN = const разного порядка степени (а), распределение 
потерь на вязкое трение в каналах при N = 1; 2 и 3 (б, в, г) Видно, что в канале с показателем степени N = 1 вихревая 
структура не формируется. В каналах с показателем степени N = 2, 3 течение носит вихревой характер, при этом в 
канале N = 2 значения потерь в области формирования вихря ниже, чем в случае N = 3.
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пленной струи. Это свидетельствует об отсутствии 
формирования вихревой структуры течения из-за 
преобладания продольной составляющей скоро-
сти на всем протяжении длины канала. В случае 
показателя степени N = 3 вихревое течение фор-
мируется, но контактирует со стенками канала в 
области максимальной кривизны в верхней части 
системы, что приводит к диссипации вихря, как 
это видно из рис. 10г.

2. Влияние вогнутой поверхности на распределение 
потерь на вязкое трение. Как было сказано ранее, 
механизм формирования закрученной струи пред-
полагает наличие вогнутой поверхности в месте за-
рождения вихря. Поэтому возник вопрос о влиянии 
формы и размера данной поверхности в основании 
струи на структуру азимутальной скорости и инте-
гральные потери на вязкое трение.

В связи с тем, что потери на вязкое трение явля-
ются минимальными для геометрической конфигу-
рации канала с показателем степени N = 2, числен-
ное моделирование по анализу влияния вогнутой 
поверхности проводили только для этого канала. 
Пример канала с куполом приведен на рис. 11.

Форму вогнутой поверхности задавали посред-
ством выражения в аксиально-симметричной си-
стеме координат:

( ) 2,z a k h r h= − + ,

где k  –  отношение габаритного радиального 
размера вогнутой поверхности к входному радиусу 
канала; h – габаритная высота вогнутой поверхно-
сти. Коэффициент полинома определяли в соответ-
ствии с габаритным размерами.

Рис. 10. Интеграл вязкостных сил вдоль обтекаемой поверхности каналов zRN = const с показателем степени от 1 до 
3 (а), распределения вязкостных сил вдоль обтекаемых поверхностей каналов (б–г). Видно, что в канале с показате-
лем степени N = 2 отсутствует явно выраженная область локального максимума вязкостных сил вдоль поверхности 
канала, а интеграл вязкостных сил минимален из всех рассмотренных случаев.
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Из приведенных результатов (рис. 12) видно, что 
при добавлении вогнутой поверхности структура 
азимутальной скорости меняется. В случае малых 
размеров поверхности (3 и 5 мм) область вихрево-
го движения расширяется в начале струи, при этом 
снижается величина азимутальной скорости вдоль 
струи. Это происходит вследствие контакта со стен-
ками канала в начале струи, что приводит к разру-
шению вихревой структуры течения.

При увеличении размеров вогнутой поверхно-
сти течение сохраняет вихревой характер на всей 
протяженности струи, а область вихревого течения 
сильнее расширяется в ее основании. При этом по-
тери на вязкое трение имеют меньшие значения в 
области зарождения струи, а область максимально-
го контакта вихревого течения со стенками смеща-
ется в нижнюю часть канала.

С увеличением размера габаритных разме-
ров вогнутой поверхности возникает тенденция к 
снижению интегральных потерь на вязкое трение 
(рис. 13). 

Это связано с уменьшением значений локаль-
ных потерь на вязкое трение в области формирова-
ния вихревого течения и ослаблением взаимодей-
ствия закрученной струи со стенками канала.

Таким образом, увеличение размеров поверх-
ности в верхней части канала с показателем степе-
ни N = 2 способствует уменьшению интегральных 
потерь на вязкое трение. При стационарных усло-
виях наименьшие потери на вязкое трение дости-
гаются в канале с вогнутой поверхностью высотой 
12 мм и отношением радиальных размеров, равных 
0.95. Тем не менее, стационарные распределения в 
канале не могут в полной мере являться аналоги-
ей потока крови в системе кровообращения, т.к. в 
сердечно-сосудистой системе поток является пуль-

сирующим и обладает значительными перепадами 
давлений. Основной характеристикой течения в 
таких условиях является распределение сдвиговых 
напряжений в ядре потока и на его границах. Для 
определения структуры сдвиговых напряжений за-
дача численного моделирования должна быть ре-
шена в динамическом режиме.

3. Анализ сдвиговых напряжений в динамическом 
режиме. Динамическое моделирование потока 
состояло в симуляции физиологических перепа-
дов давления на входе в канал аналогично пере-
падам давления в левом желудочке сердца. В дан-
ном случае для этого использовалась функция 
Pin(t), имитирующая систолу сердечного цикла 
(рис. 14).

Определение структуры сдвиговых напряжений 
в объеме канала производили согласно выражению

где μ(x, y, z, t)  –  распределение динамической 
вязкости жидкости в системе; γ(x, y, z, t) – скорость 
сдвиговых деформаций.

В динамическом режиме сравнивали два геоме-
трических варианта канала zR2 = const: при наличии 
вогнутой поверхности с высотой 12 мм и в случае ее 
отсутствия.

Было получено, что наличие поверхности в ос-
новании канала в динамическом режиме снижа-
ет максимальное сдвиговое напряжение в потоке 
вдвое (рис. 15, 16). Из представленной структуры 
модельного течения видно, что областью макси-
мальных сдвиговых напряжений в канале являет-
ся стенка в области сужения. В случае отсутствия 
поверхности повышенные сдвиговые напряже-
ния также локализуются в области формирова-
ния струи, что является следствием более высо-
ких значений азимутальной скорости в этой зоне. 
Очевидно, что уровень сдвиговых напряжений в 
канале при наличии вогнутой поверхности значи-
тельно снижен.

Для более детального анализа влияния сдви-
говых напряжений было проведено определение 
структуры временного интеграла сдвиговых напря-
жений на протяжение сердечного цикла, которое 
определяется по формуле

.

