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ПРОТЕОГЕНОМНОЕ ПРОФИЛИРОВАНИЕ SPIROPLASMA 
MELLIFERUM В ПОИСКЕ ФАКТОРОВ ВИРУЛЕНТНОСТИ 
И МЕХАНИЗМОВ ПАТОГЕННОСТИ
Alexeev D.*, Kostrjukova E., Aliper A., Popenko A., Bazaleev N.,  Tyaht A., 
Selezneva O., Akopian T., Prichodko E., Kondratov I., Chukin M., Demina I., 
Galyamina M., Kamashev D., Vanyushkina A., Ladygina V., Levitskii S., 
Lazarev V., Govorun V.

На сегодняшний день полная геномная последовательность ни одного представи-
теля из вида Spiroplasma не была получена. Длинны повторяющиеся участки схожие 
с мобильными элементами являются основным препятствием для современных тех-
нологий сиквенирования. Нам удалось собрать геном Spiroplasma melliferum KC3 до 
4 контигов, затем была произведена протеогеномная аннотация и метаболическая ре-
конструкция, был обнаружен 521 экспрессируемый белок и произведено метаболичес-
кое профилирование в соответствии с этими данными. Системный подход позволил 
нам выявить предположительные механизмы патогенности и указать основные факто-
ры вирулентности, такие как ферменты утилизации хитина и токсины о присутствии 
которых ранее не сообщалось для спироплазм инфицирующих насекомых.

Г е н о м и к а
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МУТАЦИИ В ГЕНАХ K-Ras И EGFR У БОЛЬНЫХ 
НЕМЕЛКОКЛЕТОЧНЫМ РАКОМ ЛЕГКИХ 
В ЗАПАДНО-СИБИРСКОМ РЕГИОНЕ РОССИИ
Антонцева Е.В.1, Брызгалов Л.О.1, Матвеева М.Ю.1, Пономарёва A.A.2, 
Иванова А.А.2, Рыкова Е.Ю.3, Чердынцева Н.В.2, Меркулова Т.И.1

1 ИЦИГ СО РАН, Новосибирск
2 НИИ онкологии СО РАМН, Томск
3 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Мутации в тирозинкиназном домене EGFR встречаются в 10-30% случаев немел-
коклеточного рака легких (НМРЛ), а в кодоне 12 гена K-Ras в 20-50% случаев, в зави-
симости от этнической принадлежности больных. Поэтому для оптимизации тактики 
лечения, а также оценки целесообразности использования при лечении НМРЛ ингиби-
торов тирозинкиназы, необходимо определить частоту как раздельной, так и совмест-
ной встречаемости этих мутаций у больных Западно-Сибирского региона. Показано, 
что SNP (Single nucleotide polymorphism) в начале интрона 2 гена K-ras мыши влияют 
на связывание с этим районом факторов транскрипции NF-Y и GATA-6 и оказывают 
цис-эфффект на образование мутаций в кодоне 12. Поскольку, этот ген весьма консер-
вативен, ожидается, что у человека мутационное повреждение кодона 12 происходит 
сходным образом. В связи с этим большой интерес представляет поиск SNP в интроне 
2 гена K-ras человека, связанных с канцерогенезом и влияющих на связывание транс-
крипционных факторов.

ДНК для генотипирования была выделена из 40 опухолей при диагнозе НМРЛ, из 
них 14 идентифицированы как аденокарциномы (АК), а 26 как плоскоклеточный рак 
(ПКРЛ) Соматические мутации в гене EGFR (del Ех 19, L858R) были выявлены с по-
мощью аллель-специфической ПЦР в режиме реального времени в 20% АК и в 13% 
случаев ПКРЛ. Мутации в кодоне 12 гена K-Ras были выявлены в 29% АК и в 8% 
случаев ПКРЛ методом секвенирования ДНК, предварительно обогащенной по мутан-
тному аллелю. Опухолей с наличием мутаций сразу в двух генах на данной выборке 
выявлено не было.

При анализе первых 600 нуклеотидов интрона 2 гена K-Ras при НМРЛ, были вы-
явлены SNP с повышенной частотой встречаемости относительно указанной в dbSNP 
NCBI для случайной выборки. Методом задержки ДНК-пробы в геле белками ядерно-
го экстракта показано, что некоторые из этих SNP разрушают или заметно ослабляют 
сайты связывания факторов транскрипции NF-Y и GATA-6 в условиях in vitro.

Работа поддержана программой президиума РАН «Фундаментальные науки – ме-
дицине» №23.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ФАРМАКОГЕНЕТИЧЕСКИХ ОСНОВ 
РЕЗИСТЕНТНОСТИ К ВАРФАРИНУ 
В ЗАПАДНО-СИБИРСКОМ РЕГИОНЕ РОССИИ
Белозерцева Л.А.1, Воронина Е.Н.2, Кох Н.А.2, Лифшиц Г.И.2, 
Филипенко М.Л.2

1 НГУ, Новосибирск
2 ИХБФМ СОРАН, Новосибирск

Актуальной проблемой современной антикоагулянтной терапии является значи-
тельная вариабельность ответа пациента на дозу препарата, назначаемую по стандар-
тному протоколу, как в сторону повышенной чувствительности, так и резистентности 
к оральным антикоагулянтам непрямого действия (АКНД), в частности варфарину. По 
литературным данным средовые факторы объясняют лишь 17% вариабельности дозы 
варфарина и около 50% составляют генетические факторы, участвующие в метабо-
лизме препарата. Молекулярные механизмы развития чувствительности к варфарину 
хорошо изучены, в то время как причинам возникновения резистентности  уделяется 
значительно меньше внимания.

Резистентность к варфарину определяется как потребность в дозе варфарина более 
чем 70 мг в неделю при значении МНО в пределах 2 и может быть связана с несколь-
кими факторами. Фармакокинетические механизмы резистентности включают в себя 
взаимодействие с другими лекарствами (рифампицин), особенности питания (про-
дукты, богатые витамином К), высокий уровень клиренса варфарина. Истинная (фар-
макодинамическая) резистентность связана с мутациями в кодирующей части гена 
VKORC1. На данный момент описано несколько мутаций гена VKORC1, приводящих 
к высокому уровню резистентности - Leu27Val, Val29Leu, Val66Met, Ley128Arg и к 
слабому уровню – Val45Arg, Arg58Gly, Trp59Arg. Большая часть мутаций находится в 
первом экзоне, приводя к аминокислотным заменам в первом трансмембранном доме-
не или в первой цитоплазматической петле. Недавно в Израиле была описана мутация 
Asp36Tyr, которая встретилась более чем в половине всех случаев резистентности к 
варфарину. Однако, данных о частоте встречаемости этой мутации в других популяци-
ях пока недостаточно.

В ходе нашего исследования были отобраны ДНК восьми пациентов ЦНМТ г. 
Новосибирска, получающих дозы варфарина более 7 мг/день и имеющих при этом 
МНО<2. У них проводилось полное секвенирование последовательностей экзонов 
гена VKORC1. Согласно полученным результатам, у этих пациентов не было выявлено 
миссенс-мутаций гена VKORC1. Возможно, резистентность к варфарину связана у них 
с другими факторами – например, мутациями в других генах, полиморфными вариан-
тами гена VKORC1, или с фармакокинетической резистентностью.
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СЕКВЕНИРОВАНИЕ ГЕНОМА БОРРЕЛИЙ BORRELIA GARINII, 
ПЕРЕНОСИМЫХ ТАЕЖНЫМИ КЛЕЩАМИ 
IXODES PERSULCATUS НА ТЕРРИТОРИИ РОССИИ
Бреннер Е.В.1, Курильщиков А.М.1, Стронин О.В.2, Епанцинцев А.А.2, 
Фоменко Н.В.1

1 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск
2 НПО «Вирион», Томск

Иксодовые клещевые боррелиозы (ИКБ) – природно-очаговые трансмиссивные за-
болевания. В России в течение последних десяти лет ежегодно регистрируется до 8,7 
тысяч случаев заболевания ИКБ.

Возбудители ИКБ – спирохеты комплекса Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.), – пе-
редаются человеку клещами рода Ixodes. В большинстве регионов России наиболее 
значимым видом является Borrelia garinii. При этом показано, что генетическое раз-
нообразие B. garinii на территории России гораздо шире, чем в Европе. За рамками 
исследования часто остается большая генетическая подгруппа вида B. garinii – NT29, 
переносимая только клещами Ixodes persulcatus и часто выявляемая у больных ИКБ на 
всей территории страны.

В рамках настоящей работы выполнено секвенирование генома штамма B. garinii 
BgVir, изолированного из самки таёжного клеща I. persulcatus. Секвенирование про-
изводилось методом массового параллельного секвенирования на платформах Roche 
FLX (фрагментная геномная библиотека) и ABI SOLiD v 3.5 (парная геномная библи-
отека). После сборки генома были получены полные последовательности хромосомы, 
двух облигатных плазмид (lp54 и cp26), а также скаффолды, гомологичные участкам 
ранее опубликованных последовательностей плазмид B. burgdorferi s.l. Аннотация ге-
нома производилась с использованием программного обеспечения GeneMark.

При сравнительном анализе исследуемого генома выявлен ряд структурных раз-
личий, затрагивающих в т.ч. гены bmpA и impa. Был выявлен набор генов уникальных 
для генома B. garinii BgVir, проанализированы изменения нуклеотидной последова-
тельности генов, ортологичных для геномов B. burgdorferi s.l., а также влияние этих 
изменений на предположительные аминокислотные последовательности соответству-
ющих белков.
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АНАЛИЗ АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ 
ФОЛАТНОГО ОБМЕНА С РИСКОМ ВРОЖДЕННЫХ 
ПОРОКОВ РАЗВИТИЯ
Вайнер А.С.1, 2, Гордеева Л.А.3, Боярских У.А.2, Воронина Е.Н.2, Шабалдин А.В.4, 
Филипенко М.Л. 2

1 НГУ, Новосибирск 
2 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск 
3 ИЭЧ СО РАН, Кемерово
3 НИИ КПССЗ СО РАМН, Кемерово

Потребление фолиевой кислоты до зачатия и в ранние сроки беременности пре-
дотвращает ряд врожденных пороков развития (ВПР). Это позволяет предположить, 
что генетически обусловленные дефекты в метаболизме фолата могут вносить вклад в 
предрасположенность к развитию ВПР у плода. 

Целью настоящего исследования являлось изучение ассоциации 11 полиморфных 
замен (SNP) в генах ферментов фолатного цикла с риском рождения потомства с ВПР 
в русской этнической группе. Исследование было выполнено на выборке из 280 жен-
щин, имеющих ребёнка с ВПР в анамнезе, и контрольной группе из 390 женщин, име-
ющих 1 и более здоровых детей. ВПР были диагностированы антенатально в ходе пла-
нового мониторинга, проводимого в Областном перинатальном центре г. Кемерово. В 
структуре ВПР лидирующие позиции занимали пороки нервной (24,2%), мочевыдели-
тельной (19,6%) и кровеносной систем (18,2%). Определение генотипов исследуемых 
SNP проводилось методами ПЦР-ПДРФ анализа, аллель-специфичной ПЦР в режиме 
реального времени и ПЦР с использованием технологии TaqMan. Проведенный анализ 
позволил выявить ассоциацию двух полиморфных локусов с риском развития пороков 
системы кровообращения. Носительство аллеля 1298С MTHFR снижало риск этого 
вида ВПР в 2.23 раза (p=0.003), для аллеля 2756A MTR снижение риска составило 1.8 
(p=0.02). В объединенной выборке ВПР была показана ассоциация генотипа 677TТ 
MTHFR c 2-кратным увеличением риска (p=0.02) и ассоциация аллеля 2756A MTR с 
1.5-кратным снижением риска (p=0.007) врожденных аномалий. Для подтверждения 
выявленной нами ассоциации требуются дальнейшие исследования на выборках боль-
шего размера и разной этнической принадлежности.

Работа была поддержана Федеральной целевой программой «Научные и на-
учно-педагогические кадры инновационной России» на 2009-2013 годы, ГК № 
14.740.11.0734. 
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УНИВЕРСАЛЬНЫЙ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫЙ МИКРОЧИП 
ДЛЯ СУБТИПИРОВАНИЯ ВИРУСОВ ГРИППА ТИПА А
Васин А.В.1, Сандыбаев Н.Т.2, Плотникова М.А.1, Клотченко С.А 1, 
Червякова О.В.2, Смирнова Е.А.1, Кушнарева Е.В.1, Строчков В.М.2, 
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В последние годы значительно возросла эпидемическая значимость вирусных ин-
фекций, распространение которых стало глобальным, мало управляемым процессом, 
для борьбы с которым требуются значительные экономические и научно-исследова-
тельские ресурсы. Наиболее контагиозными среди острых респираторных вирусных 
инфекций являются заболевания, вызываемые вирусом гриппа. Наибольшую опас-
ность с эпидемиологической точки зрения представляют вирусы гриппа типа А (ВГА), 
субтипирование которых проводят на основе антигенных свойств поверхностных гли-
копротеинов — гемагглютинина (HA) и нейраминидазы (NA). В ходе работы был со-
здан олигонуклеотидный биочип для субтипирования ВГА в человеческой популяции, 
у птиц и животных. Вирус-специфические олигонуклеотидные зонды длиной до 50 
нуклеотидов с одинаковой температурой плавления для гибридизации сегментов HA 
и NA были подобраны с использованием программ Jalview и OligoWiz. Биочип со-
стоял из 12-ти идентичных субэрреев, каждый из которых содержал по 68 зондов для 
выявления HA и NA ВГА разных подтипов, каждый из зондов был нанесён в трёх пов-
торностях. Для флуоресцентного мечения вирусной РНК использовали метод мульти-
сегментной одностадийной ОТ-ПЦР с универсальными праймерами к концевым учас-
ткам сегментов ВГА. Гибридизация флуоресцентно меченых ампликонов, полученных 
из штаммов ВГА разных подтипов (H1N1, H2N2, H3N2, H3N8, H5N1, H5N3, H6N1, 
H7N7, H9N7), показала, что они специфически связываются с зондами на разработан-
ном биочипе. Использование олигонуклеотидных биочипов для субтипирования ВГА 
с высокой чувствительностью позволит проводить одновременные детекцию и типи-
рование десятков образцов в рамках одного эксперимента. В дальнейшем мы планиру-
ем апробацию разработанной тест-системы на штаммах ВГА других подтипов.
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ РАННЕГО ОТВЕТА В ОПУХОЛЕВОЙ 
ТКАНИ – ВАЖНЫЙ ДИАГНОСТИЧЕСКИЙ МАРКЕР 
ПРИ РАЗВИТИИ РАКА ШЕЙКИ МАТКИ
Волкова Т.О., Курмышкина О.В., Ковчур П.И., Бахлаев И.Е.
ПетрГУ, Петрозаводск

Гены раннего пролиферативного ответа (c-myc, c-fos и c-jun) активируются при сти-
муляции покоящихся клеток ростовыми факторами и участвуют в регуляции пролифе-
рации, дифференцировки и апоптоза. Изменение их экспрессии является центральным 
событием канцерогенеза. Известно, что гены раннего ответа и геном вируса папилло-
мы человека влияют друг на друга в процессе злокачественной трансформации клеток 
цервикального эпителия. Однако большинство вопросов, касающихся установления 
связи между активностью этих генов и клинико-патологическими характеристиками 
рака шейки матки (РШМ), остаются открытыми. В настоящей работе изучена экспрес-
сия генов c-myc, c-fos и c-jun в опухолевой ткани больных РШМ в зависимости от 
степени тяжести процесса. Экспрессию генов анализировали методом ПЦР в режиме 
реального времени, идентификацию белков проводили Western-блоттингом с использо-
ванием мышиных моноклональных антител (Santa Cruz Biotechnology, CA). Обследо-
вано 130 пациенток в возрасте от 20 до 69 лет (средний возраст – 45,3±3,2). Дисплазия 
выявлена у 25 женщин. С преинвазивной карциномой – 30, с I стадией злокачественно-
го процесса – 30, со II стадией – 25, с III-IV стадией – 20 пациенток. Диагноз поставлен 
на основании клинических данных, подтвержден кольпоскопически, цитологически и 
гистологически. Контрольную группу составили 30 здоровых небеременных женщин, 
сопоставимых по возрасту, данным анамнеза и не имеющих патологии шейки матки. 
Показано, что при дисплазиях экспрессия c-myc увеличивается в 60-65 % случаев. В 
St0 активность данного гена не отличается от контрольных вариантов. Начиная с StI и 
далее в прогрессивных стадиях (StII→StIV) наблюдается резкое повышение экспрес-
сии  c-myc. Эффект регистрируется как на уровне мРНК, так и белка. Экспрессия c-jun 
при дисплазиях, а также, начиная с StI и далее при прогрессии опухоли, в 90-92 % слу-
чаев не отличается от контроля. В St0 может иметь место как повышение (20-24%), так 
и снижение экспрессии c-jun (50-52%). Уровень экспрессии гена c-fos по мере прогрес-
сии опухоли возрастает и достигает максимума в StIII-StIV. В работе обсуждается, что 
экспрессия генов раннего ответа может рассматриваться в качестве дополнительного 
диагностического маркера при РШМ и иметь важное значение при выборе тактики 
лечения данной онкопатологии. Работа выполнена при финансовой поддержке грантов 
НШ-3731.2010.4 и ГК № 14.740.11.1034.
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ПРОСТРАНСТВЕННАЯ СТРУКТУРА ХРОМАТИНА, 
ЭПИГЕНЕТИКА И АЛЬТЕРНАТИВНЫЙ СПЛАЙСИНГ
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Новое поколение технологий секвенирования ДНК и РНК позволяют ставить и 
решать задачи систематического изучения различных аспектов структуры и работы 
генома. Сопоставление опубликованных данных по трехмерной структуры хромати-
на человека и его эпигенетическому состоянию показало, что пространственно сбли-
женные участки различных хромосом обладают сходными свойствами: одинаковыми 
модификациями гистонов, уровнем метилирования, доступностью для ДНКазы I, 
уровнем экспрессии закодированных генов. Сопоставление этих данных с данными 
о транскриптоме показало, что пространственно сближенные участки порождают 
относительно большее число химерных транскриптов, причем это нельзя объяснить 
повышенной частотой рекомбинаций в клеточных линиях, и потому это наблюдение 
может быть свидетельством в пользу существования транс-сплайсинга. Анализ же 
транскриптомов, полученных из образцов двух областей головного мозга трех при-
матов (макака, шимпанзе, человек) показывает, что альтернативный сплайсинг мно-
гих генов существенно меняется с возрастом, причем такая зависимость во многих 
случаях является эволюционно консервативной, если рассматривать не абсолютный, а 
физиологический возраст.
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РОЛЬ МАТЕРИНСКИХ ПОЛИМОРФИЗМОВ ГЕНОВ GST 
В  ФОРМИРОВАНИИ ВРОЖДЕННЫХ ПОРОКОВ РАЗВИТИЯ 
У РЕБЕНКА
Гордеева Л.А.1, Глушкова О.А.1, Ермоленко Н.А.2, Попова О.С.1, Воронина Е.Н.2, 
Шаталина И.В.1, Гареева Ю.В.3, Симонова Т.А.4, Глушков А.Н.4

1 ИЭЧ СО РАН, Кемерово
2 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск
3 МУЗ ГКБ № 3, Родильный дом № 1, Кемерово
4  МУЗ ДГКБ № 5, Кемерово