Получено, что в отсутствие поверхности  
жидкость в пространстве канала испытывает более 
высокие воздействия со стороны сдвиговых напря-
жений (двукратное отличие) (рис. 17) на всем тече-
нии струи. В случае наличия поверхности основ-
ными местами локализации действия сдвиговых 

Рис. 11. Пример геометрической конфигурация 
канала с показателем степени N = 2 с вогнутой по-
верхностью при параметрах габаритной высоты по-
верхности h = 5мм и отношении габаритного ради-
ального размера вогнутой поверхности к входному 
радиусу канала k = 0,5.
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Рис. 12. Распределение потерь на вязкое трение (а) и структура азимутальных скоростей (б) при различных разме-
рах вогнутой поверхности. Видно, что с увеличением добавочного объема, создаваемого вогнутой поверхностью, 
течение становится вихревым с расширением области формирования вихря, что способствует снижению потерь в 
этой зоне.
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напряжений являются только пристеночные обла-
сти в зоне сужения канала.

Таким образом, наличие вогнутой поверх-
ности достаточного объема в канале с продоль-
но-радиальным профилем zR2 = const позволяет 
снизить как максимальные значения сдвиговых 
напряжений, так и действие сдвиговых напряже-
ний в пространстве канала при имитации сердеч-
ного цикла.

Рис. 13. Удельные потери на вязкое трение при раз-
личных габаритных размерах вогнутой поверхности: 
k  –  отношение габаритного радиуса вогнутой по-
верхности к максимальному радиусу канала, h – га-
баритная высота вогнутой поверхности. Видно, что 
с увеличением добавочного объема, создаваемого 
вогнутой поверхность, интегральные потери на вяз-
кое трение уменьшаются. При максимальном объе-
ме потери на вязкое трение становятся ниже, чем в 
случае отсутствия вогнутой поверхности.

Рис. 14. Расчетная осциллограмма импульса стати-
ческого давления на входе в канал при динамиче-
ском моделировании, имитирующая систолу сердеч-
ного цикла.

Рис. 15. Значения максимальных сдвиговых напря-
жений, возникающих в канале второго порядка в 
зависимости от времени при наличии и в отсут-
ствии вогнутой поверхности максимального объ-
ема: cплошная линия  –  максимальные сдвиговые 
напряжения в канале без вогнутой поверхности, 
прерывистая линия – максимальные сдвиговые на-
пряжения в канале при ее наличии. Красными лини-
ями отмечены моменты времени для представления 
структуры сдвиговых напряжений. Видно, что нали-
чие вогнутой поверхности максимального объема 
способствует двукратному снижению максимальных 
сдвиговых напряжений в канале.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Уже на протяжении почти 100 лет известно, 

что поток крови в сердце и магистральных сосудах 
имеет закрученный характер, что обусловлено ди-
намическими характеристиками анатомии сердца 
и сосудов. Однако этот факт известен лишь на фе-
номенологическом уровне. При этом очевидно, что 
механизм движения крови должен обеспечивать 
высокие расходные характеристики потока при ми-
нимизации потерь на вязкое трение и отсутствии 
локальных нарушений структуры потока в виде за-
стойных или отрывных явлений.

Ранее было опубликовано, что динамическая 
пространственная геометрия проточных каналов 
сердца и аорты в норме может быть аппроксимиро-
вана посредством двух поверхностей, соответству-
ющих каналу c продольно-радиальным профилем 
zR2 = const и вогнутой поверхности, вдоль которой 
кровь поступает в соответствующую полость. В ра-
боте проводили экспериментальное и модельное 
сравнение течения в канале, форма которого соот-
ветствует zR2 = const, и в нескольких каналах, близ-
ких к нему по форме, отличающихся показателем 
степени.

Физический эксперимент при имеющихся из-
мерительных средствах не позволил выявить явных 
различий между исследуемыми каналами, однако 
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позволил осуществить валидацию численной моде-
ли посредством совпадения расходных характери-
стик и форм линий тока при равных условиях.

Численное моделирование, в свою очередь, по-
казало, что канал, обеспечивающий минимум ин-
тегральных потерь на вязкое трение, соответству-
ет продольно-радиальному профилю zR2  =  const, 
а течение, формируемое в канале данной формы, 
носит вихревой характер. Это подтверждено при 
симуляции пульсирующего закрученного течения в 
диапазоне давлений, действующих в сердце и аорте. 
При этом показано, что наличие вогнутой поверх-
ности, обеспечивающей достаточный дополни-
тельный объем, обеспечивает как преимущества в 
отношении минимизации потерь на вязкое трение, 
так и снижение интегральных сдвиговых напряже-
ний при более равномерном распределении поля 
сдвиговых напряжений в канале.

Снижение сдвиговых напряжений обеспечивает 
условия для стабильного состояния биологически 
активных элементов крови и стенок проточного 
канала. Уровень сдвиговых напряжений, действую-
щих в потоке этого типа существенно ниже величин, 
при которых происходят активация и повреждение 
форменных элементов крови и эндотелия [19, 20], 
что создает достаточный компенсаторный резерв, 
необходимый при развитии патологических со-
стояний. Однако при возникновении серьезных 
нарушений динамической геометрии проточного 
канала (напр., стеноз или недостаточность клапа-
нов сердца, установка протеза клапана, нарушение 
локальной сократимости сердечной стенки, нару-
шения ритма, изменение упруго-деформационных 
свойств стенки проточного канала сердца и аорты 
и т.д.) сдвиговые напряжения могут достигать вы-
соких значений и усугублять состояние кровообра-
щения.

Рис. 16. Значения максимальных сдвиговых напряжений, возникающих в канале второго порядка в зависимости от 
времени при наличии и в отсутствие вогнутой поверхности максимального объема: сплошная линия – максималь-
ные сдвиговые напряжения в канале без вогнутой поверхности, прерывистая линия – максимальные сдвиговые на-
пряжения в канале при ее наличии. Красными линиями отмечены моменты времени для представления структуры 
сдвиговых напряжений. Видно, что наличие вогнутой поверхности максимального объема способствует двукратно-
му снижению максимальных сдвиговых напряжений в канале.
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Следует упомянуть, что полученные величины 
потерь являются малой величиной в сравнении с 
общей мощностью массопереноса жидкости. В на-
стоящей работе величина потерь на вязкое трение 
использовалась только для сравнительного ана-
лиза. Тем не менее в аппроксимируемой динами-
ческой геометрии сердечно-сосудистой системы 
потери на вязкое трение могут быть существенно 
выше, так как действительная физиологическая 
система функционирует в значительно более широ-
ком диапазоне давлений. Сохранение преимуществ 
вихревого характера при более высоких давлениях 
совместно с учетом динамического характера тече-
ния является целью дальнейшей работы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании гидродинамических эксперимен-

тов и численного моделирования закрученного пото-
ка в каналах простой геометрической формы, соот-
ветствующей функциям, аппроксимирующим форму 

Рис. 17. Максимальные значения временных интегралов сдвиговых напряжений в каналах при наличии и при от-
сутствии вогнутой поверхности (а), структура интеграла действия сдвиговых напряжений в этих каналах (б, в). Вид-
но, что наличие вогнутой поверхности позволяет снизить воздействие сдвиговых напряжений в два раза в присте-
ночной зоне, а также кратно снижает их действие в области формирования вихревого движения.

анатомических проточных каналов сердца и аорты, 
показано, что развитая вихревая структура потока 
поддерживается только в каналах, вдоль которых вы-
полняется соотношение zR2=const. Если такой канал 
дополнен вогнутой обтекаемой поверхностью в осно-
вании (при z, близком к 0), при закрученном режиме 
течения среды достигается минимум интегральных 
вязких потерь, а в динамическом режиме – двукрат-
ное снижение пиковых и интегральных сдвиговых 
напряжений. Это говорит о том, что закрученная 
структура потока существенно увеличивает диапазон 
объемной скорости крови, при которой выполняют-
ся условия физиологической стабильности биологи-
чески активных клеточных и белковых компонентов 
крови и эндотелиальной выстилки каналов.
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EXPERIMENTAL AND MODEL STUDY OF SWIRLING FLUID FLOW  
IN A CONVERGING CHANNEL AS A SIMULATION OF BLOOD FLOW  

IN THE HEART AND AORTA
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The study of swirling flows in channels corresponding to the static approximation of flow channels of the 
heart and major vessels with a longitudinal-radial profile zR2 = const and a concave streamlined surface at the 
beginning of the longitudinal coordinate has been carried out. A comparative analysis of the flow structure in 
channel configurations zRN = const, where N = –1; 1; 2; 3, in the absence and presence of a concave surface 
was carried out. The numerical modelling was compared with the results of hydrodynamic experiments on the 
flow characteristics and the shape of the flow lines. The numerical model was used to determine the velocity 
structure, viscous friction losses and shear stresses. Numerical modelling of steady-state flows for channels 
without a concave surface showed that in the channel zR2 = const there is a stable vortex flow structure with the 
lowest viscous friction losses. The presence of a concave surface of sufficient size significantly reduces viscous 
friction losses and shear stresses in both steady state and pulsed modes.

Keywords: vortex flows, flow channel shape, heart and vessel shape approximation, swirling blood flow, viscous 
friction losses, shear stress.
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Якутия является одним из регионов в мире, где 
распространена реликтовая мерзлота, в которой со-
храняются многочисленные остатки животных ма-
монтового биома позднего плейстоцена. Наиболее 
частыми находками являются замороженные трупы 
крупных млекопитающих, таких как мамонты, 
шерстистые носороги, древние лошади, степные 
бизоны, и более редкими  –  находки мелких мле-
копитающих, таких как зайцеобразные и грызуны. 
Одним из важных аспектов исследования трупов 
вымерших животных является получение инфор-
мации об их экологии (среде обитания, особенно-
стях рациона, палеомикрофлоре и т.д.).

Недавно сообщалось о находке заморожен-
ного трупа вымершего вида  –  донского зайца 
(Lepus tanaiticus [Gureev, 1964]) позднеплейстоце-
нового возраста на территории Абыйского райо-
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на Республики Саха (Якутия) [1]. В 2016 г. мест-
ными жителями в Верхоянском районе Якутии 
на местонахождении Юнюген (среднее течение  
р. Яна) в многолетнемерзлых отложениях верхне-
го плейстоцена обнаружены в одном захоронении 
два трупа зайцев и задняя часть туловища третьей 
особи с ногами (рис. 1а–в). При первоначальном 
обследовании шерсти ископаемых зайцев было 
установлено, что она имеет серовато-коричне-
вый, сероватый и грязно-белый цвет вследствие 
загрязнения рыхлыми отложениями, вмещавши-
ми мумии (рис. 1). Шерсть, отмытая от загряз-
нения, имеет белый цвет, что характерно для со-
временного зайца-беляка Lepus timidus [Linnaeus, 
1758] в зимнее время. Заяц № Yn-2/16 сохранился 
лучше всего (рис. 1а), шерстный покров на нем 
сохранился почти полностью и на теле поврежде-
ний не выявлено.

Заяц № Yn-3/16 (см. рис. 1б) сохранился хуже: 
на его черепе имеются разломы, позвоночник сло-
ман. У обеих мумий сохранились внутренние ор-
ганы и остатки желудочно-кишечных трактов. От 
зайца № MM-F29 (см. рис. 1в) сохранилась задняя 
половина тела с ногами и частью кишечника. Упо-
мянутые находки были переданы в Музей мамон-
та им. П.  А.  Лазарева СВФУ им. М.  К. Аммосова  
(г. Якутск), где хранятся в замороженном виде.
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Изучение полных митохондриaльных геномов 
зайцев с Юнюгена показало, что, с одной стороны, 
они филогенетически близки митогеномaм голоце-
новых L. tanaiticus с Северного Урала (датированных 
6–3 тыс. лет назад), а с другой стороны – митоге-
номам рецентных L. timidus [2], что свидетельствует 
об активном формообразовании среди L. tanaiticus 
в конце плейстоцена, приведшем к появлению  
зайца-беляка.