Цель: изучение ассоциаций материнских полиморфизмов генов GST с врожденны-
ми пороками развития у плода и новорожденного (ВПРПН). Материалы и методы. 
Группу сравнения (контроль) составили 363 женщины с физиологической беременнос-
тью без спонтанного прерывания беременности и ВПРПН в анамнезе. Средний воз-
раст женщин был 26,6 лет. Исследуемые группы были сформированы из 248 женщин с 
ВПРПН. В зависимости от вида порока у ребенка по МКБ-10 (Q00-Q99) все женщины 
были поделены на 7 групп: пороки сердечнососудистой системы (ССС, n=59), пороки 
мочевыводящей системы (МВС, n=54), пороки ЦНС (n=41), пороки костно-мышеч-
ной системы (КМС, n=24), пороки пищеварительной системы (n=16), расщелина губы 
и/или неба (n=10), множественные пороки развития (n=44). Средний возраст женщин 
был 25,6 лет. Типирование генов GSTM1 и GSTT1 проводили  методом мультиплексной 
ПЦР с флуоресцентной детекцией результатов в режиме реального времени. Структу-
ра праймеров для GSTM1 и GSTT1  и внутреннего контроля (LTM) детально описана в 
работе [1]. Стат. обработку полученных результатов проводили с помощью критерия 
χ2 с поправкой Йетса. Силу ассоциации анализируемых признаков определяли с помо-
щью величины относительного риска (RR). Основные результаты. Обнаружили, что 
материнский GSTM1 не имел значимых ассоциаций с изучаемыми видами ВПРПН. 
Напротив, материнский GSTT1«0» имел значимую положительную связь c тремя ви-
дами ВПРПН: МВС (35,8% против 13,7% в контроле; pc=0,002), ССС (37,5% против 
13,7% в контроле; pc=0,006) и КМС (44,1% против 13,7% в контроле; pc=0,013). Вели-
чина RR для генотипа GSTT1 «0» в группах женщин с ВПРПН ССС, МВС и КМС была 
3,8; 3,5 и 4,5, соответственно. Отрицательные ассоциации материнского GSTT1 «+» 
выявлены в этих же группах (RR для них составили: 0,3; 0,3 и 0,2, соответственно). 
Так как все пороки реализовывались в разных морфологических системах у плода, но 
были связаны только с материнским GSTT1 «0», мы не можем исключить факт одного 
и того же патогенного влияния GSTT1 «0» у женщин на возникновение ВПРПН. [1] 
Kostrykina N.A., Pechkovskii E.V., Mishukova O.V. et al. // Bulletin Experimental Biology 
and Medicine. - 2009. -  Vol. 148, №1. - P. 89-93.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХРОМОСОМИКА 
И 10 ТЫСЯЧ ГЕНОМОВ
Графодатский А.С.
Отдел молекулярной и клеточной биологии, ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

C 1998 г. в сравнительной цитогенетике царствует метод хромосомного пэйнтинга, 
или ZooFISH. Пробы отдельных хромосом, полученные с помощью сортинга, либо 
их районов, полученные с помощью микродиссекции используются для локализации 
на хромосомах других видов, что позволяет быстро и надежно устанавливать районы 
гомологии, строить интегративные карты геномов. Чаще всего, с этой целью использу-
ются пробы хромосом человека. Только в четырех лабораториях мира, включая нашу 
используются качественные сортинговые пробы и для других видов.  С помощью 
этого метода нам удалось определить особенности эволюции хромосом в основных 
таксонах млекопитающих (сумчатые, насекомоядные, рукокрылые, непарно- и кито-
парнокопытные, хищные, грызуны, афротерии и неполнозубые), описать наиболее ве-
роятные структуры геномов предков во всех этих таксонах и плацентарных в целом. 
В деталях описать необычные системы хромосомного определения пола у ряда ви-
дов, впервые показать, что добавочные хромосомы млекопитающих могут нести пол-
ноценные гены. Именно эти циклы работ, также как и солидная коллекция образцов 
ДНК, тканей и клеточных культур, позволили нам войти в консорциум (Genome 10K) 
из 50 лабораторий мира, ставящих своей целью секвенирование геномов 10 тысяч ви-
дов позвоночных (млекопитающих, рептилий, птиц, амфибий и рыб).  В настоящий 
момент прошел отбор первых 200 видов, об особенностях биологии которых также 
пойдет речь в докладе. 
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ В-ХРОМОСОМ 
СИБИРСКОЙ КОСУЛИ
Дементьева П.В.
ОМКБ ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

В- или добавочные хромосомы выделяют в особый класс хромосом. До настоящего 
времени добавочные элементы были изучены в основном классическими цитогенети-
ческими методами. Однако использование молекулярных подходов позволило обнару-
жить ряд копий уникальных аутосомных генов, представленных на В-хромосомах, у 
различных видов животных [1,2,3,4]. Таким образом, возникло предположение о при-
сутствии генов в В-хромосомах и других видов живых организмов.

Нами были получены кДНК последовательности, специфичные для добавочных 
хромосом сибирской косули (Capreolus pygargus, 2n=70+8B). 

Анализ библиотек кДНК показал наличие в В-хромосомах сибирской косули копий 
различных аутосомных генов. В связи с этим была поставлена цель подробного изу-
чения молекулярной организации добавочных хромосом сибирской косули.  Для этого 
проводилось картирование отдельных участков района хромосомы 1 косули, гомоло-
гичного соответствующему участку хромосомы 3 коровы. Для определения копийнос-
ти участков, представленных на добавочных элементах сибирской косули, относитель-
но видов косули без В-хромосом мы использовали метод ПЦР в реальном времени. 
Нами были отсеквенированы функциональные последовательности, представленные 
на добавочных хромосомах сибирской косули, и их копии у представителей семейства 
оленьих, что позволило ответить на вопрос о степени консервативности генов, пред-
ставленных на В-хромосомах.

Удалось установить, что В-хромосомы сибирской косули,  содержат район разме-
ром около 2 м.п.н., гомологичный участку хромосомы 3 коровы (75.15 – 77.2 м.п.н.) и 
несущий такие важные гены как TNNI3K, FPGT и LRRIQ3. На основе результатов сек-
венирования можно заключить, что гены, представленные на В-хромосомах, являются 
консервативными относительно их аутосомных копий. 

Список литературы:
V. Miao et. al. A fungal gene for antibiotic resistance on a dispensable (‘‘B’’) chromosome, Science 
254, 1773–1776(1991).
S. Graphodatsky et. al. The proto-oncogene C-KIT maps to canid B-chromosomes, Chromosome Res. 
13, 113-122 (2005). 
M. Teruel et. al. B chromosome ancestry revealed by histone genes in the migratory locust, Chromo-
soma 119, 217–225 (2010).
Y. Kohta et. al. B Chromosomes Have a Functional Effect on Female Sex Determination in Lake Vic-
toria Cichlid Fishes, Plos genetics 8, 1-10 (2011). 
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THE RETROVIRAL APPROACH FOR SELECTION 
OF ENHANCER-BLOCKING ELEMENTS WITHIN 
VERTEBRATE GENOMES
Didych D.A., Smirnov N.A., Akopov S.B., Nikolaev L.G., Sverdlov E.D.
IBCh RAS, Moscow

Enhancer-blocking elements are negative regulatory elements that control interactions 
between promoters and enhancers. Previously, we developed an experimental approach 
to identify enhancer-blockers within long genomic sequences using stable transfection by 
means of electroporation. The approach exploits an ability of enhancer-blockers to prevent 
activation of promoters by enhancers when located between these elements, and a positive-
negative selection procedure with the use of the neomycin-resistance gene and the herpes 
simplex virus thymidine kinase gene (HSV-tk) under control of CMV minimal promoter 
and CMV enhancer. Importantly, this approach allows identifying of enhancer-blocking se-
quences in constructions stably integrated into the genome. Using this approach we identi-
fi ed and mapped several potential enhancer-blocking elements within 1 Mb locus on human 
chromosome 19.

In this work we constructed a self-inactivating retroviral vector with the cassette contain-
ing the neomycin-resistance gene (positive selection) under control of mouse phosphoglyc-
erate kinase promoter (mPGK1) and the herpes simplex virus thymidine kinase (HSV-tk) 
gene (negative selection) under control of CMV minimal promoter and CMV enhancer. Us-
ing this newly generated system for positive-negative selection we analyzed the 1 Mb region 
on human chromosome 19. A pool of short (200–1000 bp) fragments with the PCR primer 
introduced at both ends, which overlap a 1 Mb human chromosome 19 region, were cloned 
into retroviral vector between CMV minimal promoter and CMV enhancer, thus forming a 
pool of retroviral plasmids. The plasmids were transfected into packaging cells, and the pool 
of retroviruses obtained was further used for infection of CHO cells. After positive-negative 
selection of CHO cells several new potential enhancer-blocking elements were identifi ed 
and mapped. The enhancer-blocking activity of some identifi ed sequences in HeLa cells was 
analyzed with transient transfection luciferase assay.
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СЕКВЕНИРОВАНИЕ ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ 
КАПСИДНЫЕ БЕЛКИ VP4, VP6 И VP7 РОТАВИРУСОВ, 
ЦИРКУЛИРОВАВШИХ В НОВОСИБИРСКЕ 
В 2009–2010 ГОДАХ
Жираковская Е.В. 
ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Ротавирусная инфекция – широко распространенное острое кишечное заболевание, 
возбудителем которого является ротавирус человека (род Rotavirus, сем. Reoviridae). 
Геном ротавируса состоит из 11 сегментов двуцепочечной РНК. Естественная популя-
ция ротавирусов гетерогенна. Недавно принята новая полногеномная классификация 
ротавирусов [1].

Цель исследования - генетическая характеристика изолятов ротавируса, выявлен-
ных в клинических пробах от детей и взрослых, госпитализированных в 2009-10 гг.. 
Мультиплексное ПЦР-типирование 430 изолятов ротавируса группы А показало, что 
в Новосибирске циркулировали вирусы генотипов G4P[8] (49,2 %), G1P[8] (25,2 %), 
G2P[4] (4 %), G3P[8] (3,3 %), G9P[8] и G4P[6] (единичные случаи). Кроме этого в фе-
калии от взрослого пациента был выявлен ротавирус группы С. Проведено секвениро-
вание трех сегментов генома, кодирующих капсидные белки ротавируса, для 66 изоля-
тов ротавируса группы А и изолята ротавируса группы С. Филогенетический анализ 
нуклеотидных последовательностей четвертого сегмента генома, кодирующего белок 
VP4, выявил появление ротавирусов редкого субтипа P[8]b (14,7 %) в комбинациях с 
G4 (9,6 %), G1 (4,8 %) и G9 (0,3 %) [2]. Анализ последовательностей девятого сегмента 
генома, кодирующего гликопротеин VP7 ротавируса, показал, что в кластерах каждого 
G-генотипа соответствующие изоляты формируют группы с высокой степенью гомо-
логии. По данным анализа нуклеотидных последовательностей шестого сегмента ге-
нома, изоляты генотипов P[8] и P[6] относятся к 11-генотипу VP6, а изоляты генотипа 
P[4] - к I2-генотипу. Информация о генотипах ротавируса группы С очень ограничена. 
По данным сравнительного анализа полученных нуклеотидных последовательностей 
генов с опубликованными в BLAST (NCBI), изолят Nsk09-B43 ротавируса группы С 
имеет генотип G4P[2]. Полученные нуклеотидные последовательности зарегистриро-
ваны в GenBank, включая первые данные о нуклеотидных последовательностях трех 
сегментов генома ротавируса группы С, выявленного в России. Работа выполнена при 
поддержке гранта НШ-65387.2010.4 и Госконтракта № 02.740.11.0767.

Список литературы:
Matthijnssens J. et al. / Arch.Virol. 2011, 156(8):1397-1413.
Ghosh S. et al. / Infect.Genet.Evol. 2011, 11(6):1481-1486.
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РАЗРАБОТКА КЛЕТОЧНОЙ ТЕСТ-СИСТЕМЫ 
ДЛЯ ПОИСКА МОДУЛЯТОРОВ АКТИВНОСТИ 
ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА NF-κB
Зайнуллина Л.Ф.1, Салимгареева М.Х.1, Цыпышева И.П.2, Вахитова Ю.В.1

1 ИБГ УНЦ РАН, Уфа
2 ИОХ УНЦ РАН, Уфа

Транскрипционный фактор NF-κB, являясь одним из важнейших медиаторов вос-
паления, иммунного ответа, нейродегенерации, опухолевой трансформации и мета-
стазирования, представляет собой патогенетически значимую мишень для разработ-
ки лекарственных средств, направленных на терапию широкого круга заболеваний. В 
частности, в настоящее время ведутся активные поиски ингибиторов NF-κB в качест-
ве противовоспалительных и противоопухолевых препаратов [1] и активаторов этого 
транскрипционного фактора как средств терапии нейродегенеративных заболеваний 
[2]. Нами создана и валидирована клеточная тест-система для поиска новых соедине-
ний, влияющих на активность NF-κB, а также позволяющая проводить анализ моле-
кулярных механизмов действия известных веществ в формате люциферазного теста. 
Для этого методом клональной селекции по устойчивости к гигромицину получена 
клеточная линия HEK293-NF-κB-Luc-рHyg, стабильно экспрессирующая репортер-
ную конструкцию NF-κB-Luc. Валидацию тест-системы проводили, оценивая уровень 
экспрессии люциферазы при действии индуктора NF-κB-зависимого сигнального пути 
- TNFα (10 нг/мл). Показано, что уровень активности люциферазы в клеточной линии, 
стабильно экспрессирующей репортерную конструкцию NF-κB-Luc, возрастает в 12 
раз по сравнению с линией, содержащей репортерную конструкцию без консенсусных 
последовательностей NF-κB (HEK293-T-Luc-рHyg). С помощью полученной тест-сис-
темы нами проведен скрининг 10 новых биологически активных соединений на основе 
производных хинолизидиновых и изохинолиновых алкалоидов с целью идентифика-
ции веществ, влияющих на активность транскрипционного фактора NF-κB. Выявлено 
4 вещества, обладающих свойствами ингибиторов NF-κB, которые будут исследованы 
на предмет противовоспалительной и противоопухолевой активности.

Работа проводилась при финансовой поддержке Гранта Президента РФ МД 2011 
(Договор № 16.120.11.3290-МД).

Список литературы:
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АНАЛИЗ РАЗНООБРАЗИЯ МИКРОБНЫХ СООБЩЕСТВ 
УГЛЕКИСЛЫХ ИСТОЧНИКОВ ВОСТОЧНЫХ САЯН
Зайцева С.В., Данилова Э.В., Осипова И.П.
ИОЭБ СО РАН, Улан-Удэ

В углекислых термальных и холодных источниках Восточных Саян Жойгон и 
Хойто-Гол определено генетическое разнообразие микробных сообществ. 

Микробные сообщества были, в основном, представлены (~80%) Deltaproteobacteria 
и Gammaproteobacteria. Большая часть последовательностей имела менее 94% сходства 
с известными последовательностями. Цианобактерии составляли 35% от общего 
числа проанализированных последовательностей. Анализ многомерных данных с 
использованием библиотеки клонов и физико-химических параметров окружающей 
среды (температура, рН, минерализация и содержание кислорода) показал их 
незначительное влияние на разнообразие микробных сообществ источников (рис. 1). 
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На рис.1 показано расположение образцов с учетом их видового разнообразия и 
физико-химических условий в источниках. Компонент Axis1 объясняет 33% наблюдаемых 
вариаций, Axis2 – 17% вариаций.  Несмотря на схожие температурные характеристики 
в источниках Жойгона и Хойто-Гола развиваются микробные сообщества, значительно 
различающиеся по генетическому составу микроорганизмов. 

Рис. 1. Генетическое разнообразие микробных сообществ с учетом физико-
химических параметров источников на основе анализа главных компонент 
(РСА) (● – термальные источники с температурой выше 30оС; ■ - источники с 
температурой ниже 30оС). 
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Амирханов Р.Н.1, Исмагилов З.Р.2, Шикина Н.В.2, Зиновьев В.В.3, 
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1 Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, Новосибирск 
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В последние годы значительное развитие получили работы по созданию новых 
терапевтических средств, в том числе основанных на применении адресованных 
молекул нуклеиновых кислот (антисмысловых олигонуклеотидов, PNA, ДНКзимов и 
т.д.), способных воздействовать на внутриклеточный генетический материал. Однако 
серьезной проблемой на пути практического применения нуклеиновых кислот являет-
ся их доставка в клетки. Одним из способов решения этой проблемы является исполь-
зование наночастиц оксидов металлов в качестве средств доставки.

В задачу исследования входило создание и исследование биологической активнос-
ти  нанокомпозитов на основе наночастиц и иммобилизованных ДНКзимов, PNA и 
олигонуклеотидов. 

Показано, что созданные нанокомпозиты проникают в клетки без использования 
трансфектантов и физических методов воздействия. 

Был проведен скрининг противовирусной активности созданных нанокомпозитов, в 
которых ДНК фрагменты и PNA были комплементарны к 5-му сегменту вирусной РНК, 
кодирующему нуклеопротеин NP гриппа А. Показано, что созданные нанокомпозиты 
эффективно и сайт-специфично взаимодействуют с вирусной нуклеиновой кислотой. 
Определены индексы селективности противовирусного действия нанокомпозитов, со-
держащих олигонуклеотид и ДНКзим.

Разработаны подходы к созданию ген-направленных препаратов нового поколения, 
эффективных для ингибирования репродукции вирусов гриппа А, в опытах in vitro. 

Работа поддержана интеграционным проектом СО РАН № 61, грантом РФФИ 
№ 11-04-01408а и программой ФЦП ГК №  02.512.12.2038 и ГК № 16.512.11.2267.
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Характерной особенностью озера «Кротовья ляга», расположенного в Новосибирской 
области, является ускоренный распад органических отложений растительного 
происхождения, что может определяться активностью микробных сообществ. 
Компьютерный анализ данных секвенирования метагенома микробных сообществ 
донных отложений озера, выполненного с помощью технологий SOLiD и SANGER, 
позволил провести расширенную функциональную классификацию потенциальных 
белков и предсказать ряд перспективных для дальнейшей экспериментальной проверки 
ферментов.

При анализе части нуклеотидных последовательностей (около 1 млрд коротких 
последовательностей), собранных de novo в контиги (около 16 млн. контигов), было 
определено более 150 тыс. открытых рамок считывания (ОРС), превышающих длину 
50 аминокислот. В базах данных NCBI_ref, SWISS-Prot и PDB для этих ОРС было 
найдено 170000, 40000 и 1700 гомологов, соответственно (порог E-value задавался 
равным 10-30). Таким образом, для ОРС, имеющих гомологию с изученными белками 
было определено более 500 молекулярных функций и 1000 биологических процессов 
Gene Ontology. В результате анализа белковых семейств было установлено около 3000 
функциональных классов Pfam, 580 кластеров COG, 830 структурных классов SCOP.

Для некоторых белковых семейств, дополнительно к функциональной 
классификации, проведено предсказание количественных значений активностей 
потенциальных ферментов. В частности, предсказаны количественные значения 
активностей потенциальных бета-глюкозидаз (EC 3.2.1.21), относящихся к семейству 
3 гликозил гидролаз.

Работа частично поддержана Госконтрактом с Министерством образования и науки 
РФ 14.740.11.0001, EU-FP7 PATHOSYS №260429.



40 Г Е Н О М И К А

СООТНОШЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ БЕЛКОВ 
Jun/Fos  ДЛЯ ПРОЯВЛЕНИЯ ИНДУКЦИИ ГЕНА 
ТИРОЗИНГИДРОКСИЛАЗЫ ГЛЮКОКОРТИКОИДАМИ
Калинина Т.С., Дыгало Н.Н. 

ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

Повышение уровня глюкокортикоидов в пренатальном онтогенезе в результате 
действия стресса или гормональной терапии приводит к  долговременным отклонениям 
функционирования норадренергической  системы мозга и регулируемых ею функций. 
Для коррекции неблагоприятных последствий глюкокортикоидов необходимо 
выяснение механизма их программирующего действия. Ген ключевого фермента 
синтеза катехоламинов – тирозингидроксилазы (ТГ), согласно нашим и литературным 
данным, является потенциальной мишенью таких программирующих воздействий. 
Одно- и двукратное введение глюкокортикоидов во время беременности, но не в первую 
неделю жизни, индуцирует экспрессию гена ТГ в стволе головного мозга. Индукция 
фермента сопровождается увеличением активности фермента и повышением количества 
норадреналина в головном мозге. Зависимость проявления гормональной индукции от 
возраста животных предполагает вовлечение дополнительных регуляторных факторов. 
Поскольку промотор гена ТГ не имеет функционально-активных гормон-отвечающих 
элементов, действие глюкокортикоидов может быть обусловлено взаимодействием 
активированного гормоном рецептора с другими транскрипционными факторами, 
такими как белки АР-1 комплекса. В этом случае направление изменения транскрипции 
гена будет зависеть от соотношения белков Jun/Fos. Промотор гена ТГ содержит два 
АР-1 сайта, и один из них вовлечен в глюкокортикоидную индукцию гена в культуре 
феохромоцитомы. Методом ПЦР в реальном времени в мозге плодов и однонедельных 
крысят оценены уровни мРНК генов junB, junD, c-jun, c-fos и определено соотношение 
их экспрессии в перинатальном онтогенезе. Установлено, что, несмотря на 
прогрессивное увеличение количества транскриптов белков Jun и Fos в онтогенезе, 
соотношение их экспрессии в мозге плодов в 8-20 раз выше, чем в неонатальном мозге. 
Смещение соотношения экспрессии белков Jun/Fos, приводящее к  относительному 
преобладанию транскриптов семейства Jun в пренатальном онтогенезе способно 
обеспечить проявление глюкокортикоидной индукции гена ТГ в мозге плодов и ее 
отсутствие в мозге новорожденных крысят. Подавление экспрессии белков семейства 
Jun может являться перспективным подходом блокирования неблагоприятных 
последствий глюкокортикоидного дисбаланса в раннем онтогенезе. 
Работа поддержана грантом РФФИ № 10-04-01358.
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ВОЗРАСТНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ УРОВНЯ мРНК ГЕНА Мрр4 
И СТРУКТУРЫ НЕЙРОСЕНСОРНОГО СЛОЯ 
ПРИ РАЗВИТИИ РЕТИНОПАТИИ У КРЫС OXYS
Кожевникова О.С.1, Жданкина А.А.2, Колосова Н.Г.1
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Наиболее распространенной причиной потери зрения  людьми старшего возраста 
становится возрастная макулярная дегенерация (ВМД), этиология и патогенез которой 
до конца не ясны в силу невозможности исследовать их у людей на ранних и тем более 
доклинических стадиях развития. Для их исследования необходимы биологические 
модели. Показано, что развивающаяся у преждевременно стареющих крыс OXYS 
ретинопатия аналогична ВМД у людей и может служить в качестве её модели. 
Цель настоящего исследования - сравнение динамики  деструктивных изменений 
нейросенсорного слоя (фоторецепторов) в сетчатке крыс OXYS и экспрессии в ней 
белка Мрр4, члена семейства MAGUK (мембранносвязанных гуанилат киназ). Мрр4 
- тканеспецифичный белок, экспрессирующийся исключительно в фоторецепторах 
и локализуется в основном в синаптической области. Он участвует в локализации и 
стабилизации белковых комплексов, чрезвычайно важных для высокополяризованных 
нейросенсорных клеток сетчатки. Работа выполнена на крысах OXYS и Вистар 
(контроль) в возрасте 20 дней,  3, 12, 17 и 24 мес.

Методами электронной, световой микроскопии и морфометрии полутонких срезов 
установлено, что по мере развития ретинопатии у крыс OXYS нарастают повреждения 
всех частей фоторецепторов. Происходят расслоение и фрагментация наружных 
сегментов, потеря ими связи с клетками пигментного эпителия, деструкция внутренних 
и наружных мембран митохондрий во внутренних сегментах, снижается количество 
рядов ядросодержащей части, их плотность,  возрастает процент ядер с пикнозами и 
хроматолизом. К возрасту 24 мес. у части крыс OXYS происходит полное разрушение 
фотосенсорного слоя. 

Исследование показало, что в возрасте 20 дней, когда клинические признаки 
ретинопатии отсутствуют, у крыс OXYS уровень мРНК гена Мрр4 (метод RT-PCR) 
такой же, а при манифестации клинических признаков и их прогрессии в 3 и 12 мес. 
-  вдвое выше, чем у крыс Вистар (p<0,05). С возрастом у крыс обеих линий уровень 
мРНК Мрр4 значительно снижался, достигая минимальных значений в 24 мес. Таким 
образом, нами впервые исследованы возрастные изменения экспрессии гена Мрр4 в 
сетчатке, с особенностями которых может быть связано развитие ретинопатии у крыс 
OXYS. Работа поддержана Президиумом РАН (грант №5.11) и Госконтрактом № 
16.513.11.3107.
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ГЕНОМИКА И ПРОТЕОМИКА КЛЕТОЧНОГО ДЕЛЕНИЯ 
ЦИАНОБАКТЕРИЙ
Кокшарова О.А.1, Расмуссен У. 2
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Сравнительный геномный анализ позволил установить, что некоторые 
цианобактериальные гены, вовлеченные в контроль клеточного деления, имеют 
гомологию с генами зеленых водорослей и высших растений, другие – только 
с генами бактерий, а третьи гены специфичны для цианобактерий. Изучение 
генетического контроля клеточного деления цианобактерий служит моделью при 
исследовании молекулярных механизмов деления растительных пластид [1, 2]. Знание 
механизмов и регуляции клеточного деления цианобактерий важно для экологических 
и биотехнологических аспектов использования этих фотоавтротрофов. Генетический 
контроль и молекулярные механизмы деления клеток цианобактерий изучаются с 
применением методов геномики и протеомики [3, 4]. Мутационный анализ и геномный 
подход позволили выявить гены, контролирующие клеточное деление  цианобактерий. 
Установлено, что цианобактерии обладают гомологами генов, обнаруженными 
ранее у E. coli: ftsE, ftsI, ftsK, ftsQ, ftsW, ftsZ, minC, minD и minE. Генетические 
исследования цианобактерий Synechococcus и Synechocystis подтвердили участие 
продуктов шести других генов, ftn2, ftn6, cdv1, cdv2, cdv3 и sulA, в процессе клеточного 
деления [3]. С помощью методов сравнительной геномики выявлены новые общие 
цианобактериальные и пластидные гены, вовлеченные в контроль клеточного деления. 
Среди них гены, контролирующие деление хлоропластов, и кодирующие белки: Arc6, 
ARTEMIS, ptCpn60α, ptCpn60β, GC1 [3]. Проведенный сравнительный протеомный 
анализ клеток двух мутантов цианобактерии Synechococcus sp. PCC 7942, дефектных 
по клеточному делению, позволил идентифицировать 44 белка, принадлежащих к 
разным функциональным категориям, уровень которых существенно менялся в клетках 
мутантов по делению [4]. 

Список литературы:
Koksharova O.A., Wolk C.P. J Bacteriol. 2002.V. 184.P.5524–5528.
Vitha S., Froehlich J.E., Koksharova O.A., et al. Plant Cell. 2003.V.15.P. 1918–1933.
Koksharova O.A. Handbook of Cell Proliferation, pp. 221-263, NOVA Publisher, 2009.
Koksharova O.A., Klint J., Rasmussen U. Microbiology. 2007. V. 153. P. 2505–2517.
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ОНКОМИР. РОЛЬ микроРНК В ДИАГНОСТИКЕ, ПРОГНОЗЕ 
И ПОТЕНЦИАЛЬНОЙ ТЕРАПИИ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ ЧЕЛОВЕКА
Колесников Н.Н.1, Титов С.Е.1, 2, Карпинская Е.В.3, Шевченко С.П.3, 
Веряскина Ю.А.1, 4, Ахмерова Л.Г.1, Иванов М.К.2, Гуляева Л.Ф.5, Жимулев И.Ф.1

1 ИМКБ СО РАН, Новосибирск
2 ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирск
3 МУЗ ГКБ № 1, Новосибирск
4 ИЛФ СО РАН, Новосибирск
5 ИМББ СО РАМН, Новосибирск

МикроРНК представляют собой новый вскрытый слой регуляторного потенциала 
генома. МикроРНК (миРНК, miR) относятся к классу эндогенных малых некодирующих 
РНК, и играют важнейшую роль в регуляции экспрессии генов на посттранскрипционном 
уровне. Каждая микроРНК потенциально может репрессировать экспрессию многих 
генов-мишеней (до и более сотни генов), участвуя практически во всех клеточных 
процессах. Нарушение уровня экспрессии отдельных микроРНК или групп ведет к 
патологическим состояниям и онкологическим заболеваниям человека. МиРНК может 
выступать как онкоген и как супрессор опухолевого роста. 

Рак щитовидной железы (РЩЖ) является самой частой опухолью эндокринной 
системы, заболеваемость которым растет с каждым годом во всем мире. Мы провели 
анализ профиля экспрессии набора миРНК (miR-21, miR-221, miR-222, miR-155  и 
miR-205) в аденомах и карциномах ЩЖ с целью выявления их возможной роли 
в процессе карциногенеза. Операционный материал, опухолевые и нормальные 
ткани, и образцы плазмы крови были получены от 30 пациентов с различными 
диагностическими гистопатологическими типами опухолей, различающихся по 
степени злокачественности (фолликулярная аденома – 18, папиллярная карцинома - 6, 
анапластическая карцинома - 1, медуллярная карцинома - 1, коллоидный и диффузный 
зоб - 4). Также этот набор миРНК анализировали в 16 биоптатах, полученных в ходе 
тонкоигольной аспирационной биопсии, с цитологическим диагнозом – коллоидный 
узел. Выявлены специфические и перекрывающиеся профили экспрессии микроРНК  в 
разных типах опухолей. Наиболее гетерогенные профили обнаружены в фолликулярных 
опухолях ЩЖ. Для изученных карцином характерно повышение уровня miR-21, 
miR-221, miR-222 от 4 до 40 раз в сравнении с нормой, и наличие специфического 
профиля. Понижение уровня этих миРНК отмечено в биоптатах, коллоидный узел.          
Исследование микроРНК как биомаркеров канцерогенеза перспективно.     
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КСЕНОТРАНСПЛАНТАЦИЯ МИТОХОНДРИЙ: 
ПЕРЕНОС НАГРУЖЕННЫХ ЧУЖЕРОДНОЙ ДНК 
РАСТИТЕЛЬНЫХ МИТОХОНДРИЙ В КЛЕТКИ ЧЕЛОВЕКА
Клименко Е.С.1, Запорожченко И.А.2, Милейко В.Н.2, Морозкин Е.С.2, 
Кулинченко М.В.1, Лактионов П.П.2, Константинов Ю.М.1

1СИФИБР СО РАН, Иркутск
2ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Высокая распространенность так называемых «митохондриальных болезней» че-
ловека,  как в прочем и «болезней пожилого возраста», имеет своей причиной раз-
личные структурно-функциональные нарушения митохондриальных генов и в совре-
менных условиях  требует разработки новых  молекулярных и клеточных техноло-
гий, направленных на исправление генных дефектов в митохондриях. С учетом ранее 
обнаруженной нами природной компетентности митохондрий растений, дрожжей и 
человека к поглощению ДНК [1-4], этот тип органелл может быть эффективно исполь-
зован в исследованиях, направленных  как на выяснение молекулярных механизмов 
горизонтального переноса  генов в клетках представителей высших эукариот, так и 
для разработки новых биомедицинских технологий для генной терапии митохондри-
альных болезней человека. В работе исследована возможность переноса нагруженных 
чужеродной ДНК митохондрий клубней картофеля в клетки человека. С целью полу-
чения доказательств поглощения митохондрий клетками органеллы предварительно 
метили с помощью специфического флуоресцентного красителя (MitoTracker), а ми-
тохондриальную ДНК с использованием флуоресцентного красителя Hoechst 33342. В 
целом, проникновение митохондрий внутрь клеток установлено с помощью методов 
микроскопии, флуориметрии и количественного ПЦР. Работа выполнена при финансо-
вой поддержке Российского фонда фундаментальных исследований (№ 09-04-00992), 
Программы Президиума РАН «Фундаментальные науки – медицине» (ФНМ-16) и СО  
РАН (проекты №№ 7, 83, 98). 
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РОССИЙСКАЯ ИНИЦИАТИВА 
«МЕТАГЕНОМ КИШЕЧНИКА ЧЕЛОВЕКА»
Кострюкова Е.С.1, Тяхт А.В.1, Алексеев Д.Г.1, Селезнева О.В.1, Акопиан Т.
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Нормальная микрофлора (нормофлора, микробиота) человека имеет чрезвычайно 
важное общебиологическое значение. Разработка и внедрение в широкую практику 
методов высокопроизводительного параллельного секвенирования предоставили уче-
ным реальную возможность перейти к осуществлению метагеномных исследований с 
достаточной для системного подхода глубиной. 

В ходе реализации проекта на базе ФГУ «НИИ ФХМ» ФМБА России с использова-
нием генетической платформы SOLiD™ 4 System (Applied Biosystems) осуществлено 
глубокое секвенирование 150 образцов ДНК, выделенных из кала здоровых людей, 
проживающих на территории Российской Федерации. 

Нуклеотидные последовательности, полученные в ходе эксперимента для каждого 
из образцов, были картированы на известные геномы кишечных бактерий и референ-
сные базы генов микробиоты кишечника человека, после чего образцы сравнивались 
между собой статистическими методами по таксономическим единицам и функцио-
нальным группам генов. Для обнаруженных таксономических единиц были выявлены 
ряды ассоциаций видов между собой. В настоящий момент продолжаются активные 
работы по секвенированию метагеномных образцов и анализу полученных данных, 
включая метаболическую реконструкцию микробиоты кишечника человека.

Работа выполняется в рамках исследований консорциума научно-исследователь-
ских и медицинских институтов Российской Федерации, список которых перечислен 
на сайте http://www.metagenome.ru. В задачи консорциума входит всестороннее изу-
чение биоценоза  желудочно-кишечного тракта человека как в рамках метагеномного 
анализа, так и на уровне локальных взаимодействий микробов и клеток человеческого 
организма с использованием современных подходов и новейших технологий. Российс-
кая инициатива «Метагеном кишечника человека» призвана представлять Российскую 
Федерацию в области исследований микробиоты человеческого организма на мировом 
уровне.



46 Г Е Н О М И К А

ИССЛЕДОВАНИЕ ПОЛИМОРФНЫХ МАРКЕРОВ ГЕНА 
PON1 У БОЛЬНЫХ ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА
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Параоксоназы гидролизуют перекисные компоненты в составе липопротеинов 
низкой плотности. Мутации в данном гене (L54M, Q192R, -107 C>T) приводят к его 
низкой продуктивности и используются как маркеры риска сердечно-сосудистых за-
болеваний.

Цель исследования. Охарактеризовать параметры полиморфизма гена PON1 (L54M, 
Q192R, -107 C>T) и провести анализ ассоциаций полиморфных маркеров этих генов 
с количественными показателями липидного обмена у больных хронической формой 
ишемической болезни сердца. 

Материалы и методы. Материалом для исследования служили 149 образцов ДНК. В 
контрольную группу вошли 56 относительно здоровых людей (26 женщин, 30 мужчин), 
проживающих в городе Красноярске. Средний возраст женщин составлял 51,8±1,6, 
мужчин – 50,2±2,0 лет. В качестве больных ИБС было отобрано 93 человека (32 жен-
щины, 61 мужчина). Средний возраст женщин данной группы составлял 56,53±1,1, 
мужчин – 54,54±0,8 лет. Результаты. Выявлены достоверные различия в распределении 
аллелей и генотипов полиморфных маркеров L54M, Q192R гена PON1 между больны-
ми ИБС и контрольной группой. Носители генотипа АА маркера L54M, генотипа GG 
маркера Q192R имели достоверно более высокий уровень общего холестерола и ХС 
ЛПНП, чем носители генотипов ТТ и ТА маркера L54M, AA и AG маркера Q192R, что 
позволяет сделать вывод о наличии ассоциации между данными маркерами и ИБС. 
Статистически достоверных различий в распределении аллелей и генотипов маркера 
-107 C>T гена PON1 в группах больных ИБС и здоровых людей выявлено не было, это 
возможно, связано с недостаточным объемом исследуемых групп. 

Заключение. Выявление генетических маркеров, ассоциированных с заболевани-
ями сердечно-сосудистой системы в настоящее время является наиболее перспектив-
ным подходом. Полученные в нашем исследовании данные свидетельствуют об ассо-
циации полиморфизмов L54M, Q192R гена PON1 с развитием ишемической болезни 
сердца.
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РОЛЬ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА ЛИПОПРОТЕИНЛИПАЗЫ 
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Котловский М.Ю.1, Оседко О.Я.1, Говорун В.М.2, Котловский Ю.В.1, Оседко А.В.1, 
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Липопротеиновая липаза – ключевой фермент метаболизма липидов, который явля-
ется основным компонентом триглицерид-насыщенных хиломикронов и липопротеи-
нов очень низкой плотности (ЛПОНП). Существует несколько полиморфных маркеров 
гена LPL, которые ассоциированы с разным уровнем липидов в крови и развитием 
ИБС: N291S, S447X.

Цель исследования. Определить частоты аллелей гена липопротеинлипазы (LPL) у 
больных хронической формой ишемической болезни сердца в зависимости от показа-
телей липидного обмена. 

Материалы и методы. Материалом для исследования служили 149 образцов ДНК. В 
контрольную группу вошли 56 относительно здоровых людей(26 женщин, 30 мужчин), 
проживающих в городе Красноярске. Средний возраст женщин составлял 51,8±1,6, 
мужчин – 50,2±2,0 лет. В качестве больных ИБС было отобрано 93 человека (32 жен-
щины, 61 мужчина). Средний возраст женщин данной группы составлял 56,53±1,1, 
мужчин – 54,54±0,8 лет. 

Результаты. Достоверное увеличение показателей ЛПНП и холестерола у больных 
с хронической формой ИБС по сравнению со здоровыми людьми отмечается в гомози-
готных и гетерозиготных вариантах аллелей гена LPL (S447X, N291S). В то же время 
анализ распределения частот аллелей гена N291S в исследованных группах показал, 
что в группе здоровых людей не встречались носители генотипов AG и GG, а в группе 
больных ИБС выявлены носители генотипов AG. Сравнительный анализ распределе-
ния генотипов гена S447X показал, что в исследованных группах больных ИБС и здо-
ровых людей не встречались носители генотипа GG. Анализ распределения генотипов 
СС и CG в исследованных группах не выявил достоверных различий. 

Заключение. Показано распределение частоты аллельных вариантов генов липид-
ного обмена среди пациентов, страдающих ИБС и людей без сердечно сосудистых за-
болеваний в зависимости от показателей липидного обмена. Необходимо продолжить 
исследования в большой популяции пациентов с этим заболеванием.
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ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНА АНГИОТЕНЗИНОГЕНА T174M 
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В настоящее время, с развитием молекулярно-генетических технологий, вопрос о 
генетических маркерах заболеваний является интересом множества исследователей. 
Однако результаты, опубликованные исследователями в данной области, неоднознач-
ны. Поэтому нашей целью в исследовании было выявление и анализ последствий на-
личия мутации в гене, экспрессия которого непосредственно влияет на концентрацию 
одного из наиболее сильных вазоконстрикторов в организме человека.

Материалы и методы. Исследования проводили на группе из 102 относительно 
здоровых людей, а так же пациентов с хронической формой ИБС и гипертонической 
болезнью в возрасте 54-62 года. Анализ SNP (однонуклеотидных полиморфизмов ге-
нов) проводили методом минисеквенирования с последующим масс-спектрометри-
ческим фракционированием олигонуклеотидных зондов при помощи MALDI-TOF 
масс-спектрометрии. Работа проводилась совместно с НПФ «Литех», г. Москва. Ста-
тистическая обработка данных, в том числе таблиц сопряжения проводили с исполь-
зованием программного пакета SPSS 18.0 (Statistical Package for the Social Sciences). 
Различия считали достоверными при р<0,05.

Результаты. По полу и возрасту, а так же по распределению генотипов группы 
достоверно не отличались. Наличие или отсутствие  ИБС не влияло (р=0,518 по Ман-
на-Уитни) на распределение генотипов СС, СТ, ТТ. СС генотип преобладал в распре-
делении частот в исследуемой возрастной группе, в отличие от генотипа ТТ, при-
сутствовавшем лишь в 1% случаев. Достоверно установлено отсутствие сопряжения 
между генотипами и диагнозом гипертонии (р=0,516 для χ2, р=0,682 для поправки на 
непрерывность, р=0,518 для отношения правдоподобия., р=0,633 для критерия Фише-
ра). Однако носители генотипа СС имели более зрелый возраст и характеризовались 
большим числом сопутствующих заболеваний и их терапией. А достоверная ассо-
циация СС генотипа со стенокардией, атеросклерозом (по показателям ЛПНП, ХС и 
коэффициенту атерогенности) и с гиперкоагуляцией крови (уменьшение ПТВ) могла 
вторично приводить к гипертонической болезни, скрывая, таким образом, взаимосвязь 
истинно генетического патогенеза болезни у носителей мутантного аллеля в группе 
старше 45 лет.



49Г Е Н О М И К А

РОЛЬ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА АНГИОТЕНЗИНОГЕНА 
M235T (T>C) В ПАТОГЕНЕЗЕ СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТОЙ 
ПАТОЛОГИИ
Котловский М.Ю.1, Котловская О.С.1, Говорун В.М.2, Оседко О.Я.1, 
Кириченко Д.А.1, Покровский А.A.1, Оседко А.В.1, Котловский Ю.В.1

1 ГБОУ ВПО КрасГМУ, Красноярск
2 НИИ ФХМ, Москва

Использование современных молекулярно-генетических технологий позволило 
изучить роль наследственного полиморфизма гена, контролирующего различные 
метаболические и гомеостатические системы, нарушения которых вовлечены в 
патогенез сердечно-сосудистых заболеваний.