Согласно данным радиоуглеродного датирова-
ния зайцы с Юнюгена обитали в конце каргинского 
интерстадиала позднего плейстоцена [2] – 28 360 ± 
± 170 14C лет назад (32500 ± 340 калиброванных лет 
назад (кал. л. н.)).

В целях изучения особенностей состава расти-
тельности ландшафтов во время существования 
ископаемых донских зайцев, а также состава их пи-
тания проведено палинологическое исследование 
вмещающих их мумии отложений и желудочно-ки-
шечных трактов (ЖКТ) животных.

Спорово-пыльцевой анализ проведен для трех 
проб содержимого желудочно-кишечных трактов 

(ЖКТ) от трех зайцев с Юнюгена и двух образцов 
вмещающих отложений. Химическая подготовка 
препаратов выполнена по адаптированной мето-
дике, основанной на методах В. П. Гричук [3] и К. 
Фаегри – Дж. Иверсена [4]. Определение пыльцы 
составляло не менее 300  зерен, также подсчиты-
вались споры, угольки, грибы, остатки амеб, во-
доросли и другие непыльцевые палиноморфы. 
Микрофотографии некоторых пыльцевых зерен 
и спор, отмеченные в препаратах, приведены на 
рис. 2.

Во всех исследованных пробах в общем со-
ставе палинологических спектров отмечается 
преобладание пыльцы травянистых растений и 
кустарничков – 90.7–99.8% (рис. 3) с доминиро-
ванием полыней Artemisia (28.8–58.3%) и злако-
вых Poaceae (29.9–49.7%). По морфологическим 
признакам среди пыльцы Poaceae выделяются че-
тыре разновидности, но определить до видовой 
принадлежности не представляется возможным. 
Содержание пыльцы древесно-кустарниковых 
растений варьируется от 0 до 1.2%, спор – от 0.2 
до 2.6%.

Рис. 1. Мумии донских зайцев с местонахождения Юнюген: a – № Yn-2/16; б – Yn-3/16; в – MM-F29.
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Спорово-пыльцевые спектры из желудочно-ки-
шечных трактов Lepus tanaiticus содержат пыльцевые 
зерна разнотравья, принадлежащие степным и лу-
гово-степным растительным сообществам. В спек-

трах преобладают розоцветные  –  Rosaceae gen. sp., 
Sanguisorba – до 5.8 %. От 0.5 до 1% отмечаются кре-
стоцветные Brassicaceae, от 0.4 до 0.6% – гвоздичные 
Caryophyllaceae, от 0.2 до 0.6% осоковые Cyperaceae; 

Рис. 2. Фотографии некоторой пыльцы растений и спор в пробах донских зайцев, местонахождение Юнюген: 
а – Salix, б – Alnus, в, г – Poaceae, д – Betula sect. Fruticosa, е – Caryophyllaceae, ж – Ericales, з – Brassicaceae, и, к – Ar-
temisia, л – Rosaceae, м – Sanguisorba, н – Polygonaceae, о – Lycopodium pungens, п – Selaginella rupestris.
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единично  –  амарантовые Amaranthaceae, лютико-
вые (Ranunculaceae gen. sp., Thalicrtum), гречиш-
ные (Poligonaceae gen. sp., Rumex), цикориевые 
Cichorioideae, верескоцветные Ericales. Древес-
но-кустарниковые растения почти не отмечаются, 
только в образце № MM-F29 зафиксировано не-
сколько зерен кустарниковых видов берез Betula 
sect. Fruticosa, ивы Salix и ольхи Alnus. Споры пред-
ставлены Lycopodium pungens, Huperzia и Sphagnum.

Спектры вмещающих отложений также вклю-
чают пыльцевые зерна степных и лугово-степных 
сообществ, но процентное содержание их выше. 
Доминирует пыльца Rosaceae gen. sp. до 7.5%, 
Caryophyllaceae 2.6–3.3%, Cyperaceae 4.7–7.8%. При-
сутствуют синюховые Polemoniaceae, Poligonaceae 
gen. sp., Brassicaceae, кустарнички – морошка обык-
новенная Rubus chamaemorus и Ericales. Содержа-
ние древесно-кустарниковых растений (Betula 
sect. Fruticosa, Alnus, Salix) в сравнении с образца-
ми зайцев больше и составляет до 6.7% (проба № 
Yn-3/16_отложения). Отмечена единичная пыльца 
Pinus s/g Haploxylon, возможно, кедрового стланика 
Pinus pumila. Споры (Selaginella rupestris, Sphagnum, 
Polypodiophyta) составляют до 2.6%.

В образцах зайцев (№ Yn-3/16_ЖКТ, № Yn-
2/16_ЖКТ и № MM-F29_ЖКТ) выявлено большое 
количество фрагментов спиралевидной формы, 
что является признаком на наличие растительных 
волокон кормофитов, но без возможности опре-
деления конкретного типа растительности [5], или 
спиралевидные трахеиды (Cormophyta), предполо-
жительно из корней осоковых (Cyperaceae) [6]. В об-
разцах присутствуют споры разнообразных грибов, 
но неопределенного типа, только в пробах № Yn-
3/16_отложения, № Yn-2/16_отложения инфици-
рован копрофильный гриб Glomus, а также угольки.

Полученные данные позволяют устано-
вить, что преобладающее место в питании Lepus 
tanaiticus занимали разнообразные виды злаков и 
разнотравье, главным образом гвоздичные и ро-
зоцветные, некоторые виды осоковых и молодые 
ветки ольхи. Отмеченное большое количество в 
спектрах пыльцевых зерен Artemisia указывает на 
то, что, возможно, в рацион зайцев входили не-
которые виды этих растений. Вероятно, частично 
пыльца полыней иногда попадала в корм с другой 
пищей, так как она имеет повышенную пыльце-
вую продуктивность и в спектрах степных сооб-

Рис. 3. Результаты подсчета пыльцы и спор в пробах донских зайцев, в %.
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ществ нередко преобладает и суммарно подавляет 
пыльцу ведущих доминантов растительных сооб-
ществ – злаковых и разнотравья.

Палинологические данные хорошо соотносятся 
со спорово-пыльцевым материалом, полученным 
из вмещающих пород, где были обнаружены тушки 
и фрагменты зайцев. Палиноспектры и данные ра-
диоуглеродного датирования (32500 ± 340 кал. л. н.) 
указывают на то, что исследованные зайцы обитали 
в сухих и очень холодных условиях в период коно-
щельского похолодания каргинского интерстадиа-
ла, который зафиксирован в интервале 33‒30 тыс. 
л. н. [7]. В долине среднего течения р. Яны имелось 
широкое распространение открытых ландшафтов, 
вероятно, доминировали холодные степи с преоб-
ладанием ксерофитных видов, например таких, как 
Artemisia и Caryophyllaceae. Отмечались также зла-
ково-разнотравные и осоково-разнотравные луга, 
участки без почвенно-растительного покрова. Ме-
стами были развиты участки ерниковых зарослей 
из кустарниковых видов берез, ольхи и ивы, кустар-
ничков Ericales и травянистых сообществ.

Присутствие в палиноспектрах пыльцевых зе-
рен Rosaceae, предположительно часть которых от-
носится к криоксерофитному таксону Dryadoideae, 
и спор плаунка Selaginella rupestris подтверждают 
также данный факт, потому что наличие их в спо-
рово-пыльцевых спектрах очень характерно для 
холодных периодов верхнего плейстоцена Сибири 
[8].

Установлено, что юнюгенские донские зайцы 
имели характерную белую окраску шерсти, и с боль-
шой долей вероятности они все погибли в холодное 
время года. Спорово-пыльцевые спектры из ЖКТ 
зайцев отражают особенности их зимнего питания, 
а палиноспектры из вмещающих отложений – осо-
бенности растительного покрова в холодный пе-
риод года в местах их обитания в среднем течении  
р. Яна в конце каргинского времени.

Полученные результаты позволяют впервые 
уточнить местообитание донского зайца: ландшаф-
ты открытого типа, представленные холодными 
степями с доминированием ксерофитных сооб-
ществ, луга злаково-разнотравные и осоково-раз-
нотравные, а также впервые уточнить особенно-
сти его зимнего рациона: он в основном состоял 
из травянистых растений (90.7–99.8%). Согласно 
литературным данным [9, 10] L. tanaiticus, по всей 
видимости, питался более грубыми кормами, чем 
современный L. timidus, так как у первого вида зубы 
крупнее и челюсти мощнее, чем у второго вида. 
Хотя в то время состав кормов донского зайца не 
был определен, но Н. Д. Оводов высказал пред-
положение, что донские зайцы питались жесткой 
степной травянистой растительностью [11].

Выявленная особенность состава зимнего пи-
тания позднеплейстоценовых зайцев вида Lepus 
tanaiticus коренным образом отличается от тако-
вого близкого им вида – современного зайца-бе-
ляка L. timidus, который зимой по всему ареалу 
преимущественно питается ветками и корой 
древесных растений и кустарников [12]. Часто-
та поедания древесно-кустарниковых растений 
зайцем-беляком зимой обычно превышает 80 %. 
Например, в Якутии она составляет до 83% [13], 
в Московской области – 95.3%; в Волжско-Кам-
ском крае – более 80% [14], в Северном Казахста-
не – до 80 – 90% и более [15]. В теплый период года  
L. timidus, как в тайге, так и в тундре, преимуще-
ственно питается травянистыми растениями. В 
снежный же период года даже в тундре этот заяц 
сохраняет зимний тип питания, концентрируясь 
исключительно в пойменных участках рек, за-
росших кустарниками [12]. Донские зайцы, бу-
дучи обитателями арктической степи, очевидно, 
были специализированы на питании травами во 
все сезоны года, и их вымирание было обуслов-
лено изменениями климата в конце плейстоце-
на – начале голоцена, повлекшими за собой уве-
личение глубины снежного покрова, деградацию 
гиперзоны холодных степей и замену ее на тун-
дровую и таежную зоны.
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A spore-pollen research of the contents of the gastrointestinal tracts and sediments containing frozen mummies 
of the fossil Don hare, discovered in the sediments of the Upper Pleistocene ice complex in the Verkhoyansk 
region of Yakutia, was carried out for the first time. Radiocarbon dating (C14) revealed that the found hares lived 
during the Karginian Interstadial of the Late Pleistocene, 32.5 thousand years ago (calibrated date). As a result, 
the understanding of the extinct Lepus tanaiticus ecology has been expanded: this species lived in cold steppes 
dominated by xerophytic communities, as well as in grass-forb and sedge-forb meadows; unlike the modern 
mountain hare L. timidus, which feeds during winter time mainly on branches and bark of woody plants and 
shrubs, the diet of Don hares in winter previously consisted of herbaceous plants.