Материалы и методы: Исследовали относительно здоровых людей, а также, 
болеющих хронической формой ИБС, имеющих и не имеющих диагноз гипертонии 
в возрасте от 45 до 64 лет. Анализ мутаций проводили методом минисеквенирования 
с MALDI-TOF масс-спектрометрией. Работа проводилась совместно с НПФ «Литех», 
г. Москва.

Полученные результаты: 
В группе мужчин и женщин, здоровых и больных хронической формой 

ИБС, имеющих и не имеющих гипертоническую болезнь, в возрасте 45-64 года, 
находящихся на амбулаторном лечении конкором, отсутствуют сопряженности между 
генотипами АГ-235 и наличием диагноза гипертонии, повышенным систолическим и 
диастолическим артериальным давлением. Имеется сопряженность генотипов АГ-235 и 
адгезии тромбоцитов (p=0,022 для χ2 Пирсона, p=0,024 для отношения правдоподобия). 
У пациентов с патологией адгезии тромбоцитов, СТ встречается в 1.6 раз чаще, чем в 
группе с нормальными показателями. СС генотипа при патологии адгезии тромбоцитов, 
наоборот, в 3.5 раза меньше. На фоне отсутствия различий в распределении генотипов 
в группах с гипертонией и без нее, СТ генотип сопровождается более значительным 
общим ожирением, более низкой адгезией тромбоцитов, более низким АЧТВ и более 
высоким содержанием омега 7 жирной кислоты (ЖК) С20:3(7,10,13) по сравнению 
с носителями генотипа СС. Носители ТТ генотипа имеют более частую патологию 
митрального и аортального клапанов, более низкую АДФ агрегацию тромбоцитов, 
более высокое протромбиновое время, более высокое МНО и более высокое процентное 
содержание незаменимой ненасыщенной омега 3 ЖК С18:3 (9,12,15) по сравнению 
с пациентами, имеющими СТ генотип. Сумма ненасыщенных ЖК у носителей ТТ 
генотипа была также выше чем у лиц с СС генотипом.
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ВКЛАД ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ В ИЗМЕНЕНИЕ 
ИНДИВИДУАЛЬНОЙ ТЕРАПЕВТИЧЕСКОЙ ДОЗИРОВКИ 
ВАРФАРИНА*
Кох Н.В., Цветовская Г.А., Воронина Е.Н., Филипенко М.Л., Лифшиц Г.И., 
Слепухина А.А., Черноносов А.А., Федорова О.С.
ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Варфарин применяется для профилактики тромбозов у пациентов в связи с широким 
спектром патологических состояний. Основная проблема применения данного 
препарата – различие индивидуальных терапевтических доз. Средовые факторы (пол, 
возраст, особенности питания) объясняют лишь 17% вариабельности терапевтической 
дозы варфарина и около 50% составляют генетические факторы. Нами изучена 
частота встречаемости аллельных вариантов генов CYP2C9*2, *3 (R144С и I359L), 
С+1173Т VKORC, G>A rs2108622 CYP 4F2 и C>G rs11676382 GGCX у 120 пациентов, 
проживающих в Западно-Сибирском регионе, а также оценен вклад этих генетических 
маркеров в изменение терапевтической дозировки варфарина. Все пациенты 
принимали варфарин по медицинским показаниям более 1 года. Эффективность 
принимаемой дозы препарата оценивалась с помощью лабораторного показателя 
- МНО. Носительство аллельных вариантов генов определялось с помощью ПЦР. 
Получены достоверные отличия средних ежедневных доз варфарина в зависимости от 
генотипа VKORC: для пациентов с генотипом СС средняя доза составила 7,1±2,3мг, 
генотипом СТ – 4,8±1,9мг, генотипом ТТ – 2,8±0,6мг (p(CC–CT)=10-6, p(CT–TT)=8Ч10-4, 
p(CC–TT)=10-9). Присутствие аллеля CYP2C9*3 приводило к снижению индивидуальной 
ежедневной дозы: для генотипа *1/*1 средняя доза составила 5,8±2,5мг, для 
*1/*3 – 4,1±2,6мг (р=0,03). Носительство аллеля +1173Т гена VKORC1 повышает 
вероятность, что индивидуальная терапевтическая доза варфарина составит менее 5 
мг (доза, назначаемая при эмпирическом подборе) в 9,8 раз (OR=9,8, C.I.=[4,8–19,9], 
p=10-11), а носительство аллеля *3 гена CYP2C9 - в 6,3 раза (OR=6,3, C.I.=[1,3–31,7], 
p=0,01). При носительстве аллеля *2 гена CYP2C9 и аллеля G rs11676382 гена GGCX 
наблюдалась тенденция к снижению ежедневной дозы. Не выявлено достоверного 
влияния генотипа CYP4F2 на индивидуальную дозы варфарина. Таким образом, из 
генетических маркеров, наибольший вклад в подбор терапевтической дозировки 
варфарина в Западно-Сибирской популяции вносит генотип VKORC1 и CYP2C9.

* Работа выполнена при финансовой поддержке Интеграционного проекта СО РАН 
№90 и Федеральной целевой программы 16.512.11.2073.
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ГЕНОМНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ШТАММА PSEUDOMONAS 
AERUGINOSA, ДЛИТЕЛЬНОЕ ВРЕМЯ ЦИРКУЛИРУЮЩЕГО 
В СТАЦИОНАРЕ
Воронина О.Л., Кунда М.С., Аветисян Л.Р., Чернуха М.Ю., 
Шагинян И.А., Лунин В.Г.
ФГБУ «НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздравсоцразвития России, Москва

Эффективные протифилактические мероприятия, направленные на локализацию 
возбудителей внутрибольничных инфекций (ВБИ), невозможны без постоянного эпи-
демиологического надзора, проводимого с использованием современных методов 
молекулярной эпидемиологии. Основным возбудителем ВБИ в стационарах хирур-
гического профиля является Pseudomonas aeruginosa, что подтвердили исследования, 
проведенные сотрудниками лаборатории молекулярной эпидемиологии госпиталь-
ных инфекций НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи в отделениях ФНЦТИО им. академика В.И. 
Шумакова с 2006 по 2008 гг. Штаммы генотипа А по данным RAPD-PCR составляли 
72,6% всех штаммов P. aeruginosa, выделенных как от больных, так и из смывов с объ-
ектов внутрибольничной среды. Поскольку штаммы указанного генотипа продолжали 
циркулировать в стационаре и в 2010 г., несмотря на проведенные профилактические 
мероприятия, было предпринято дополнительное исследование их геномных особен-
ностей.

Применение мультилокусного секвенирования показало, что штаммы генотипа А, 
выделенные с 2006 по 2010 г., идентичны по аллельному профилю и отличаются от 
других штаммов, изолированных как от больных (ST 446, ST 598), так и из смывов с 
раковины в 2010 г.. Плазмиды 21 kb были выявлены у штаммов нескольких генотипов, 
однако интегроны класса I хромосомной локализации были присущи только штаммам 
генотипа А. Малый интегрон содержал ген β-лактамазы GES. Большой - включал гены 
aaD (аминогликозид-аденилил-трансферазы), tna, orfD, qacEdelta1, sul1.

Анализ профиля антибиотикорезистентности показал устойчивость штаммов гено-
типа А к карбапенемам и пенициллинам, отсутствие ингибирования β-лактамаз этих 
штаммов клавуланатом и тазобактамом, что подтверждает их принадлежность к се-
мейству GES. Устойчивость к гентамицину определяет активность выявленной ами-
ногликозид-аденилил-трансферазы. Проведенное исследование показало эволюцию 
антибиотикорезистентности штаммов генотипа А за время наблюдения. Штаммы 2010 
г. по сравнению со штаммами 2006 г. устойчивы к цефепиму, канамицину, нетилмици-
ну и тобрамицину, что предполагает наличие в составе генома этих штаммов дополни-
тельных генов β-лактамаз других семейств и гена аминогликозид-ацил-трансферазы. 
Таким образом, применение молекулярно-генетических методов способствовало вы-
яснению причин стабильности штамма P. aeruginosa в стационаре.



52 Г Е Н О М И К А

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ИЗОЛЯТОВ NEISSERIA GONORRHOEAE, ВЫДЕЛЕННЫХ 
ОТ ПАЦИЕНТОВ ИЗ г. АЛМАТЫ 
Кушнир А.В.1, Храпов Е.А.1, Муминов Т.А.2, Баев А.И.2, Филипенко М.Л.1

1 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск 
2 НИКВИ МЗ РК, Алматы

Эпидемиологические исследования Neisseria gonorrhoeae позволяют выявлять 
пути распространения штаммов гонококков, изучать динамику популяций гонококков, 
а также проводить филогенетический анализ. 

Существуют различные молекулярно-генетические методы типирования 
N. gonorrhoeae, среди которых наибольшую дискриминирующую способность имеют 
следующие методы: opa-типирование, секвенирование гена porB, и мульти-антиген-
ное типирование последовательностей (Neisseria gonorrhoeae multi antigen sequence 
typing, NG-MAST). 

Анализ варьирующих по числу тандемных повторов (variable number tandem re-
peats, VNTR) является более удобным методом, который широко применяется для ти-
пирования различных бактерий.

Целью данной работы был поиск VNTR-локусов в геноме N. gonorrhoeae и сравне-
ние метода VNTR-анализа с методами opa-типирования и NG-MAST.

В настоящем исследовании in silico было выявлено девять новых VNTR-локусов 
в геноме N. gonorrhoeae. Обнаруженные VNTR-локусы оказались высоко полимор-
фными при анализе коллекции из 48 изолятов, выделенных от больных гонореей из 
города Алматы (Казахстан). Индекс дискриминации Хантера-Гастона (Hunter-Gaston 
Discrimination Index, HGDI) для VNTR-анализа по девяти локусам составил 0.98. 

Данная коллекция изолятов была также охарактеризована методами opa-типирова-
ния и NG-MAST. Для этих методов HGDI составил 0.97 и 0.95, соответственно. 

Для сравнения конгруэнтности методов типирования был определён индекс Ранда. 
При сравнении VNTR-анализа и opa-типирования индекс Ранда составил 0.97, VNTR-
анализа и NG-MAST – 0.94, opa-типирования и NG-MAST – 0.96. Таким образом, ме-
тоды opa-типирования, NG-MAST и VNTR-анализ сравнимы по дискриминирующей 
способности и позволяют получить схожую кластеризацию изолятов. 

На основании полученных нами данных можно сделать вывод, что VNTR-анализ 
является высоко дискриминирующим методом, подходящим для генотипирования 
изолятов N. gonorrhoeae. 
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НАНОБИОКОМПОЗИТЫ НА ОСНОВЕ НАНОЧАСТИЦ 
ДИОКСИДА КРЕМНИЯ, СОДЕРЖАЩИЕ НУКЛЕОЗИД 
ТРИФОСФАТЫ 
Левина А.С., Васильева С.В., Сильников В.Н., Шацкая Н.В., Репкова М.Н., 
Зарытова В.Ф.
ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Разработан метод иммобилизации нуклеозидтрифосфатов на SiO2-наночастицы. 
Коммерческие SiO2-наночастицы, несущие аминогруппы, обработаны сукцинимид-
ным эфиром ε-азидокапроновой кислоты, с целью введения азидогрупп на поверхность 
частиц. Нуклеозидтрифосфаты предварительно модифицированы с целью введения 
в γ-фосфат линкера, несущего тройную связь. Ковалентное присоединение модифи-
цированного трифосфата к наночастицам происходит в соответствии с click-reaction 
между алкилен-модифицированным трифосфатом и азидогруппой на поверхности на-
ночастиц. На модельной системе исследованы субстратные свойства созданного нано-
композита SiO2~pppC, состоящего из дезоксицитидинтрифосфата, ковалентно присо-
единенного к SiO2-наночастицам, по отношению к ДНК-полимеразе I E. сoli (фрагмент 
Кленова). Показано, что при использовании SiO2~pppC вместо pppC реакция полме-
ризации происходит так же как при использовании всех четырех природных трифос-
фатов. Таким образом, показано, что нанокомпозит SiO2~pppC является субстратом 
ДНК-полимеразы.  
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ДОЗОВАЯ ЗАВИСИМОСТЬ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ЧАСТОТ 
ПОЛИМОРФНЫХ ЛОКУСОВ У ЗДОРОВЫХ РАБОТНИКОВ 
СИБИРСКОГО ХИМИЧЕСКОГО КОМБИНАТА
Литвяков Н.В.1, Халюзова М.В.2, Межерицкий С.А.1,
Гончарик О.О.1, Альбах Е.Н.1, Карпов А.Б.1, Тахауов Р.М.1

1 СБН Центр ФМБА России, Северск
2 НИ ТГУ, Томск

Одним из основных предметов радиобиологического исследования является пос-
троение дозовых зависимостей. В настоящей работе мы исследовали распределение 
частот генотипов полиморфных локусов у здоровых работников Сибирского химичес-
кого комбината (СХК) в зависимости от дозы хронического внешнего облучения. Ус-
тановление таких дозовых зависимостей будет показывать, носители каких генотипов 
с увеличением дозы облучения элиминируются из популяции.

Обследовано 1 350 здоровых работников СХК, которые в процессе профессиональ-
ной деятельности подвергались долговременному воздействию внешнего γ-излучения. 
Они были распределены на 3 группы в зависимости от суммарной дозы облучения: 
1-50 мЗв, > 50-200 мЗв, > 200 мЗв. Группа контроля численностью 351 человек была 
сформирована из работников вспомогательного производства СХК, не подвергавших-
ся профессиональному облучению. Генотипирование проводили методом RT-PCR. Ис-
следовано 19 SNP. Для оценки достоверности распределения частот генотипов между 
дозовыми группами использовали точный критерий Фишера.

Из 19 исследованных полиморфных локусов дозовая зависимость установлена для 
4 SNP. С увеличением дозы внешнего облучения уменьшается частота “дикого” ге-
нотипа ТР53 rs8073498 и увеличивается частота гетерозиготного генотипа. Для поли-
морфного локуса GSTP1 rs1695 с увеличением дозы также снижается частота “дико-
го” A/A-генотипа и увеличивается частота гетерозиготного A/G-генотипа. Распределе-
ние генотипов достигает значимых различий по точному критерию Фишера (р = 0,02) 
только между контролем и группой с дозой облучения более 200 мЗв. Аналогичные 
результаты получены и для ABCB1 rs1045642, с повышением дозы ионизирующего из-
лучения частота “дикого” генотипа C/C снижается, а частота гетерозиготного генотипа 
C/T повышается. Можно полагать, что во всех 3 случаях носители гетерозиготных 
генотипов более устойчивы к радиационному воздействию. По SNP MTHFR rs1801133 
c увеличением дозы облучения увеличивается частота “дикого” и снижаются частоты 
гетерозиготного и мутантного генотипов. Это может указывать на более высокую ра-
диорезистентность носителей “дикого” генотипа MTHFR rs1801133.
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«ВИТАМИН Е И SKQ ПРЕДОТВРАЩАЮТ НАКОПЛЕНИЕ 
ДЕЛЕТИРОВАННОЙ мтДНК В ГИППОКАМПЕ КРЫС 
ПРИ ПРЕЖДЕВРЕМЕННОМ СТАРЕНИИ».
Лощенова П.С., Роцкая У.Н., Синицына О.И.
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск.

Соматические мутации митохондриальной ДНК (мтДНК) и дисфунция митохонд-
рий тесно связаны с процессом старения и возраст-зависимыми заболеваниями. Наибо-
лее известной теорией, отводящей митохондриям ключевую роль в процессе старения, 
является свободнорадикальная теория Хармана. Она говорит о том, что с возрастом в 
результате продукции митохондрией активных форм кислорода, в клетке происходит 
повреждение различных макромолекул, в том числе самой мтДНК. Возрастное накоп-
ление соматических мутаций мтДНК наблюдается во многих тканях.

В работе исследована возрастная динамика количества мтДНК, содержащей про-
тяженную делецию, в гиппокампе крысы. Работу проводили на преждевременно ста-
реющих крысах линии OXYS, созданной в ИЦиГ СО РАН селекцией крыс линии 
Wistar, чувствительных к катарактогенному эффекту галактозы. Животные линии 
OXYS характеризуются рядом дегенеративных заболеваний, в том числе наруше-
ниями в когнитивной и эмоциональной сферах, а так же дисфункцией митохонд-
рий. Ранее было продемонстрировано, что антиоксиданты способны смягчать про-
явление когнитивных нарушений у преждевременно стареющих крыс линии OXYS. 
Нами изучено влияние антиоксидантов на содержание делетированной мтДНК в 
гиппокампе.  Начиная с 20 дней и до 3 месяцев, когда формируются фенотипические 
признаки, животные получали антиоксиданты с пищей. Было показано повышенное 
содержание делетированной мтДНК у крыс линии OXYS (p=0,05) по сравнению с 
таковым в контрольной линии крыс Wistar. Под действием как классического анти-
оксиданта витамина Е, так и митохондриально направленного skQ наблюдалось до-
стоверное снижение (p=0,02 и  p=0,003 соответственно) относительного количества 
делетированной мтДНК у крыс линии OXYS по сравнению с крысами данной линии, 
не получавших антиоксидантов.
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ИССЛЕДОВАНИЕ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА HIF-1α 
ПРИ ЭМБРИОНАЛЬНЫХ ПОТЕРЯХ
Коваленко К.А., Беличенко Н.И., Машкина Е.В.
НИИ биологии ЮФУ, Ростов-на-Дону

В течение первого триместра плацента человека развивается в гипоксической сре-
де. В условиях низкого содержания кислорода факторы, индуцируемые гипоксией 
(HIF) являются основными регуляторами в транскрипции ряда генов, которые играют 
решающую роль в эритропоэзе, ангиогенезе, транспорте глюкозы и гликолизе. Разви-
тие и созревание плаценты – это сложный процесс, требующий скоординированного 
регулирования вторжения трофобласта, пролиферации и дифференцировки в мате-
ринской децидуальной оболочке для адекватного кровоснабжения и развития плода. 
Нарушение плацентации в течение первого триместра беременности может приводить 
к неразвивающейся беременности, задержке внутриутробного развития плода, преэк-
лампсии, отслойке плаценты.

Существует тесная взаимосвязь между уровнем экспрессии HIF-факторов и содер-
жанием кислорода, активностью ренин-ангиотензиновой системы, уровнем цитоки-
нов и факторов роста и др. 

Целью данной работы было оценить уровень экспрессии гена HIF-1α в эндометрии 
и хорионе при нормальном течении беременности и при невынашивании беременнос-
ти первого триместра.

При физиологическом течении беременности с 5 по 10 недели уровень экспрессии 
гена HIF-1α постепенно повышается. К 11 неделе беременности уровень экспрессии 
HIF-1α достаточно высок и составляет около 80% от экспрессии гена β-актина. В тка-
нях эндометрия уровень мРНК гена HIF-1α практически в 2 раза ниже по сравнению 
с хорионом. 

При невынашивании беременности в эндометрии уровень экспрессии гена HIF-1α 
не отличается от контроля. В то же время в хорионе содержание мРНК HIF-1α статис-
тически значимо снижено по сравнению с данным показателем при нормально проте-
кающей беременности. Это может приводить к различным нарушениям нормального 
установления и течения беременности.
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ВЫЯВЛНИЕ РЕГУЛЯТОРНЫХ SNP, АССОЦИИРОВАННЫХ 
С РАЗЛИЧНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ, 
С  ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ДАННЫХ ChIP-seq
Меркулова Т.И., Антонцева Е.В., Брызгалов Л.О., Понамаренко М.П., 
Савинкова Л.К., Васильев Г.В., Драчкова И.А., Матвеева М.Ю., Колчанов Н.А.    
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

       

rSNPs - SNPs в регуляторных районах генов, способные влиять на уровень и паттерн 
их транскрипции, играют важную роль в адаптивных процессах и процессе эволюции, 
а также в развитии патологических состояний. Целью данной работы было выявление 
и характеристика регуляторных SNPs, связанных с различными заболеваниями, с 
помощью комплекса экспериментальных и компьютерных методов. 