Keywords: extinct Don hare, Lepus tanaiticus, frozen mummies, enclosing sediments, gastrointestinal tract, 
spore-pollen method, ecology, Yakutia, Late Pleistocene.
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ВВЕДЕНИЕ
Длиннокрылы (Miniopterus)  –  род летучих мы-

шей, широко распространенный в Старом Свете и 
Австралии. Из-за морфологического однообразия 
«традиционная» систематика принимала существо-
вание сравнительно небольшого числа видов (13–
19), включая Miniopterus schreibersii sensu lato, ареал 
которого практически совпадал с ареалом рода  
[1, 2]. Использование молекулярно-генетического 
подхода показало, что видовое разнообразие рода 
было сильно недооценено. В настоящее время в со-
ставе рода признают около 40 видов [3], а в пределах 
бывшего M. schreibersii выделено несколько филоге-
нетических линий видового уровня, бо́льшая часть 
которых не родственна собственно M. schreibersii 
[4]. Одну из таких линий представляет собой вос-
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В ходе изучения морфологической изменчивости длиннокрылов (Miniopterus) мы обнаружили, что эк-
земпляры, происходящие из вьетнамской провинции Каобанг и определенные как M. fuliginosus, по 
размеру ближе к более крупному виду – M. magnater. Анализ митохондриальных генов определенно по-
мещает эти экземпляры в первый вид. В то же время морфометрический анализ по 21 черепному про-
меру определенно ставит эти экземпляры ближе к M. magnater и показывает их отличия от M. fuliginosus 
из разных частей ареала. Мы предполагаем, что в горах севера Вьетнама и юга Китая M. fuliginosus в 
силу не известных пока обстоятельств занимает нишу более крупного вида. Однако недостаточные 
данные по ядерным маркерам допускают и гибридное происхождение этой популяции, заимствовав-
шей мтДНК другого вида. 
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точный длиннокрыл, M. fuliginosus, ареал которого 
охватывает Южную, Юго-Восточную и Восточную 
Азию от востока Афганистана до Тайваня, Японии 
и южного Приморья [3, 5, 6].

В процессе работы с коллекционными мате-
риалами по длиннокрылам Юго-Восточной Азии 
выяснилось, что экземпляры из провинции Ка-
обанг (северный Вьетнам), определенные как  
M. fuliginosus, по размерам черепа заметно крупнее 
своих конспецификов и приближаются к M. magnater. 
Оба вида присутствуют в фауне севера Индокитая и 
юга Китая [7], и филогенетические взаимоотноше-
ния между ними ясны не до конца [8]. Последние 
авторы указывают на значительное перекрывание 
размеров между видами, что несколько противоречит 
ранее опубликованным данным [9, 10]. 

Нами были проанализированы данные по двум 
митохондриальным и одному ядерным генам, что-
бы подтвердить видовую идентификацию спорных 
особей и попытаться проверить предположение о 
гибридизации. Также мы сравнили доступные вы-
борки коллекционных экземпляров обоих видов, 
чтобы понять, действительно ли экземпляры из 
Каобанга не соответствуют видовой изменчивости 
M. fuliginosus. 
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Рис. 1. Филогенетические взаимоотношения видов рода Miniopterus по данным анализа митохондриального гена 
COI; для данного гена доступна наиболее репрезентативная выборка последовательностей. Экземпляры из провин-
ции Каобанг отмечены красным. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Геномную ДНК выделяли из фиксированных 

в этаноле проб тканей стандартным методом фе-
нол-хлороформной депротеинизации [11]. Были 
получены последовательности митохондриальных 
генов cytb (1042 bp) и COI (652 bp), и ядерного гена 
RAG2 (1234 bp). Последовательности праймеров 
взяты из опубликованных работ [12, 13, 14]. Реак-
ция амплификации осуществлялась при следующих 
условиях: первичная денатурация – 94 °C в течение 
3мин.; затем 35 циклов, включающих денатура-
цию  –  94 °C в течение 45 сек., отжиг c функцией 
touch down – 68-65 ° в течение 1 мин., синтез — 72°C 
в течение 1. Конечный синтез осуществлялся при 
72 °C в течение 7 мин. Опыты выполнены на при-
боре My Cycler BioRAD. Контроль амплификации 
проводили в 1% агарозном геле. Очистку продуктов 
ПЦР проводили с помощью набора Diatom DNA 
Clean-Up. Автоматическое секвенирование прове-
дено на секвенаторе ABI PRISM 3500xl. Всего полу-
чено 35 оригинальных генетических последователь-
ностей для 14 экземпляров длиннокрылов; еще 30 
последовательностей двух генов были получены из 
ГенБанка и 57 последовательностей гена COI были 
взяты из базы BOLD. Номера использованных му-
зейных экземпляров (обозначены литерой S) и но-
мера ГенБанка и BOLD указаны на рис. 1–2.

Последовательности выровнены с помощью 
программ BioEdit v7.1.3. и SeqMan Pro v.7.1. [15, 
16] и скорректированы вручную. Реконструкция 
филогенетических деревьев выполнена метода-
ми максимального правдоподобия (ML) при по-

мощи программ IQ-Tree и MEGA 10. Для опре-
деления достоверности полученной топологии 
ML использовали процедуру bootstrap с 500 ре-
пликами.

Для морфометрического анализа было измере-
но 178 экземпляров азиатских видов Miniopterus, в 
том числе 118 M. fuliginosus из разных частей видо-
вого ареала и 17 M. magnater из материковой Азии. 
После предварительного анализа из рассмотрения 
были исключены выборки мелких видов, а также 
очень крупные M. cf. magnater с Новой Гвинеи, 
сильно искажавшие результаты. В результате в 
окончательный анализ были включены 132 экзем-
пляра двух видов. Были использованы материа-
лы Зоологического музея МГУ и Зоологического 
института РАН (Россия), Национального музея 
науки и природы и Музея префектуры Аомори 
(Япония), Национального музея естественных 
наук и Зоологического музея Тайбейского уни-
верситета (Тайвань), Музея естественной истории 
Университета принца Сонгкла (Таиланд), Музея 
зоологических исследований Александра Кёнига 
и Зоологических коллекций Баварии (Германия). 
Были выполнены следующие краниальные изме-
рения (сокращения указаны в скобках): наиболь-
шая длина черепа (TL), кондилобазальная длина 
(CBL), кондилоканинная длина (CCL), масто-
идная ширина черепа на уровне слуховых булл 
(MW), ширина черепной коробки (BCW), высота 
затылка от нижнего края мыщелков до затылоч-
но-теменного шва (OH), наименьшая ширина 
заглазничного сужения (POW), ростральная ши-