На примере TDO2 человека и K-ras мыши были идентифицированы 
транскрипционные факторы, сайты связывания которых появляются или исчезают 
в результате однонуклеотидных замен, связанных с предрасположенностью к 
психическим расстройствам и раку легких, соответственно. Анализ ассоциированных 
с β-талассемией, анемией, рядом нейродегенеративных и аутоиммунных заболеваний 
SNPs в ТАТА боксах промоторов генов β-глобина, TPI, SOD1 и MBL человека показал,  
что однонуклеотидные замены приводят к 3-6 кратному снижению сродства TBP к 
этим участкам. Разработан оригинальный подход к поиску потенциально регуляторных 
SNPs в геноме человека, основанный  на совмещении данных баз dbSNP, OMIM и 
проекта ENCODE по массовому выявлению мест связывания различных факторов 
транскрипции (ChIP-seq). Найдено 45 ассоциированных с различными патологиями 
потенциальных rSNPs, 21 из которых кардинально меняли картину связывания 
транскрипционных факторов хотя бы одной из четырех линий клеток человека (HeLa, 
HepG2, K563, HTC).  Подход был использован также для поиска rSNPs, потенциально 
значимых для развития заболеваний. В качестве модели были выбраны гены APC 
(семейный полипоз толстой кишки) и MLH1 (ассоциирован с неполипозным раком 
толстой кишки). Из 3000 и 1000 SNPs, обнаруженных в генах APC и MLH1,   14 
(APC) и 6 (MLH1) по данным ENCODE оказались расположенными в потенциальных 
регуляторных районах. При этом 7 из 14 SNPs  гена APC  уже аннотированы в качестве 
клинически  значимых, что указывает на перспективность изучения связи остальных 
потенциальных  rSNPs с развитием злокачественных новообразований толстого 
кишечника.

Работа поддержана грантом РФФИ N 10-04-00462-а и ГК 16.512.11.2274
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ПОИСК МОЛЕКУЛЯРНЫХ МИШЕНЕЙ РНКазы А 
ПУТЕМ СЕКВЕНИРОВАНИЯ кДНК-БИБЛИОТЕК миРНК 
НА ПЛАТФОРМЕ Solid
Миронова Н.Л., Патутина О.А., Бреннер Е. В., Курильщиков А.М., 
Власов В.В., Зенкова М.А.
ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Недавно полученные данные об участии малых некодирующих РНК в регуляции 
канцерогенеза позволили взглянуть на эти молекулы, как на новый класс терапевти-
ческих мишеней. Ранее нами было показано, что введение сверхнизких доз РНКазы А 
ингибирует развитие метастазов на 60 - 90% и замедляет рост опухоли на 30%. Было 
обнаружено, что наблюдаемые противоопухолевый и антиметастатический эффекты 
РНКазы А сопровождаются снижением патологически повышенного уровня внекле-
точных РНК и повышением рибонуклеазной активности плазмы крови животных-опу-
холеносителей.

В данной работе с целью поиска возможных молекулярных мишеней РНКазы А 
из опухоли и сыворотки животных-опухоленосителей до и после лечения РНКазой 
А были получены фракции миРНК, с использованием которых были подготовлены 
библиотеки кДНК и проанализированы методом массового параллельного секвениро-
вания на платформе ABA Solid 3.5. Данные секвенирования и биоинформационного 
анализа показали, что лечение РНКазой А приводит к снижению уровней сывороточ-
ных миРНК и повышению уровней внутриклеточных миРНК опухоли, прямыми и 
опосредованными мишенями которых являются мРНК, кодирующие белки, которые 
участвуют в событиях инвазии – клеточной адгезии (ITGB1-3, ITGA5, ITGAV, PTK2), 
протеолизе (MMP2, MMP14) и ангиогенезе (ARNT, VEGF-A, HIF-1A), а также мРНК 
онкогенов и регуляторов пролиферации (PTEN, PHB). Полученные данные доказы-
вают, что противоопухолевый и антиметастатический эффект РНКазы А связан с из-
менением профилей внеклеточных и опухолеспецифических миРНК, участвующих в 
регуляции пролиферации и метастазирования.

Работа поддержана Программами РАН «Молекулярная и клеточная биология» и 
«Фундаментальные науки – медицине», грантом РФФИ 09-04-01362 и научными шко-
лами №7101.2010.4.
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Микро-РНК ПЕЧЕНОЧНЫХ СОСАЛЬЩИКОВ 
OPISTORCHIS FELINEUS, OPISTHORCHIS VIVERRINI  
И CLONORCHIS SINENSIS
Мордвинов В.А. 
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

Печеночные сосальщики Opisthorchis felineus и Opisthorchis viverrini – трематоды 
семейства описторхид – вызывают у человека описторхоз – паразитарное заболевание, 
поражающее гепатобилиарную систему и поджелудочную железу. Чрезвычайно близ-
кое по симптоматике заболевание, клонорхоз, вызывают печеночные сосальщики вида 
Clonorchis sinensis, также входящего в это семейство. Представители названных видов 
обнаруживают высокое морфологическое и генетическое сходство и характеризуются 
сложным жизненным циклом. 

Известно, что микроРНК, функционирующие как антисенс-регуляторы других 
РНК, играют заметную роль в регуляции  широкого круга молекулярно-генетических 
процессов на разных стадиях онтогенеза. С целью изучения генетических механизмов 
контроля жизненного цикла паразитов был проведен поиск и анализ генов микро-РНК 
для трех образцов O. felineus, представляющих разные стадии развития и органы чер-
вя (марита без матки, матка с яйцами, метацеркарии), а также марит  C. sinensis и O. 
viverrini. 

Фрагменты последовательностей транскриптомов исследуемых видов были по-
лучены по технологии SOLiD. Поскольку полные геномы описторхид в настоящее 
время еще не расшифрованы, для идентификации генов микро-РНК использовалось 
картирование секвенированных последовательностей на геном паразитического червя 
Schistosoma japonicum, для которого установлено 55 последовательностей микро-РНК. 
Картирование последовательностей осуществлялось программой BFAST. 

Часть секвенированных последовательностей картируется на участки генома S. 
japonicum, кодирующие 16 из 55 известных микро-РНК. При этом числа последова-
тельностей, картированных на эти гены, отличаются как между образцами с разных 
стадий и из разных органов O. felineus, так и между образцами разных видов опистор-
хид.

Поскольку число картированных последовательностей на качественном уровне от-
ражает характер экспрессии гена, из полученных данных можно сделать вывод, что 
выявленные гены микро-РНК экспрессируются специфически как у разных видов 
описторхид, так и на разных стадиях жизненного цикла O. felineus.

Работа поддержана грантом РФФИ №10-04-01310, программой РАН VI.45.1.3, 
Грантом РФФИ укр_ф_а № 11-04-90490,  Госконтрактами   по ФЦП № 16.512.11.2129 
и №16.522.12.2006.
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ CВОБОДНОЙ 
АПОПТОТИЧЕСКОЙ И ГЕНОМНОЙ ДНК МЕТОДОМ 
МАССОВОГО ПАРАЛЛЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ
Морозкин Е.С., Лосева Е.М., Морозов И.В., Курильщиков А.М., Бондарь А.А., 
Лактионов П.П., Власов В.В.
ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Перспективным направлением онкодиагностики является детекция генетических 
и эпигенетических маркеров, характерных для клеток опухолей, в составе циркулиру-
ющих в крови ДНК (циркДНК). Однако отсутствие данных о составе и особенностях 
фрагментации циркДНК не позволяет выбирать адекватные ДНК-мишени и создавать 
диагностические системы, обладающие высокой чувствительностью и специфичнос-
тью.  Поскольку основным механизмом генерации циркДНК является апоптоз – было 
выполнено сравнительное исследование свободной апоптотической и  геномной 
ДНК.

Апоптотическая ДНК была выделена из культуральной среды двух линий первич-
ных эндотелиальных клеток, выделенных из пупочной вены новорожденных (HUVEC) 
после индукции в клетках апоптоза, геномная ДНК – из ядер этих же клеток без индук-
ции апоптоза. В результате массового параллельного секвенирования с использовани-
ем платформы SOLiD было получено 49.5 и 51.5 миллионов прочтений длиной 50 н. 
для апоптотической и геномной ДНК, соответственно. В результате анализа с исполь-
зованием базы данных повторов Genetic Information Research Institute было показано, 
что такие классы Alu-повторов, как AluJ, AluS и AluY, локализованные преимущест-
венно в составе эухроматина, перепредставлены в составе апоптотической ДНК отно-
сительно геномной в 2.47 (SD, 3.6%), 2.45 (SD, 5.5%) и 2.79 (SD, 6.1%), соответствен-
но. В то же время некоторые классы L1 элементов: L1MA и L1ME, локализованные в 
составе гетерохроматина, недопредставлены в апоптотической ДНК в 1.4 (SD, 22%) 
и 1.45 (SD, 9%) соответственно. В результате анализа с использованием базы данных 
экзонов было показано, что апоптотическая ДНК в 1.4 раза обогащена кодирующими 
последовательностями относительно геномной ДНК.

Таким образом, свободные апоптические тельца из культуральной среды содержат 
преимущественно кодирующие ДНК-последовательности.  Повышенное содержание 
эухроматина в составе апоптических телец и профиль фрагментации ДНК позволяют 
оптимизировать поиск ДНК-онкомаркеров, и, в частности, демонстрируют, что гипо-
метилированные, транскрипционно активные ДНК являются более предпочтительны-
ми циркДНК-онкомаркерами, чем общепринятые гиперметилированные гены опухо-
левой супрессии. 



61Г Е Н О М И К А

ЭКСПРЕССИЯ МОЗГОВОГО НЕЙРОТРОФИЧЕСКОГО 
ФАКТОРА (BDNF) В ОТДЕЛАХ ГОЛОВНОГО МОЗГА 
НЕОНАТАЛЬНЫХ КРЫСЯТ: ЭФФЕКТЫ ГЛЮКОКОРТИКОИДОВ
Музыка В.В.1, Меньшанов П.Н.2, Дыгало Н.Н.1, 2

1 НГУ, Новосибирск
2 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

Мозговой нейротрофический фактор (matBDNF) и его белок-предшественник 
(proBDNF) являются важными регуляторами формирования мозга в онтогенезе. Де-
финитивная экспрессия BDNF зависит от стероидных гормонов стресса, действующих 
через минералокортикоидные (MR) и глюкокортикоидные (GR) рецепторы, экспрес-
сия которых существенно различается в отделах формирующегося головного мозга. 
Кроме того, если matBDNF способствует выживанию клеток, то proBDNF индуцирует 
апоптоз. 

Поэтому для установления возможных причин наблюдаемых периодов пиков про-
лиферации и гибели клеток, специфичных для формирования каждого из отделов 
мозга, представляется важным выяснить региональные особенности соотношения 
proBDNF и matBDNF в отделах мозга, а также определить влияние глюкокортикоидов 
на их экспрессию в ранние периоды жизни. 

В работе методом иммуноблота исследовали уровни matBDNF и proBDNF в гип-
покампе, коре, стволовой части мозга и мозжечке 3- и 8-дневных крысят в базальном 
состоянии, а также после введения природного глюкокортикоида гидрокортизона, вза-
имодействующего как с GR, так и с MR, и его синтетического аналога дексаметазо-
на, селективно активирующего лишь GR. У 3-дневных животных не было отмечено 
достоверных различий по экспрессии proBDNF и matBDNF между отделами мозга. 
У 8-дневных крысят уровень matBDNF был достоверно ниже в коре, и достоверно 
выше в стволе мозга по сравнению со всеми другими отделами. Отношение matBDNF/
proBDNF также было существенно сниженным в коре, по сравнению с другими струк-
турами мозга. На 8 день жизни глюкокортикоиды через 6 ч после введения не оказы-
вали заметного влияния на уровни matBDNF и proBDNF в коре и стволе головного 
мозга — отделах, богатых только GR рецепторами. В то же время в гиппокампе на-
блюдалось снижение экспрессии proBDNF после введения гидрокортизона, тогда как 
уровень matBDNF оставался неизменным. Поскольку введение селективного агониста 
GR дексаметазона не влияло на экспрессию форм BDNF, то обнаруженные в гиппо-
кампе эффекты гидрокортизона, очевидно, опосредованы через MR, уровень которых 
высок в этом отделе начиная с первой недели жизни крысят.

Таким образом, в головном мозге неонатальных крысят выявляются  межрегио-
нальные различия по соотношению экспрессии proBDNF и matBDNF, и естественные 
глюкокортикоиды способны изменять это соотношение в гиппокампе, экспрессирую-
щем MR на относительно высоком по сравнению с другими структурами развивающе-
гося мозга уровне.

Работа поддержана грантом РФФИ 11-04-00375.
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ ЭВОЛЮЦИЯ МЕЖГЕННОГО СПЕЙСЕРА 
trnH-psbA ХЛОРОПЛАСТНОЙ ДНК В СЕМЕЙСТВЕ CRASSU-
LACEAE – ТОЛСТЯНКОВЫЕ
Никулин А.Ю.1, Гончаров А.А.2

1 ДВФУ, Владивосток
2 БПИ ДВО РАН, Владивосток

Семейство Crassulaceae содержит около 1400 видов, классифицируемых в 33 рода 
[1]. Представители семейства известны как лекарственные, декоративные садовые и 
комнатные растения. Фенотипическое разнообразие, большое число видов, небольшое 
количество молекулярно-генетических исследований не позволяют вывести единый 
взгляд на систематику внутри семейства и реконструкцию родственных отношений в 
нем.  

Ранее показано, что функционально менее значимые - менее консервативные спей-
серные области хлоропластного генома являются эффективными филогенетическими 
маркерами для понимания эволюционных тенденций среди главных линий покрыто-
семянных растений [2]. Межгеный спейсер trnH-psbA хпДНК находится между пос-
ледовательностями генов psbA (D1 белок фотосистемы ІІ) и trnH (тРНК гистидина). 
Среди достоинств спейсера относительно небольшая длина (<500 нт), вездесущность 
у растений, высокое межвидовое различие последовательностей, универсальные флан-
говые праймеры. 

В работе использованы 98 нуклеотидных последовательностей trnH-psbA сем. 
Crassulaceae (8 родов, 63 вида), взятых из базы данных Genbank, а также 60 последо-
вательностей, полученных нами в ходе выполнения работы (2 рода, 3 вида). Установ-
лено, что межгенный спейсер trnH-psbA толстянковых существенно короче, чем в дру-
гих группах растений (~245 пн) и характеризуется низким содержанием ГЦ-оснований 
(~21,5%). Сравнение дивергенции последовательностей межгенного спейсера trnH-
psbA показало, что роды толстянковых отличаются скоростью накопления мутаций 
в этом участке, и, соответственно, его информативностью для анализа родственных 
отношений. TrnH-psbA наиболее перспективен для использования в родах Cotyledon 
и Rhodiola, а так же для изучения генетической структуры популяций у Orostachys 
spinosa.

Список литературы:
Eggli U. Illustrated handbook of succulent plants: Crassulaceae // Springer 2003. P. 5-8.
Borsch T., Quandt D. Mutational dynamics and phylogenetic utility of non-coding chloroplast DNA // 
Pl. Syst. Evol. 2009. Vol. 282. P. 169-199.

1.
2.



63Г Е Н О М И К А

НАПРАВЛЕННАЯ ДИФФЕРЕНЦИРОВКА КЛЕТОК 
МОРСКИХ БЕСПОЗВОНОЧНЫХ ЖИВОТНЫХ В КУЛЬТУРЕ
Одинцова Н.А.1, 2, Агеенко Н.В.1, Дячук В.А.1, Кипрюшина Ю.О.1, 2 
1 ИБМ им. А.В. Жирмунского ДВО РАН, Владивосток
2 ДВФУ, Владивосток

Работа направлена на создание технологий индукции дифференцировки 
стволовых клеток моллюсков и иглокожих с целью их развития в определенный 
функционально активный клеточный тип. Изучено влияние экзогенной регуляции 
на рост и направленную дифференцировку  эмбриональных и личиночных клеток 
этих животных в культуре. Нами установлено, что субстраты с различными 
адгезивными характеристиками могут определять развитие того или иного фенотипа, 
а  культивируемые клетки используют интегрин-зависимый механизм для адгезии 
и роста. Прикрепленные, но не распластанные личиночные клетки моллюсков на 
коллагене имели высокий пролиферативный потенциал, но коллагеновый субстрат 
ингибировал развитие миогенной дифференцировки. Установлен факт самоорганизации 
диссоциированных клеток мидии в культуре с образованием нейромышечных колоний. 
Впервые получены доказательства, что миогенная дифференцировка клеток личинок 
в условиях культуры повторяет процесс организации мышечных структур и нервных 
элементов в процессе личиночного метаморфоза моллюсков. Для клеток эмбрионов 
морских ежей нами разработаны условия спикулогенной дифференцировки. Впервые 
показано, что сыворотку, присутствие которой необходимо для образования спикул in 
vitro, можно заменить, вводя в питательную среду комплекс факторов, состоящий из 
инсулина, трансферрина и лектинов. Кроме того, разработана технология направленной 
дифференцировки пигментных клеток эмбрионов морских ежей с использованием 
природных матриксных белков. Установлено, что добавление к эмбрионам морских 
ежей шикимовой кислоты, предшественника нафтохиноидных пигментов, значительно 
увеличивает экспрессию генов, участвующих в биосинтезе пигментов у морских 
ежей. Это позволит решать прикладные задачи, включая создание клеточных культур, 
продуцирующих пигмент эхинохром, обладающий высоким терапевтическим 
потенциалом. Управление процессами роста и дифференцировки стволовых клеток 
морских беспозвоночных открывает перспективу широкого применения клеточных 
культур в морской биотехнологии.

Работа поддержана Президиумом ДВО РАН (проекты  09-I-П22-04, 09-II-CO-06-
001, НТ-08-016-04), и Программой ДВФУ (№ 11 G34.31.0010). 
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ГЕНОМИКА И МЕТАГЕНОМИКА ЭКСТРЕМОФИЛЬНЫХ 
МИКРООРГАНИЗМОВ
Марданов А.В., Кадников В.В., Равин Н.В. 
Центр «Биоинженерия» РАН, Москва

Разработка в течение последних лет  методов высокопроизводительного 
секвенирования многократно расширяет возможности проведения исследования в 
области расшифровки геномов микроорганизмов. Объектами нашей работы являются 
микроорганизмы, обитающие в экстремальных условиях окружающей среды, в 
первую очередь термофильные археи, живущие при температурах 70-110oС. Это 
эволюционно древние организмы со сравнительно небольшими геномами, однако, 
обладающие полноценными системами метаболизма. Геномные данные особенно 
важны для исследования термофильных архей, поскольку для большинства из них 
отсутствуют генетические «инструменты», и даже их культивирование является 
непростой задачей.

С использованием метода параллельного пиросеквенирования мы определили пол-
ные нуклеотидные  последовательности геномов десяти термофильных архей и двух 
бактерий. Две археи представляли новые порядки, - Acidilobales и Fervidicoccales, 
остальные были выбраны благодаря особенностям их метаболизма или необычным 
местам обитания. Геномные данные были использованы для идентификации путей 
метаболизма этих микроорганизмов; изучения молекулярных механизмов генетичес-
ких процессов, эволюции генома и отдельных генов; проведения структурно-функци-
ональных исследований ферментов, представляющих интерес для биотехнологии, а 
также для анализа экологической роли микроорганизмов в природных сообществах.

Применение методов высокопроизводительного секвенирования отрывает новые 
возможности молекулярного анализа состава микробных сообществ на основе 
определения последовательностей фрагментов генов 16S рибосомной РНК. В докладе 
будут представлены результаты молекулярного анализа сообществ микроорганизмов 
термальных источников Камчатки и месторождений гидратов метана на дне озера 
Байкал. Наконец, расшифровка «полного» метагенома микробного сообщества 
позволяет определить не только таксономический состав сообщества микроорганизмов, 
но и провести его функциональную характеристику, реконструкцию путей метаболизма 
и экологических взаимосвязей, определив набор генов «метагнома». Результаты 
анализа метагенома микробного сообщества пластовых вод нефтяного месторождения 
Западной Сибири будут представлены в докладе.      
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ 
ПРИЗНАКОВ У КРЫС ГИПЕРТЕНЗИВНОЙ ЛИНИИ НИСАГ
Редина О.Е., Смоленская С.Э., Пыльник Т.О., Иванова Л.Н., Маркель А.Л. 
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

Работа выполнена с целью определения генов-кандидатов, контролирующих про-
явление физиологических признаков у гипертензивных крыс НИСАГ. Анализировали 
признаки: артериальное давление (АД) в покое и в условиях эмоционального стресса, 
весовые параметры, концентрацию катехоламинов в гипоталамусе и в стволе мозга, и 
концентрацию кортикостерона в плазме крови в покое и при стрессе.  Для поиска 
генов-кандадатов использовали два метода геномного анализа: QTL анализ, позволив-
ший найти генетические локусы (QTL),  ассоциированные с проявлением изучаемых 
физиологических признаков у гипертензивных крыс НИСАГ и нормотензивных крыс 
WAG, и анализ микрочипов, который позволил определить дифференциально экспрес-
сирующиеся гены в найденных QTL. Исследование выполнено на самцах гибридах F2 
(НИСАГ х WAG) в возрасте 6 месяцев. Сравнительный анализ экспрессии 22-х тысяч 
генов на микроматрицах RatRef-12 Expression BeadChip (Illumina, USA) проводили в 
тканях ствола мозга, гипоталамуса, гипофиза, надпочечников и почек крыс НИСАГ и 
WAG.

Найдены гены-кандидаты с плейотропным эффектом для признаков: АД в покое и 
концентрация дофамина в гипоталамусе (Chr.1); АД в покое, вес надпочечников и кон-
центрация норадреналина в гипоталамусе (Chr.1); концентрация дофамина в стволе 
мозга (Chr.8); концентрация кортикостерона в плазме крови в покое и относительный 
вес надпочечников (Chr.11).

Уровень артериального давления у крыс НИСАГ в возрасте 6 мес. контролирует-
ся генетическими локусами на хромосоме 1 и связан с функциональным состоянием 
гипоталамуса, надпочечников, почек, сердца и селезенки. Имеющиеся межлинейные 
различия в регуляции артериального давления у крыс НИСАГ и WAG в значитель-
ной степени обусловлены различиями в работе генов ионного транспорта.   
Работа показала высокую эффективность совместного использования метода QTL и 
анализа микрочипов для определения генов-кандидатов, контролирующих проявление 
физиологических признаков. Найденные дифференциально экспрессирующиеся гены 
в QTL являются кандидатами для изучения их роли в контроле АД в покое и при стрес-
се, а также ряда связанных с ним признаков.

Работа поддержана грантами РФФИ, Министерства науки и образования РФ и про-
граммами президиума РАН «Молекулярная и клеточная биология» № 6.15 и «Биораз-
нообразие» № 27.26.
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НАНОБИОКОМПОЗИТЫ, СОСТОЯЩИЕ 
ИЗ НАНОЧАСТИЦ ДИОКСИДА ТИТАНА 
И АНТИСЕНС-ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ
Репкова М.Н.1, Левина А.С.1, Исмагилов З.Р.2, Шикина Н.В.2, Евдокимов А.А.3, 
Мазуркова Н.А.3, Загребельный С.Н.4, Зарытова В.Ф.1

1 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск
2 ИК СО РАН, Новосибирск
3 ФГУН ГНЦ ВБ “Вектор”, Новосибирская обл.
4 НГУ, Новосибирск

Уникальные свойства наноматериалов, особенно их способность проникать через 
клеточные мембраны, открывает возможности решить проблему доставки лекарс-
твенных препаратов в клетки. В данной работе разработан подход к доставке ДНК 
фрагментов в клетки с использованием наночастиц. Созданы нанобиокомпозиты, со-
стоящие из наночастиц диоксида титана и олигонуклеотидов, нековалентно присо-
единенных к наночастицам с помощью полилизинового линкера вида TiO2•PL-DNA 
или TiO2•PL+DNA. ДНК-фрагменты присоединены к полилизину либо ковалентно 
(PL-DNA), либо через электростатические взаимодействия (PL+DNA). Предложенные 
нанобиокомпозиты проникают в клетки MDCK и HeLa без дополнительных транс-
фецирующих агентов. Показано, что ДНК-фрагменты в составе нанобиокомпозитов 
проявляют значительный сайт-специфический противовирусный эффект в отношении 
вируса гриппа А человека, в то время как тот же фрагмент ДНК, доставленный с помо-
щью липофектина был менее эффективен. Индекс селективности созданных наноком-
позитов, т.е. отношение токсической и эффективной дозы составил ~120–150. Таким 
образом, в опытах in vitro показана перспективность разработанных нанобиокомпо-
зитов в качестве ген-направленных препаратов нового поколения для ингибирования 
репродукции вирусов гриппа А, 

Работа поддержана интеграционным проектом СО РАН № 61, грантом РФФИ 
№ 11-04-01408а, программой ФЦП ГК №  02.512.12.2038 и ГК № 16.512.11.2267, про-
ектом № 2.1.1/5642  в рамках программы “Развитие научного потенциала высшей 
школы»
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АНАЛИЗ ДНК-МАРКЕРОВ РАКА ЛЕГКОГО 
В МЕТАГЕНОМЕ КРОВИ
Пономарева А.А.1, Рыкова Е.Ю.2, Чердынцева Н.В.1, Скворцова Т.Э.2, 
Морозкин Е.С.2,  Добродеев А.Ю.1, Завьялов А.А.1, Тузиков С.А.1, Власов В.В.2, 
Лактионов П.П.2
1 НИИ онкологии СО РАМН, Томск
2 Институт ИХБФМ СО РАН,  Новосибирск

Социально значимой проблемой является поиск онкомаркеров крови, пригодных 
для ранней диагностики и прогнозирования клинического течения РЛ. Для этого ве-
дется интенсивное исследование ДНК, циркулирующих в крови (цирДНК), концен-
трация и состав которых достоверно изменяются при раке. В работе использованы 
образцы крови здоровых людей (n=33), больных хронической обструктивной болез-
нью (ХОБЛ) (n=22) и немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ) T1-3N0-3M0 (n=60), 
первично обратившихся в клинику НИИ онкологии. По данным количественной ПЦР 
гена β-актина и LINE-1 повторов концентрация цирДНК, связанных с поверхностью 
клеток крови (скп-цирДНК), у больных ХОБЛ и НМРЛ значимо снижается по сравне-
нию с нормой (р<0.05 – по β-актину и р<0.01 – по LINE-1, критерий Манна-Уитни). 
Концентрацию метилированных и неметилированных форм RASSF1A и RARβ2 генов 
определяли методом количественной метил-специфичной ПЦР и вычисляли индекс 
метилирования (ИМ). ИМ генов RASSF1A и RARβ2 был значимо выше в скп-цирДНК 
и цирДНК плазмы крови у больных ХОБЛ и НМРЛ по сравнению со здоровыми до-
норами (р<0.05, критерий Манна-Уитни). Если значение ИМ хотя бы одного из генов 
в цирДНК плазмы или скп-цирДНК превышало пороговый уровень, то с чувствитель-
ностью 90% и специфичностью 82% можно различить заболевших НМРЛ и здоровых 
лиц. У больных НМРЛ III стадии ИМ гена RARβ2 в скп-цирДНК был значимо выше, 
чем при НМРЛ I-II стадии. В 93% случаев после комбинированной терапии ИМ генов 
RASSF1A и RARβ2 в цирДНК снижался по сравнению с индексом до лечения. У всех 
больных НМРЛ с рецидивами опухоли после проведенной терапии обнаружено повы-
шение уровня метилированных маркеров в крови. Таким образом, выявление исследо-
ванных ДНК-маркеров в метагеноме крови является значимым для диагностики, опре-
деления стадии, оценки эффективности терапии и выявления рецидивов рака легкого.

Работа поддержана грантом РФФИ (№ 09-04-01334–а), проектом Президиума СО 
РАН № 12, проектом № 21.2 Программы 21 фундаментальных исследований РАН 
«Фундаментальные науки – медицине», ФЦП «Научные и научно-педагогические кад-
ры инновационной России», Госконтракт №П256.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СТРАТЕГИИ МЕЖДУНАРОДНОГО 
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1 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск, Россия
2 ИЭБ, Оломоук, Чехия
3 НИСИ, Клермон-Ферран, Франция

Пшеница - одна из важнейших стратегических сельскохозяйственных культур. Ге-
ном пшеницы имеет исключительно сложную организацию, т.к. он возник в результате 
2-х раундов аллоплоидизации и содержит до 80% повторов. Международным Консор-
циумом по Секвенированию Генома Пшеницы (IWGSC; http://www.wheatgenome.org) 
была разработана стратегия секвенирования, которая включает выделение отдельных 
хромосом или хромосомных плеч методом проточной цитометрии, создание хромосом-
специфичных ВАС-библиотек, физическое картирование индивидуальных хромосом с 
локализацией на них BAC-клонов и непосредственное секвенирование BAC клонов, 
охватывающих всю длину хромосомы. Данная стратегия применяется для изучения 
хромосомы 5В мягкой пшеницы, физическое картирование и секвенирование которой 
закреплено за Россией (ИЦиГ СО РАН).

В результате проведенных исследований получена BAC-библиотека короткого пле-
ча хромосомы 5В (5BS = 290 млн.п.н.), состоящая из 43776 клонов со средней длиной 
вставки 122 000 н.п.. Для локализации BAC клонов на хромосоме 5В построена базо-
вая консенсусная генетическая карта этой хромосомы по результатам картирования 
четырех популяций F2 от скрещивания различных сортов пшеницы. На консенсуной 
карте хромосомы 5В локализовано 70 SSR и EST-SSR маркеров. Собран и создан ге-
нетический материал для физического картирования 5B хромосомы (делеционные 
линии по хромосоме 5В с различной протяженностью участков делеции). Проведено 
физическое картирование 40 SSR маркеров с использованием 14 делеционных линий.

Для изучения ген-обогащенных районов хромосомы 5В, проведен скрининг BAC- 
библиотеки сорта мягкой пшеницы Чайниз Спринг с помощью маркеров разрабо-
танных для генов гибридного некроза (Ne1) и генов ярового типа развития (VrnB1). 
Отобрано 19 BAC клонов, предположительно локализованных в области изучаемых 
генов. По результатам концевого секвенирования ВАС клонов (38 последовательнос-
тей, средняя длина 800-900 п.н.) разработаны ISBP-маркеры для подтверждения лока-
лизации BAC клонов в районах локализации генов.
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CRISPR: ОБЕСПЕЧЕНИЕ АДАПТИВНОГО ИММУНИТЕТА 
БАКТЕРИЙ ЗА СЧЕТ МАЛЫХ НЕКОДИРУЮЩИХ РНК
Северинов К.В.
Институт биологии гена РАН, Москва

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) системы прока-
риот обнаружены в геномах многих эубактерий и подавляющего большинства архей. 
Уникальной особенностью CRISPR систем является то, что они способны обеспечи-
вать адаптивный наследуемый иммунитет к мобильным генетическим элементам. В 
докладе  будут представлены общие принципы функционирования CRISPR-иммуни-
тета у различных микроорганизмов и приведены новые данные о молекулярных меха-
низмах, обеспечивающих возникновения CRISPR-иммунитета у бактерий кишечной 
группы.
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МИТОХОНДРИАЛЬНАЯ ГЕНОМИКА 
И МИТОХОНДРИАЛЬНАЯ МЕДИЦИНА
Стариковская Е.Б., Сукерник Р.И., Володько Н.В., Костина Е.В., Дрёмов C.В.
ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Митохондриальные болезни это клинически гетерогенная группа синдромов, 
возникающих в результате дисфункции дыхательной цепи митохондрий, которые, 
в свою очередь, вызваны мутациями ядерной или митохондриальной ДНК [1]. 
Распространенность митохондриальных заболеваний у европейцев составляет ~1/8000 
[2]. Уже описано более 400 точковых мутаций и более ста структурных перестроек 
мтДНК, связанных c митохондриальными болезнями. Показано, что 95% случаев  
наследственной оптической нейропатии Лебера (LHON) в Европе обусловлены всего 
тремя мутациями мтДНК: 3460G (ND1), 11778A (ND4) и 14484C (ND6). Получены 
свидетельства об увеличении, либо снижении  уровня пенетрантности ряда первичных 
мутаций при наличии соответствующего мтДНК генетического фона [3].

В результате 10-летних исследований мы оцениваем частоту встречаемости 
болезни Лебера на территории юго-западной Сибири ~1/45000. Однако, лишь около 
53% (30 из 57 обнаруженных) случаев болезни Лебера  связаны с тремя «первичными» 
мутациями мтДНК. Предварительный филогенетический анализ мтДНК геномов 
выявил ряд смысловых замен мтДНК, которые могут соответствовать патологическим 
критериям, а также варианты, специфичные для отдельных гаплогрупп, которые могут 
способствовать сохранению и экспрессии слабопатогенных мутаций мтДНК [4; 5].
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СЕГМЕНТНЫЕ ДУПЛИКАЦИИ ДОБАВОЧНЫХ 
ХРОМОСОМ ПОЗВОНОЧНЫХ  
Трифонов В.А.
ОМКБ ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Добавочные или B-хромосомы встречаются в кариотипах представителей  многих 
видов из разных таксонов эукариот, однако, их функция в геноме и их молекулярный 
состав, остаются в большинстве случаев неисследованными. Применение молекуляр-
ных технологий заставило по-новому взглянуть на эти загадочные элементы.  Пол-
ногеномное секвенирование разных видов позвоночных выявило большее количество 
сегментных дупликаций. Мы обнаружили значительное число протяженных амплифи-
цированных сегментов генома на добавочных хромосомах разных видов: рыб, лисиц, 
енотовидных собак, косуль, мазамы и лемминга [1,2,3,4].

Значительная гетерогенность состава добавочных хромосом  свидетельствует об их 
независимом происхождении в разных таксонах, а консервативность некоторых коди-
рующих последовательностей указывает на их возможную роль.

Таким образом, амплификация крупных геномных сегментов является первым ша-
гом к формированию новых генов, обладающих альтернативными функциями в гено-
ме, а с другой стороны, участки, обогащенные сегментными дупликациями, являются 
горячими точками хромосомных перестроек. Оба этих свойства свидетельствуют о 
значительной роли сегментных дупликаций в эволюции геномов эукариот.
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ВЛИЯНИЕ ХОЛЕСТЕРОЛА НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ
Трофимов В.А., Аксенова О.Н., Сидоров Д.И., Лопухова Е.Н., 
Трофимов А.В., Сазонова Т.Л.
 ГОУВПО «МГУ им. Н.П. Огарёва», Саранск

Важнейший аспект реализации биохимической и физиологической активности хо-
лестерола связан с его способностью влиять на экспрессию ряда генов. В наших иссле-
дованиях изучено влияние холестерола на экспрессию генов раннего ответа.

С помощью метода молекулярной механики (HyperChem) изучена эффективность 
взаимодействия холестерола с регуляторно-промоторной областью гена р53, выявле-
но повышенное сродство липида к сайтам ААA, ТАТ, ТТА. Показано, что холестерол 
может взаимодействовать с разной степенью специфичности с уникальными сайтами 
промотора гена р53.

В опытах in vitro выявлено, что в результате взаимодействия холестерола с после-
довательностью регуляторно-промоторной области гена р53, происходит увеличение 
максимума поглощения в диапазоне длин волн 255 – 270 нм, что свидетельствует об 
индуцированном холестеролом изменении конформации ДНК, при этом выявленный 
гиперхромный эффект зависит от концентрации холестерола. По-видимому, холесте-
рол может стимулировать или «облегчать» структурные перестройки ДНК, в том чис-
ле плавление и, вероятно, расплетание двойных цепей ДНК, лежащие в основе мат-
ричного синтеза и реализации реакций важнейших генетических процессов, таких как 
транскрипция, репликация.

Нами также показано, что холестерол, связываясь с определенными участками 
гена, может влиять на эффективность взаимодействия с регуляторными участками 
белковых факторов транскрипции.

Безусловный интерес вызывают полученные данные о различной способности хо-
лестерола связываться с ДНК, выделенной из ядросодержащих клеток крови здоровых 
людей и крови больных острой воспалительной патологией. В частности, выявлено 
пониженное сродство холестерола к ДНК больных.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что холестерол может 
влиять на экспрессию генов. При этом холестерол  может, как непосредственно связы-
ваться с ДНК, тем самым влияя на ее конформацию, так и изменять сродство белковых 
факторов транскрипции к определенным регуляторным последовательностям гена.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ХРОМОСОМНОЙ НЕСТАБИЛЬНОСТИ 
И ГЕНОВ СИСТЕМЫ ДЕТОКСИКАЦИИ
Трофимов В.А., Мадонова Ю.Б., Богачева О.Е., Кошаева О.А.,
Гудошикова Т.Н., Кудряшова В.И.
ГОУВПО «МГУ им. Н.П. Огарёва», Саранск

С целью изучения влияния внешнесредовых факторов на здоровье человека  нами 
проведен мониторинг состояния хромосомного аппарата людей, проживающих на тер-
риториях со сложившимся комплексом экологически неблагоприятных факторов. 

Анализ заболеваемости на изучаемой территории показал, что у населения повы-
шен риск развития ряда хронических заболеваний, прежде всего, новообразований, 
болезней крови, тиреотоксикозов, болезней системы кровообращения, органов дыха-
ния и пищеварения. В этой связи изучение первичного механизма развития патологии 
на стадии предзаболевания является актуальным.

Нами показано увеличение частоты нестабильности кариотипа у людей длительное 
время проживающих на территории мониторинга. Повреждения кариотипа выражают-
ся в увеличении частоты одиночных и двойных фрагментов хромосом, транслокаций. 
Хромосомная нестабильность сопровождается структурными изменениями в ядре 
клеток. Наиболее распространенными аномалиями являются одиночные микроядра. 

Нарушения сопровождаются увеличением частоты ядерных протрузий. 
В исследованных образцах клеток в ряде случаев наблюдается повышенная склон-

ность к апоптозу.
Исследование нестабильности хромосомного аппарата людей проведено нами во 

взаимосвязи с состоянием системы детоксикации и наличия различных полиморфных 
вариантов генов цитохромов Р-450. 

В частности, при изучении полиморфизмов генов CYP2D6 и СYP2C9 в группе ге-
нотоксического риска были выявлены повышенные частоты (в 1,1 – 1,4 раза и более) 
встречаемости мутантных аллелей, связанных с изменением функциональной актив-
ности ферментов. 

Таким образом, наличие патологических аллелей, кодирующих белки системы де-
токсикации часто сочетается или является фоном, на котором развивается хромосом-
ная нестабильность, определяющая склонность к различным заболеваниям. 
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ И ТОКСИЧНОСТЬ ПРЕПАРАТОВ 
ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ В НЕОНАТАЛЬНОМ МОЗГЕ 
Шеменкова Т.В.1, Калинина Т.С.1, 2, Шишкина Г.Т. 2, Дыгало Н.Н.1, 2

1 НГУ, Новосибирск
2 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

Малые интерферирующие РНК (siРНК) – высокоспецифичные ингибиторы экс-
прессии генов, потенциально являются перспективным средством терапии различных 
патологий, в том числе и раннего онтогенеза. Их широкое использование в медицин-
ской практике ограничено низкой эффективностью проникновения в клетки и низкой 
стабильностью в средах организма. Применение различных трансфектантов, в част-
ности липофектамина, и химических модификаций олигонуклеотидов успешно реша-
ет эти проблемы в культурах клеток. Для оценки последствий таких подходов in vivo 
использовали модель неонатальных крысят (Дыгало и др. Патент RU № 2388065 C1 от 
27.04.2010), уже имеющих, в отличие от культуры клеток, развитые функциональные 
связи и систему детоксикации вредных веществ. Проявление негативных побочных 
эффектов нативных, а также в комплексе с разными концентрациями липофектамина 
и метилированных siРНК оценивали по изменению экспрессии ключевого фермен-
та апоптоза нейронов – каспазы-3 в отделах головного мозга крысят первой недели 
жизни, когда уровень экспрессии протеазы максимален. Внутримозговое введение 
нативных siРНК, нацеленных на ген альфа2А адренорецептора, экспрессирующегося 
компактно расположенной группой нейронов, было достаточным для специфического 
снижения экспрессии гена-мишени. Подавление мРНК гена GnRH-I, экспрессирующе-
гося диффузно расположенными нейронами,  было возможным только при введении 
siРНК в комплексе с липофектамином. При этом введение комплекса значительно ак-
тивировало экспрессию каспазы-3 пропорционально количеству используемого транс-
фектанта. Защита нуклеазочувствительных сайтов олигонуклеотида метилированием 
также существенно повышало экспрессию каспазы-3 в мозге семидневных крысят по 
сравнению с введением неметилированных аналогов siRNA. Наблюдаемое увеличе-
ние экспрессии основной эффекторной протеазы апоптоза при введении различных 
вариантов олигонуклеотидов не сопровождалось изменением общего развития  крысят 
и созреванием их сенсо-моторных рефлексов, что свидетельствуют о высокой чувс-
твительности и перспективности использования модели неонатальных крысят для тес-
тирования неспецифического токсического действия различных препаратов. 