Рис. 2. Филогенетические взаимоотношения представителей рода Miniopterus по данным конкатената двух митохон-
дриальных генов (COI и cytb). В анализ включены только оригинальные сиквенсы, кроме M. schreibersii из Италии, 
взятого в качестве внешней группы. Экземпляры из провинции Каобанг отмечены красным. 
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рина на уровне подглазничного отверстия (RW), 
ростральная длина от подглазничного отверстия 
до альвеолы внешнего резца (RL), ширина меж-

ду наружными краями верхних клыков (С-С), 
ширина между наружными краями М3 (М3М3), 
длина C–M3 (CM3), длина моляриформного ряда 

Рис. 3. Распределение 132 экземпляров длиннокрылов (Miniopterus fuliginosus и M. magnater) в пространстве первых 
двух факторов (главных компонент), рассчитанных для 21 черепного промера. Первый фактор отрицательно 
скоррелирован с общими размерами.

Рис. 4. Распределение 132 экземпляров длиннокрылов (Miniopterus fuliginosus и M. magnater) в пространстве первых 
двух канонических переменных, рассчитанных методом дискриминантного анализа для 21 черепного промера. 
Экземпляры из Непала (типовая территория M. fuliginosus) и Юго-Восточной Азии включены в анализ как 
«неопределенные».
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верхней челюсти (P4M3), длина основания цин-
гулюма верхнего клыка (C), длина костного нёба 
от переднего края клыков (Pal), ширина задней 
части костного нёба (PalW), ширина между внеш-
ними краями гленоидных ямок (GlW), ширина 
между внешними краями затылочных мыщел-
ков (ConW), длина зубного ряда нижней челюсти 
(см3), длина нижней челюсти от альвеолы i1 до 
заднего края суставного отростка (MdL), высота 
нижней челюсти до верхушки венечного отростка 
(MdH).

Для оценки характера изменения количествен-
ных признаков был проведен анализ главных ком-
понент (PC) и дискриминантной функции (DF) 
с использованием соответствующих модулей 
STATISTICA для Windows версии 7.0. Обучающий 
набор для расчета квадратов дистанций Махала-
нобиса и апостериорных вероятностей в рамках 
DF-анализа включал пять географических выборок 
M. fuliginosus “Приморье”, “Афганистан”, “Тай-
вань”, “Кюсю”, “Хонсю”) и выборку материковых 
M. magnater. Часть экземпляров, в том числе обсуж-

Таблица 1. Квадраты дистанций Махаланобиса между центроидами шести обучающих выборок, использованных в анализе 
(5 выборок M. fuliginosus и 1 M. magnater; под диагональю) и достоверность различий между выборками (р-критерий; над 
диагональю), и квадраты дистанций Махаланобиса трех экземпляров из Каобанга от каждой из обучающих выборок

Обучающая выборка 1. 2. 3. 4. 5. 6.

1. Приморье – 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

2. Афганистан 16.621 – 0.000 0.000 0.000 0.000

3. Тайвань 32.089 24.347 – 0.000 0.000 0.000

4. Кюсю 13.249 12.603 16.273 – 0.006 0.000

5. Хонсю 9.394 9.169 17.245 3.493 – 0.000

6. M. magnater 104.162 68.405 128.529 105.270 90.081 –

S-200858 110.482 73.650 140.339 96.889 92.613 47.113

S-200859 42.961 47.762 73.201 60.403 50.103 57.422

S-200897 80.377 57.968 98.958 74.768 67.681 23.756

Рис. 5. Сравнение 134 экземпляров длиннокрылов (Miniopterus fuliginosus и M. magnater) по значениям двух черепных 
промеров: кондилобазальной длины черепа (CBL) и ширины между внешними краями клыков (C-C). Три экзем-
пляра из провинции Каобанг соответсвуют промерам M. magnater. 
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даемые экземпляры из провинции Каобанг, были 
включены в анализ как “неопределенные”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как и в ранее опубликованных работах [8], мито-

хондриальные гены хорошо разделяют M. fuliginosus 
и M. magnater (рис. 1, 2): средние дистанции между 
кладами составили 6.0% для cytb, 6.85% для COI и 
6.44% для конкатената обоих генов. При этом эк-
земпляры из провинции Каобанг однозначно опре-
деляются как M. fuliginosus. 

Единственный ядерный ген, RAG2, к сожалению, 
не разделяет обсуждаемые виды, формируя единую 
хорошо поддержанную кладу азиатских длиннокры-
лов (включающую также M. medius и M.  australis). 
Очевидно, что для получения приемлемой филогене-
тической реконструкции необходимо использовать 
несколько ядерных ДНК-маркеров. 

PC-анализ показывает неплохое разделение 
M.  fuliginosus и M. magnater по первому фактору 
(рис. 3). Сумма значений общей изменчивости 
первых двух факторов превышает 79%. На ненор-
мализованных данных первый фактор скоррели-
рован с большинством размерных параметров, 
на нормализованных (varimax normalized)  –  в 
первую очередь, с длинами зубных рядов. Поч-
ти все экземпляры M. fuliginosus образуют единое 
облако. Размещение географических выборок в 
нем неравномерно, часть их не перекрывают друг 
а по одному или двум факторам, что свидетель-
ствует о наличии определенной географической 
изменчивости, нуждающейся в дальнейшем изу-
чении. Выборка M. magnater хорошо обособлена, 
и экземпляры из провинции Каобанг определен-
но тяготеют к ней, а не к M. fuliginosus. 