Выполнено при поддержке грантов РАН 21.66, РФФИ 11-04-00375, 10-04-01358.
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МЕХАНИЗМ АНТИОКСИДАНТНОГО ДЕЙСТВИЯ 
НОВЫХ ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ
Шинтяпина А.Б.¹, Сафронова О.Г.¹, Вавилин В.А.¹, 
Кандалинцева Н.В.², Ляхович В.В.1

¹ НИИ Молекулярной биологии и биофизики СО РАМН, Новосибирск
² НИИ Химии антиоксидантов НГПУ, Новосибирск

Структурные особенности природных фенолов и полифенолов, определяющие их 
антиоксидантные свойства в экспериментальных системах in vitro, достаточно хорошо 
исследованы. Однако прямо связать антиоксидантные свойства с биологическим дейс-
твием в организме часто не удается. В клетках важной мишенью действия экзогенных 
фенольных антиоксидантов могут являться редокс-чувствительные транскрипцион-
ные факторы, в том числе Nrf2. NQO1 и GSTP1 являются ферментами детоксикации 
ксенобиотиков. Поэтому данные гены являются адекватными маркерами эффекта ан-
тиоксидантного воздействия, реализующегося с участием ARE. В работе исследован 
механизм антиоксидантного действия новых фенольных соединений, производных 
орто-трет-бутилфенолов (TS-12 – 3-(3’-трет-бутил-4’-гидроксифенил)этилтиосульф
онат Na, TS-13 – 3-(3’-трет-бутил-4’-гидроксифенил)пропилтиосульфонат Na, TS-14 
– 4-(3’-трет-бутил-4’-гидроксифенил)бутилтиосульфонат Na, TS-17 – 3-(3’,5’-ди-трет-
бутил-4’-гидроксифенил)пропилтиосульфонат Na) на модели in vivo (мышах BALB). 
В качестве препарата сравнения использовали известный фенольный антиоксидант t-
BHQ. Для оценки количества мРНК генов gstp1 и nqo1 использовали метод real-time 
TaqMan PCR. Определение содержания белка в цитозольной фракции проводили ме-
тодом Вестерн-блот. Измерение активности фермента проводили с помощью метода 
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Скармливание эксперимен-
тальным животным фенольных соединений в течение 2 недель приводило к досто-
верному относительно контроля увеличению содержания мРНК gstp1 (в 1,9-2,4 раза, 
р<0,05) и nqo1 (в 3,8-8,2 раза, р<0,05), а также к достоверному повышению содержа-
ния белка GSTP1 и его активности в печени. У мышей, получавших t-BHQ, содержа-
ние мРНК gstp1 в печени достоверно не отличалось от такового у контрольной группы 
мышей. В случае гена nqo1 увеличение экспрессии под действием t-BHQ происходило 
в 1,8 раза (р<0,05). С помощью метода задержки ДНК-пробы в геле белками ядерного 
экстракта было выявлено увеличение ДНК-связывающей активности белка семейства 
Nrf2 в 1,2 раза в случае tBHQ и в 1,6 раза в случае TS-13 в печени мышей. Полученные 
результаты указывают на роль Nrf2/ARE-опосредованной регуляции транскрипции в 
реализации биологических эффектов изученных фенольных соединений. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ УРОВНЯ ЭСТРАДИОЛА ВО ВТОРОМ 
ТРИМЕСТРЕ БЕРЕМЕННОСТИ В НОРМЕ 
И ПРИ ИСТИННОЙ УГРОЗЕ ПРЕРЫВАНИЯ
Гутникова Л.В.1, Золотухин П.В.1, 2, Александрова А.А.1, 2, Самсонов А.Е.3, 
Келлер О.В.4, Геворкян Р.С.3, Шестопалов А.Н.3, Шкурат Т.П.1, 2

1  НИИ биологии ЮФУ, Ростов-на-Дону
2  Кафедра генетики ФБН ЮФУ, Ростов-на-Дону
3  ГОУ ВПО РостГМУ, Ростов-на-Дону
4  МЗ РО

Истинная угроза прерывания беременности, обусловленная истмико-цервикальной 
недостаточностью, сопровождается целым рядом патофизиологических процессов, 
и, в частности, нарушениями гормонального фона. Важную роль в развитии данного 
состояния, возможно, играют эстрогены, повышающие чувствительность матки к ок-
ситоцину. 17-бета-эстрадиол занимает лидирующее положение среди эстрогенов по 
биологической активности.

Целью исследования явилось изучить интенсивность продукции эстрадиола при 
физиологическом течении беременности и  при истинной угрозе прерывания беремен-
ности во втором триместре.

В исследовании приняли участие 37 беременных женщин на сроке гестации 16-18 
недель, с физиологическим течением беременности и с истинной угрозой прерывания 
беременности (со швом на шейке матки). Концентрацию эстрадиола в сыворотке кро-
ви определяли с использованием тест-системы «Estradiol» (DRG, Германия), на авто-
матическом иммуноферментном анализаторе «Alisei» (Radim, Италия).

В результате исследования было установлено, что уровень эстрадиола в группе с 
физиологически протекающей беременностью составил 5610±550 пг/мл, что соответс-
твует литературным данным о содержании данного гормона на исследуемом сроке. 
У женщин с истинной угрозой прерывания беременности концентрации  эстрадиола 
превышали норму почти в два раза: среднее значение составило 10130±1646 пг/мл 
(p<0,004). 

Результаты исследования указывают на явную ассоциацию истмико-цервикальной 
недостаточности и повышенных уровней эстрадиола в сыворотке крови. Причинно-
следственные связи и молекулярные механизмы обнаруженной ассоциации требуют 
дальнейшего изучения. 

Исследования выполнены в рамках государственного контракта №02.740.11.0501 
Федеральной целевой программы «Научные и научно-педагогические кадры иннова-
ционной России» на 2009-2013годы

П р о т е о м и к а
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СКРИНИНГ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ РАССТРОЙСТВ У ДЕТЕЙ
Алексеева И.В., Коваль В.В., Черноносов А.А., Фёдорова О.С.
ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Метод тандемной масс-спектрометрии (ES-MS/MS) открывает новые возможности 
для идентификации анализа наследственных заболеваний, связанных с нарушением 
метаболизма амино-, органических и жирных кислот. С помощью данного метода пу-
тем анализа сухого пятна крови диаметром 5 мм можно определять более 40 заболе-
ваний, затрачивая на каждый анализ в целом не более 3 часов. Определение состава 
метаболитов можно проводить уже на 2-3 сутки с момента рождения (при традицион-
ных методах анализ проводится на 5-7 сутки) и, в случае обнаружения отклонений от 
нормы, назначать необходимое лечение в кратчайшие сроки.

Исследование направлено на использование современных методов масс-спектрос-
копии для диагностики метаболических расстройств у детей. Хотя каждый тип мета-
болических расстройств встречается редко и составляет 0,001 – 0,01% от числа ново-
рожденных, однако в сумме они дают очень заметную величину. Своевременное обна-
ружение этих расстройств даст существенный социальный и экономический эффект. 

В данной работе использовался масс-спектрометр Agilent 6310 Triple Quard LC\MS 
(Agilent Technologies, USA). Исследуемые образцы крови, высушенные на химически 
инертной бумаге (Whatman 903, Whatman Inc., NJ, USA), экстрагировали метанолом, 
содержащем в качестве внутренних стандартов известные концентрации изотопноме-
ченных аминокислот и ацилкарнитинов. Затем проводили дериватизацию проб сме-
сью бутанол-HCl при нагревании для перевода анализируемых молекул в бутиловые 
эфиры.

Исследованы образцы крови >200 детей, в том числе новорожденных, проходящих 
лечение в ряде медицинских учреждений г. Новосибирска. Подтверждено наличие фе-
нилкетонурии у  11-ти пациентов, у 20-ти обнаружена цитруллинурия, у 10-ти - ги-
перметионинемия, у 95-ти выявлены нарушения метаболизма органических кислот и 
другие заболевания. Часто метаболические нарушения носят комплексный характер, 
то есть, одновременно имеются нарушения метаболизма и аминокислот, и органичес-
ких и/или жирных кислот. 

Работа поддержана грантами по программе Президиума РАН «Фундаментальные 
науки – медицине» № 5.6 и ФЦП «Исследования и разработки по приоритетным на-
правлениям развития научно-технологического комплекса России на 2007-2012 годы»  
№ 16.512.11.2073.
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ДИЗАЙН ДНК-ВАКЦИНЫ, КОДИРУЮЩЕЙ 
МНОЖЕСТВЕННЫЕ Т-КЛЕТОЧНЫЕ ЭПИТОПЫ 
АНТИГЕНОВ МЕЛАНОМЫ 
Бажан С.И.1, Старостина Е.В.1, Боробова Е.А.1, Антонец Д.В.1, 
Волкова О.Ю.2, Карпенко Л.И.1, Ильичев А.А.1 
1 ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор», пос. Кольцово, Новосибирская область
2 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Привлекательным подходом к лечению онкологических заболеваний является ДНК-
вакцинация, индуцирующая цитотоксические CD8+ Т-лимфоциты, которые являются 
главными эффекторными клетками противоракового иммунного ответа. Известно, что 
клетки меланомы отличаются от здоровых клеток человека наличем гиперэкспрессии 
таких антиенов как Melan-A/MART-1, gp100, тирозиназа, MAGE-3 и NY-ESO-1. В на-
стоящее время в перечисленных выше белка идентифицирован ряд T-клеточных эпи-
топов, которые, в случае их использования в составе вакцинных конструкций, могут 
индуцировать противоопухолевый клеточный ответ.

Цель работы: конструирование и тестирование биологической активности искусст-
венной полиэпитопной цитотоксической ДНК вакцины против меланомы. 

С использованием разработанного нами программного обеспечения TEpredict и 
PolyCTLDesigner в составе основных опухолевых антигенов меланомы предсказаны 
Т-клеточных эпитопов, рестриктированных различными аллельными вариантами мо-
лекул HLA I и II класса и проведен дизайн последовательностей двух искусственных 
Т-клеточных иммуногенов TCI/melanoma и TCI/A*0201, первый из которых содержит 
множественные Т-клеточные эпитопы (как CD4+ Th, так и CD8+ CTL) опухолевых 
антигенов меланомы, рестриктрованные множественными аллелельными вариантами 
молекул HLA I класса, а другой «аллелеспецифический» вариант содержит эпитопы, 
рестриктированные только одним алломорфом HLA-A*0201.

Спроектированные гены были синтезированы и клонирован в составе плазмиды 
pcDNA 3.1. Проведен рестрикционный анализ, подтверждающий ее подлинность. 
Фрагмент плазмиды, содержащий структурную часть целевого гена и его промотор-
ную область секвенировали на автоматическом секвенаторе. С использованием им-
мунного окрашивания моноклональных антител 29F2 к белку р24 была показана экс-
прессия целевых иммуногенов в эукариотических клетках 293Т.

Выводы: Получены ДНК-вакцинные конструкции, кодирующие полиэпитопные 
иммуногены, кодирующие антигены меланомы, являющиеся перспективными кан-
дидатами для проведения исследований противоопухолевого действия на культурах 
клеток.
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РЕГУЛЯЦИЯ ПРИРОДНЫМИ МЕТАБОЛИТАМИ 
ОКИСЛИТЕЛЬНОЙ МОДИФИКАЦИИ БЕЛКОВ 
ПРИ ЕСТЕСТВЕННОМ СТАРЕНИИ ОРГАНИЗМА
Бондаренко Т.И.1, Сорокина И.А.1, Майборода Е.А.1, Кутилин Д.С.1, Котов С.В.1, 
Дурканаева О.А.1, Михалева И.И.2

1 ЮФУ, Ростов-на-Дону
2 ИОХ им. акад. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Москва

Старение и болезни, ассоциированные со старением, обусловлены часто накопле-
нием с возрастом окислительных повреждений ДНК, белков, липидов и других, сущес-
твенных для жизни макромолекул. Свободнорадикальная модификация может приво-
дить к потере функции белка. Определение содержания окисленных белков широко 
используется для оценки интенсивности возрастного окислительного стресса in vivo. 
Замедлить процесс старения могут соединения, направленно изменяющие клеточный 
метаболизм. В этом плане несомненный интерес представляет синтетический аналог 
нейромодулятора пептидной природы – дельта-сон индуцирующий пептид (ДСИП) со 
следующим аминокислотным составом: WAGGDASGE, для которого показана героп-
ротекторная и антиоксидантная активность.

Целью нашей работы явилось исследование роли ДСИП в регуляции окислитель-
ной модификации суммарных белков (карбонилирование, SH-группы белков) различ-
ных тканей (мозг, печень, селезенка, тестикулы, сердечная мышца, скелетные мышцы) 
и крови (гликозилированный гемоглобин) крыс в ходе их физиологического старения. 
Объектом исследования служили белые беспородные крысы-самцы в возрасте 2-24 
месяца, составившие контрольную группу. Подопытным животным сходного возраста 
и пола, ежемесячно курсами по 5 последовательных дней, начиная с 2-х месячного 
возраста, подкожно вводили ДСИП в дозе 100 мкг/кг массы тела животного. Карбо-
нильную модификацию белков определяли динитрофенилгидразиновым методом, со-
держание SH-групп по реакции с реактивом Эллмана, уровень гликозилированного ге-
моглобина в гемолизате эритроцитов по реакции с тиобарбитуровой кислотой, содер-
жание глюкозы в плазме крови определяли глюкозооксидазным методом, содержание 
белка методом Лоури. Нами показано накопление окисленных белков в тканях и крови 
крыс в возрасте 4-24 месяца постнатального развития. Экзогенный ДСИП защищает 
белки исследованных тканей (кроме белков сердечной мышцы) от окисления. Прояв-
ляя гипогликемическое действие, ДСИП предотвращает также неферментативное гли-
козилирование гемоглобина, обеспечивая снижение количества дефектных белковых 
молекул при старении организма.
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ГЛИКОЗИЛИРОВАНИЕ ФЛАГЕЛЛИНА ПОЛЯРНОГО 
ЖГУТИКА БАКТЕРИЙ AZOSPIRILLUM BRASILENSE
Бурыгин Г.Л.1, Беляков А.Е.1, Арбатский Н.П.2, Селиванов Н.Ю.1, Матора Л.Ю.1, 
Книрель С.А.2, Щёголев С.Ю.1

1 ИБФРМ РАН, Саратов
2 ИОХ им. Н.Д. Зелинского РАН, Москва

Бактериальный жгутик представляет собой основной экстраклеточный компонент 
подвижных прокариот, построенный, преимущественно, из белка флагеллина. Ранее 
было установлено, что флагеллины некоторых бактерий, в том числе и Azospirillum 
brasilense, гликозилированы. Однако до сих пор были неизвестны механизмы гликози-
лирования, размеры, структура и функции О-связанного углевода флагеллина поляр-
ного жгутика типового штамма A. brasilense Sp7.

В результате проведенного исследования нами была оптимизирована процедура 
получения хроматографически и электрофоретически чистых препаратов флагеллина 
полярного жгутика типового штамма A. brasilense Sp7. Показана неспособность к са-
мосборке филамента при нейтральной реакции среды в присутствии ионов кальция и 
магния, а также термостабильность флагеллина Sp7. Сформулировано предположение 
о влиянии углеводных фрагментов на свойства флагеллина полярного жгутика азоспи-
рилл.

Калориметрическим методом и по распределению между фазами в системе фе-
нол/вода определена массовая доля углеводов в молекуле флагеллина, составляющая 
0,25-0,3. Спектрофотометрический анализ позволил сделать предположение о незна-
чительном содержании остатков фенилаланина и тирозина, и об отсутствии в составе 
полипептида флагеллина полярного жгутика A. brasilense Sp7 остатков триптофана.

В составе углеводных фрагментов гликозилированного флагеллина полярного жгу-
тика A. brasilense Sp7 обнаружены галактоза (Gal), глюкозамин (GlcNAc), рамноза 
(Rha) и фукоза (Fuc) в соизмеримых количествах. По данным 1H- и 13C-ЯМР-анализа с 
использованием двумерного гомо- и гетероядерного резонанса полисахарид флагелли-
на A. brasilense Sp7 состоит из повторяющихся тетрасахаридных звеньев. По данным 
масс-спектрометрии О-связанный углевод является полисахаридом, с молекулярной 
массой 7,7 кДа, что нетипично для гликозилированных бактериальных флагеллинов. C 
учетом доли и размера полисахарида сделан вывод о присутствии в составе флагелли-
на полярного жгутика A. brasilense Sp7, по крайней, мере 3-х О-связанных полисаха-
ридных цепей, присоединённых через остатки серина или треонина в полипептиде.
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РЕГУЛЯЦИЯ ОТВЕТА НА ТЕПЛОВОЙ ШОК 
У MYCOPLASMA GALLISEPTICUM – БАКТЕРИИ 
С РЕДУЦИРОВАННЫМ ГЕНОМОМ
Горбачев А.Ю.1, Фисунов Г.Ю.1, Демина И.А.1, Галямина М.А.1,
Говорун В.М.1, 2, 3

1 ФГУ «НИИ ФХМ» ФМБА России, Москва
2 РНЦ «Курчатовский институт», Москва
3 ИБХ РАН, Москва

В настоящее время культивируется около 1% микроорганизмов, среди культиви-
руемых наиболее изученной является E. coli.  При этом разнообразие мест обитания, 
фенотипических и генотипических различий является чрезвычайно большим. Микоп-
лазмы (Mycoplasmas) являются обособленной группой грамположительных бактерий, 
основной отличительной чертой которой является чрезвычайно малый размер генома, 
отсутствие клеточной стенки и паразитический образ жизни. Для них характерны: раз-
меры генома от 580 тыс. до 1,4 млн. пар оснований и низкое содержание Г-Ц основа-
ний (31% для M. gallisepticum), а также значительная пластичность генома [1, 2].

Долгое время считалось, что система регуляции экспрессии генов у микоплазм 
подверглась редукции. Однако, ряд работ, опубликованных в последнее время, свиде-
тельствует об обратном. В частности, было показано, что транскрипционный профиль 
ответа на тепловой шок у Mycoplasma pneumoniae не может быть объяснён с помощью 
единственного регулятора, обнаруженного в геноме [3].

В представленной работе мы исследовали реакцию бактерии с редуцированным 
геномом Mycoplasma gallisepticum на тепловой стресс. Для того, чтобы получить более 
специфические знания об ответе этого микроорганизма, были исследованы измене-
ния уровня мРНК  шаперонов (защита белков при температурном стрессе) и мРНК 
компонентов SOS-системы (защита генома). Кроме того, было проведено сравнение 
белковых профилей методом дифференциального 2D-гельэлектрофореза при тепло-
вом стрессе и выявлены изменения на уровне белкового синтеза.