Данные дискриминантного анализа разделяют 
M. magnater и M. fuliginosus ожидаемо лучше (рис. 4): 
квадраты дистанций Махаланобиса между ними в 
3–11 раз больше, чем между центроидами разных 
выборок M. fuliginosus (табл. 1). При этом сами ге-
ографические выборки последнего вида также де-
монстрируют определенные различия; наиболее 
обособленной оказывается выборка с о. Тайвань. 
Недостоверными (p  >  0.001) оказались разли-
чия только между выборками с островов Хонсю и 
Кюсю. Из трех измеренных экземпляров из про-
винции Каобанг два ассоциируются с M. magnater, 
хоть и лежат на графике за пределами распределе-
ния особей этого вида, тогда как третий по значе-
ниям квадратов дистанций Махаланобиса занимает 
промежуточное положение (см. табл. 1).

Практически по всем абсолютным значениям 
черепных промеров измеренные экземпляры из Ка-
обанга укладываются в изменчивость M. magnater и 
несколько крупнее M. fulinosus (рис. 5). Из 21 промера 

только значения четырех (M3M3, CM3, P4M3 и MdL) 
оказались чуть ниже минимальных значений для M. 
magnater. В то же время наибольшая и кондилобазаль-
ная длины черепа и длина зубного ряда экземпляров 
из Каобанга превышают максимальные значения для 
M. fuliginosus и больше средних значений для этого 
вида на 6.6–7.0, 6.0–6.8 и 6.3–8.9%, соответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Miniopterus fuliginosus и M. magnater крайне сход-

ны морфологически, различаясь, по сути, только 
размерами [9, 10] и генетически [8, 17]; различия 
в форме козелка [17] малы и не вполне надежны. 
Тем не менее наши данные показывают, что два 
вида вполне можно различать по морфометрии при 
наличии достаточных обучающих выборок. Един-
ственным исключением среди имевшихся в нашем 
распоряжении материалов оказались экземпляры с 
горы Фиаок в провинции Каобанг. Примечатель-
но, что эти экземпляры, по абсолютным линейным 
размерам определенно относимые к M. magnater, 
по результатам морфометрического анализа все же 
не идентичны ему, а занимают в некотором смысле 
промежуточное положение. Таким образом, живот-
ные из Каобанга оказываются определенно при-
надлежащими к M. fuliginosus по митохондриальной 
ДНК и более близкими к M. magnater по морфо-
метрии. Эта ситуация может быть объяснена либо 
смещением признаков у конкретной популяции, 
либо ее гибридным происхождением (заимствова-
нием митохондриальной ДНК у M. fuliginosus). 

Ограниченная гибридизация с заимствовани-
ем мтДНК не единична среди рукокрылых [18, 19].  
С другой стороны, у Miniopteridae она пока не опи-
сана; два близкородственных вида Miniopterus в 
Средиземноморье не демонстрируют потока генов 
в зоне симпатрии [20]. Однако малый объем по-
лученных данных по ядерным генам не позволяет 
подтвердить или опровергнуть предположение о 
заимствовании митохондриальной ДНК. Если в 
дальнейшем новые данные подтвердят эту версию, 
это станет первым подобным документированным 
случаем для семейства Miniopteridae. 

Неоднозначные данные по морфометрии (при 
вполне видимых абсолютных размерных различиях) 
говорят в пользу версии о смещении признаков в сторо-
ну увеличения размеров у восточных длиннокрылов. 
В работе [Li et al., 8] упомянуто заметное перекрыва-
ние размеров черепа между M. fuliginosus и M. magnater 
в Китае и соседних частях Вьетнама. Можно предпо-
ложить, что такие необычно крупные M. fuliginosus 
присутствуют в низкогорьях южных провинций Ки-
тая. Такого смещения признаков в сторону увеличе-
ния размера было бы логичнее ожидать в регионах, 
далеких от зоны контакта M. fuliginosus и M. magnater. 
Остается предположить (если мы все же имеем дело 
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не с гибридизацией), что в горах провинции Каобанг 
(и, вероятно, на юго-востоке материкового Китая)  
M. fuliginosus по каким-то причинам занимает нишу 
именно M.  magnater, соответственно, приближаясь 
по размерам к последнему. Очень слабая изученность 
экологии обоих видов не позволяет делать более де-
тальные предположения. 

Ситуация с экземплярами из Каобанга наглядно 
показывает, что, хотя в общем случае виды длинно-
крылов и можно разделять методами морфометрии, 
морфологические определения (а соответственно, 
представления о границах ареалов и биотопических 
предпочтениях) требуют проверки молекулярно-ге-
нетическими методами. В любом случае, описанное 
перекрывание размеров двух обсуждаемых видов в 
Китае [8] не является типичным и связано либо с 
неверно определенными M. magnater c заимство-
ванной мтДНК, либо ограниченным числом по
пуляций M. fuliginosus, выходящим за рамки обыч-
ной размерной изменчивости своего вида. 
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ARE ABNORMALLY LARGE EASTERN BENT-WING BATS, MINIOPTERUS 
FULIGINOSUS REPRESENT FEATURE SHIFT OR RESULT  

OF HYBRIDISATION?
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During a study of morphological variation in bent-wing bats (Miniopterus), we found that specimens originating 
from the Cao Bang province of Vietnam, identified as M. fuliginosus, were closer in size to the larger species, 
M.  magnater. Mitochondrial gene analysis clearly places these specimens in the former species. At the same 
time, morphometric analysis of 21 cranial measurements definitely puts these specimens closer to M. magnater 
and shows their differences from M. fuliginosus samples from different parts of the species range. We assume that 
in the low mountains of northern Vietnam and southern China, M. fuliginosus, due to as yet unknown circum-
stances, occupies the niche of a larger species. However insufficient data on nuclear markers also assume a hybrid 
origin of this population, which borrowed the mtDNA of another species..

Keywords: chiroptera, bent-wing bats, species delimitation, variability, morphometry, molecular genetics.
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