В результате нашей работы впервые показана индукция SOS-отве-
та у микоплазм при тепловом стрессе, кроме того показана неканони-
ческая регуляция экспрессии генов шаперонов, которую нельзя объ-
яснить присутствием только регуляторной CIRCE-HrcA системы. 
Весьма интересным при тепловом  шоке оказалось увеличение уровня белка  rpoE (де-
льта субъединица РНК-полимеразы), одного из глобальных регуляторов транскрипции 
у Грам-положительных бактерий.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ПРОТЕОМНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
МИКОПЛАЗМ (МОЛЛИКУТ)
Дёмина И.А., Серебрякова М.В., Ладыгина В.Г., Галямина М.А., Жукова Н.А., 
Алексеев Д.Г., Фисунов Г.Ю., Говорун В.М.
ФГУ НИИ ФХМ ФМБА РФ, Москва

С использованием одно- и двумерного электрофорезов, различных видов масс-
спектрометрического анализа и комбинаций этих методов проведена инвентаризация 
протеома и изучение белков, несущих пост-трансляционные модификации, микоплаз-
мы Acholeplasma laidlawii, а также сравнение полученных данных с ранее инвента-
ризированным протеомом Mycoplasma gallisepticum. Проведенное нами протеомное 
картирование геномов  M. gallisepticum и A. laidlawii позволило выявить 446 и 803 
индивидуальных белка, синтезируемые клетками в оптимальных условиях роста, что-
составляет 61 и 58% от общего теоретически рассчитанного количества белков соот-
ветственно, и провести сравнительные исследования метаболических путей, а также 
систем контроля обмена нуклеиновых кислот. В ходе работы были идентифицированы 
все субъединицы полимеразы III типа A. laidlawii, что указывает на то, что используе-
мые методы позволяют выявлять единичные копии молекул белка в клетках молликут. 
В протеоме каждого из рассмотренных видов микоплазм присутствуют уникальные 
белки, не относящиеся ни к какой группе функциональной активности (COG). Всего в 
протеоме A. laidlawii присутствуют 88 таких белков, в протеоме M. gallisepticum – 109. 
Нами показано, что у A. laidlawii, имеющей геном длиной 1380 т.п.о., количество бел-
ков, участвующих в метаболизме в условиях культивирования in vitro, сокращается 
вследствие относительно высокого содержания регуляторных элементов и наличия 
активной системы трансдукции сигнала, при этом экспрессируется 58% белков. M. 
gallisepticum, имеющая геном почти в полтора раза меньше, экспрессирует несколько 
больший процент белков от закодированного в геноме. Мы полагаем, что оставшиеся 
гены, продукты которых нам не удалось обнаружить, либо не имеют промоторных эле-
ментов и инактивированы эволюцией, либо являются адаптивными, функции которых 
еще предстоит выяснить в ходе дополнительных экспериментов. В ходе исследования 
проведено сравнение метаболических путей M. gallisepticum и A. laidlawii.
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СЕКРЕТИРУЕМЫЙ ПРОТЕОМ ПЕЧЕНОЧНОГО ПАРАЗИТА 
ОPISTHORCHIS FELINEUS
Дужак Т.Г 1., Мордвинов В.А 2., Галева Н.В.3, Львова М.Н.2, 
Максимова Г. А.3, Вильямс Т. 2

МТЦ СО РАН, Новосибирск
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск
Канзасский Университет, Лоуренс, США

Описторхоз является одной из важнейших проблем современной медицины в виду 
широкого распространения заболевания и высокой  инфицированности населения в 
странах Восточной Европы  и Азии. В Российской Федерации описторхоз, вызываемый 
Opisthorchis felineus (O. felineus), стоит на втором месте среди паразитарных болезней 
по количеству зараженных людей, более 12 миллионов. Хроническая инфекция опис-
торхами способствует возникновению у человека ряда заболеваний гепатобилиарной 
системы, в том числе, описторхоз-зависимого рака печени и желчных протоков (РЖП). 
В данной работе были идентифицированны секретируемые белки паразита необходи-
мые для его выживания в организме хозяина и инициирования РЖП.  Среди комплекса 
секретируемых O. felineus белков были обнаружены глутатион-трансферазы,  обес-
печивающие защиту паразита от окислительного стресса и токсического воздействия 
эндогенных метаболитов хозяина; протеиназы, выполняющие функции поставщиков 
питательных веществ и обеспечивающие защиту паразитов от имунной системы хозя-
ина; тиоредоксин , анти-апоптозный белок ассоциированный с канцерогенезом. 

Определение состава секретируемого протеома и части структурных белков O. 
felineus позволяет сделать выводы о патогенезе описторхоза и является прекрасной 
панелью белков-мишеней для создания вакцин и улучшения иммунодиагностических 
методов.
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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
UBE2N-ОПОСРЕДОВАННОГО КАТАЛИЗА
Жаберева А.С.1, Чернорудский А.Л.1, 2, Гурьев Е.Л.1, Кондратьева А.В.1, 
Иванов А.С.3, Мезенцев Ю.В.3, Згода В.Г.3, Копылов А.Т.3, Гайнуллин М.Р.1, 4

1 ГБОУ НижГМА Минздравсоцразвития России, Нижний Новгород
2 IFOM, Milan
3 ИБМХ РАМН, Москва
4 IBILI, University of Coimbra, Coimbra

Гетеродимерный комплекс, включающий убиквитин-конъюгирующий фермент 
UBE2N и адаптерный белок UEV1A, участвует в образовании мультиубиквитиновых 
цепей, полимеризованных по лизину-63. Данный тип мультиубиквитиновых цепей 
задействован в регуляции процесса распознавания и репарации повреждений ДНК. 
Сравнительно недавно для UBE2N был показан феномен автоубиквитилировния: в 
отсутствие адапторного белка UEV1A, UBE2N катализирует перенос молекул убикви-
тина на собственные остатки лизина. Механизм и физиологическая роль автоубикви-
тилирования UBE2N остаются слабо охарактеризованными. 

В данной работе был исследован феномен автоубиквитилирования UBE2N в ре-
конструированной in vitro системе UBE2N/UEV1A/RNF8. Продукты реакции были 
разделены с помощью электрофореза в ПАГГ и проанализированы с помощью тан-
демной масс-спектрометрии (МС/МС). Влияние автоубиквитилирования на белок-
белковые взаимодействия между UBE2N и UEV1A было изучено методом поверхнос-
тного плазмонного резонанса. МС/МС анализ показал наличие мультиубиквитиновых 
цепей и убиквитилированной формы UBE2N среди продуктов реакции независимо от 
ее состава. Адаптерный белок UEV1A заметно усиливает эффективность реакции как 
в присутствии, так и в отсутствие убиквитин-протеин лигазы RNF8. Лизин-92 иденти-
фицирован как основной сайт автоубиквитилирования UBE2N, предполагается также 
его модификация более чем одной молекулой убиквитина. Интересно, что в отсутствие 
UEV1A среди продуктов реакции были обнаружены лизин-11-ассоциированные цепи. 
Также, эндогенно убиквитилированный UBE2N был обнаружен во фракции, получен-
ной из клеток HL60 путем иммунопреципитации. Полученные данные вносят вклад 
в понимание механизма UBE2N- и RNF8-зависимого убиквитилирования и функций 
автоубиквитилирования UBE2N.

Данная работа выполнена при поддержке РФФИ (гранты 08-04-01816 и 12-04-
01848).
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НАРУШЕНИЕ ПРОТЕИНКИНАЗНОЙ РЕГУЛЯЦИИ 
НЕЙРОНАЛЬНЫХ ГЛУТАМАТНЫХ ТРАНСПОРТЕРОВ 
ПРИ ШИЗОФРЕНИИ
Иванова С.А., Федоренко О.Ю., Рудиков Е.В., Семке А.В.
НИИПЗ СО РАМН, Томск

Шизофрения -  это тяжелое мультифакториальное психическое расстройство, развитие 
которого в значительной степени предопределено генетическими факторами. Фосфати-
дилинозитол-4-фосфат-5-киназа тип 2 альфа (PIP5K2A) играет важную роль в физиоло-
гической и патофизиологической регуляции нейрональной активности. Глутаматная ги-
потеза представляет собой одну из наиболее актуальных нейротрансмиттерных гипотез 
шизофрении. Основная функция глутаматного EAAT3 транспортёра — быстрое удаление 
избыточного глутамата из синапса.  В последние годы в нескольких независимых иссле-
дованиях получены доказательства ассоциации полиморфизма PIP5K2A киназы с шизоф-
ренией. В этой связи,  изучение частоты встречаемости полиморфизма гена  PIP5K2A у 
больных шизофренией и  исследование киназной регуляции нейронального глутамат-
ного транспортёра EAAT3 является актуальным. 

Нами проведено генотипирование полиморфного варианта (N251S)-PIP5K2A 
(rs10828317) у 355 больных шизофрений и 100 психически и соматически здоровых 
лиц методом РТ-ПЦР с использованием TaqMan1 Validated SNP Genotyping Assay (Ap-
plied Biosystems). Кроме того, методом Voltage Clamp проведены функциональные ис-
следования мутации (N251S)-PIP5K2A по влиянию на активность нейрональных глу-
таматных транспортеров EAAT3 in vitro на модели Xenopus Laevis ооцитов. 

В результате проведенных исследований выявлена ассоциация полиморфного ва-
рианта (N251S)-PIP5K2A с шизофренией: частота встречаемости генотипа СС у боль-
ных шизофренией достоверно превышает частоту у здоровых лиц (19,9% и 9,0%, со-
ответственно).  В экспериментах на модели ооцитов установлено угнетение функции 
EAAT3 транспортёров полиморфной формой (N251S)-PIP5K2A. Выявленное снижение 
активности нейрональных EAAT3 глутаматных транспортёров способствует наруше-
нию захвата внеклеточного глутамата, что приводит к развитию нейротоксичности и 
десенситизации рецепторов.

Таким образом, инактивирующая мутация (N251S)-PIP5K2A может играть роль в 
нарушении метаболизма глутамата в мозге у больных шизофренией, которые являют-
ся носителями этой полиморфной формы.

Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ №11-04-01102-а «Изучение ас-
социации полиморфизма гена PIP5K2A киназы с социально значимыми психическими 
и поведенческими расстройствами» и ИНТАС №. 04-83-3764«Нарушение регуляции 
семейства сыворотко- и глюкокортикоид индуцируемых киназ и генетические осно-
вы психических расстройств»
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МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ ПОДХОД К ПОИСКУ 
ПРОТЕОМНЫХ МАРКЕРОВ СОЦИАЛЬНО ЗНАЧИМЫХ 
ПСИХИЧЕСКИХ РАССТРОЙСТВ
Коваль В.В.1, Смирнова Л.П.2, Логинова Л.В.2, Иванова С.А.2, Фёдорова О.С.1

1 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск
2 НИИПЗ СО РАМН, Томск

Психические расстройства относятся к социально значимым заболеваниям челове-
ка в связи с их высокой распространенностью (до 10 – 15 % в популяции), тяжестью 
социальных последствий и высоким бременем экономических затрат. 

Для постановки правильного диагноза и адекватной терапииимеется потребность в 
разработке методов ранней диагностики и дифференциального диагноза психических 
нарушений, основанных на анализе крови. 

Цель работы: проведение протеомных исследований, направленных на идентифи-
кацию белков и пептидов человека при психической патологии, разработка методичес-
ких подходов для исследования белков протеома человека при основных социально 
значимых психических заболеваниях человека: шизофрении, биполярных аффектив-
ных расстройствах и невротических расстройствах, в том числе, ассоциированных с 
дефектами 18-ой хромосомы, и поиск возможных биомаркеров этих заболеваний.

Методика анализа образцов сыворотки крови пациентов с подтверждённым диа-
гнозом и здоровых доноров включала следующие стадии: аффинная хроматография 
образцов сыворотки крови для удаления 6-ти мажорных белков; концентрирование 
очищенных белковых препаратов с помощью ультрафильтров; аналитический элек-
трофорез; трипсинолиз белка в геле; проведение масс-спектрометрического анали-
за; идентификация белков с использованием ресурсов программы Mascot - Matrix 
Science.

Проведён сравнительный протеомный анализ белков сыворотки крови у больных 
с психическими расстройствами и здоровых лиц. По результатам масс- спектромет-
рического анализа в сыворотке крови больных шизофренией обнаружены несколько 
белков (белок метаботропного глутаматного рецептора, серин-треонин протеинкиназа 
и рецепторный белок этого фермента, 2 белка семейства актинов и 2 белка с неизвест-
ными функциями) с более высоким содержанием, чем у здоровых лиц

Работа выполнялась в рамках интеграционного СО РАН (№ 90).
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ЛОКАЛИЗАЦИЯ РЕЦЕПТОРОВ NGF (p75) 
В МЕХАНОРЕЦЕПТОРНОМ ОРГАНЕ РЕЧНОГО РАКА
Колосов М.С., Командиров М.А., Узденский А.Б.
Кафедра биофизики и биокибернетики, НИИ нейрокибернетики 
Южного федерального университета, Ростов-на-Дону

Нейротрофины регулируют развитие и поддерживают жизнедеятельность нервной 
системы. Гены, кодирующие нейротрофины, обнаружены у млекопитающих, репти-
лий, амфибий и рыб. Лишь у некоторых беспозвоночных, таких как моллюски, об-
наружены аналоги нейротрофических факторов и их рецепторов. Поэтому появление 
нейротрофической сигнализации считают необходимым условием эволюции слож-
ной нервной системы. Ранее нами показано, что фактор роста нервов NGF защища-
ет нейроны и глиальные клетки в механорецепторном органе (МРО) речного рака от 
фотодинамически-индуцированного некроза и апоптоза. В настоящей работе мы по-
казали наличие у речного рака элементов нейротрофической сигнальной системы с 
помощью иммуно-флуоресцентой микроскопии. Для выявления рецепторов NGF мы 
использовали метод непрямого иммуноокрашивания с помощью первичных антител 
на низкоаффинные рецепторы NGF (p75) производства компании Sigma-Aldrich (ка-
таложный номер N3908). Вторичные антитела (F0382, Sigma-Aldrich) были мечены 
FITC. Флуоресценцию иммуномеченых препаратов изучали с помощью конфокально-
го микроскопа Olympus FV10i. Контрольные препараты, не обработанные первичны-
ми антителами, не демонстрировали существенного связывания вторичных антител. 
После инкубации препарата с первичными и вторичными антителами в сенсорных 
нейронах наблюдалась отчетливая флуоресценция антител на NGFR (p75). В рецеп-
торной мышце и в глиальной оболочке уровень флуоресценции был ниже. В нервной 
клетке выделялись три основных компартмента локализации антител: 1) на поверх-
ности плазматической мембраны, в большей степени вокруг тела клетки, но не ее от-
ростков; 2) в околоядерной области сомы, где сосредоточены тельца Ниссля, в которых 
происходит интенсивный синтез белков, с преобладанием антител на периферии этой 
зоны, с мостиками к плазматической мембране; 3) в контактирующей с мембраной 
конусообразной сети в цитоплазме, сужающейся в аксоном холмике. Таким образом, 
иммуноцитохимическим способом было показано наличие низкоаффинных рецепто-
ров NGF (p75) в нервной ткани речного рака Astacus leptodactylus. Работа поддержана 
грантом Президента РФ для молодых ученых (MK-6042.2010.4).
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ЭЛЛИПСОМЕТРИЧЕСКИЙ МОНИТОРИНГ В LABEL-FREE 
МИКРОЧИПОВЫХ БИОТЕХНОЛОГИЯХ
Синяков А.Н.1, Пышный Д.В.1, Рыхлицкий С.В.2,
Кручинин В.Н.2, Спесивцев С.В.2 
1 ИХБиФМ СО РАН,  Новосибирск
2 ИФП СО РАН, Новосибирск

Цель данной работы – отработка методики оптической эллипсометрической де-
текции результатов иммобилизации биомолекулярных зондов, а так же регистрации 
специфических взаимодействий с участием основных биологических маркеров (нук-
леотидной и белковой природы) на поверхности кремниевых биочипов.

Методом высокоразрешающей сканирующей эллипсометрии проведен анализ по-
верхности биочипов, приготовленных на основе пластин кремния для исследования 
реакций предварительно иммобилизованных олигонуклеотидов и белковых молекул. 

Проведена детекция гибридизационных взаимодействий нуклеиновых кислот (об-
разование дуплекса при реакции ампликона гена матриксного белка вируса гриппа А с 
молекулами-зондами), сорбции белковых молекул и белок-белковых взаимодействий 
на поверхности биочипов. Установлено, что предварительная сорбция наночастиц зо-
лота приводит к увеличению иммобилизационной способности биочипа к молекулам 
белков. Показано, что метод эллипсометрии может быть успешно использован для 
анализа гибридизационных взаимодействий нуклеиновых кислот, а также белок-бел-
ковых взаимодействий, происходящих на поверхности биочипов. При эллипсомет-
рическом сканировании биочипов возможно не только выявлять сорбированные на 
поверхности биомолекулы, но и фиксировать изменения толщины, что представляет 
интерес для выявления белок-белковых взаимодействий, реализующихся, например, 
при образовании комплекса антиген/антитело и широко используемых в иммунофер-
ментном анализе. Эллипсометрическая информация может быть представлена в виде 
значений эффективных толщин покрытий биомолекул, что позволяет рассчитать ко-
личественные характеристики процессов адсорбции и взаимодействия биомолекул на 
поверхности биочипа. 

На основе полученных в работе экспериментальных данных сделан вывод о том, 
что оптическая эллипсометрия представляет собой высокочувствительный, экспрес-
сный и сравнительно экономичный label-free метод детекции поверхности биочипов, 
пригодный в том числе и для количественного анализа специфических взаимодейс-
твий между биомолекулами.
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ПРОТЕОМИКА СИСТЕМ РЕПАРАЦИИ ДНК ЧЕЛОВЕКА
Лаврик О.И., Ходырева С.Н.
ИХБФМ СО РАН, Новосибирск

Доклад будет посвящен протеомным исследованиям ансамблей репарации ДНК, 
обеспечивающих стабильность генома человека. Ансамбли белков репарации ДНК 
играют ключевую роль в сохранении генетической информации в клетке, поскольку 
различные агенты окружающей среды, а также агенты эндогенного происхождения 
постоянно повреждают структуру ДНК. 

Повреждения в структуре ДНК исправляются специализированными белковыми 
системами репарации ДНК. Неисправности в работе систем репарации ДНК вызыва-
ют тяжелые наследственные заболевания человека, а также являются причиной воз-
никновения рака и старения. Эта область молекулярной биологии напрямую связана 
как с поиском путей выживания организмов, так и наиболее оптимальных путей лече-
ния нейродегенеративных и онкозаболеваний человека.

Нами разработан и использован оригинальный метод аффинной модификации в ка-
честве одного из основных специфических протеомных подходов для идентификации 
белков репарации с помощью MALDI-MS в экстрактах клеток. Идентификация кле-
точных белков, специфически взаимодействующих с определенным типом поврежде-
ний, основана на формировании ими ковалентных аддуктов с апуриновыми/апирими-
диновыми (АР) сайтами в ДНК и фотоактивными ДНК, имитирующими интермедиа-
ты процессов репарации. Идентификация белков проводится с помощью пептидного 
картирования на основе данных MALDI-MS, полученных после трипсинолиза белка в 
составе конъюгата с ДНК. Таким образом, разработан и применен оригинальный ме-
тод использования химически активных ДНК-зондов для идентификации неизвестных 
белков.

В результате был обнаружен ряд белков репарации, взаимодействующих с ДНК, со-
держащими АР-сайты. К ним относятся: Ku80 субъединица Ku-антигена, поли(ADP-
рибозо)полимераза 1 и HMGB1 (многофункциональный ядерный белок). Идентифи-
цированные белки являются маркерами чувствительности клеток к ионизирующему 
излучению; разработанные подходы позволяют осуществлять мониторинг белков, вза-
имодействующих с АР-сайтами в экстрактах клеток, что в свою очередь, дает возмож-
ность оценивать эффективность систем репарации ДНК в клетках, а, следовательно, и 
их устойчивость клеток к действию некоторых генотоксических агентов.

Работа поддержана РФФИ (проекты 11-04-00559 и 09-04-93106) и Программой 
РАН «Молекулярная и клеточная биология».
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ДИНАМИКА РАСПРЕДЕЛЕНИЯ В МИТОЗЕ Н3 ГИСТОНА, 
ФОСФОРИЛИРОВАННОГО ПО СЕРИНУ 10
Мурашева М.И., Ченцов Ю.С.
МГУ им. М.В. Ломоносова, Биологический факультет, Москва 

                                        
Известно, модификация Н3 гистона - фосфорилирование по серину 10 (Н3Р Ser10)  

коррелирует с началом  транскрипции в интерфазе и  упаковкой хроматина в мито-
зе. Однако остается неясным, принимает ли Н3Р Ser10 непосредственное участие в 
конденсации хроматина или действует лишь как сигнал, или пусковой механизм для 
укладки хромосомы. До последнего времени нет единого мнения о локализации  Н3Р 
Ser10 в составе митотических хромосом в норме, а также чрезвычайно мало сведений 
о локализации данного модифицированного гистона  в хроматине при искусственной 
деконденсации и конденсации хромосом. 

Из данных, полученных нами на необработанных клетках культуры HeLa, можно 
сделать вывод, что Н3Р Ser10 обнаруживается в некоторых интерфазных клетках в 
форме скоплений в ядре, которые соответствуют, по данным литературы, зонам пери-
центромерного хроматина  G2 периода. На стадиях профазы, прометафазы, метафазы 
и ранней анафазы Н3Р Ser10 распределен равномерно по хромосомам, однако увели-
чения его концентрации в перицентромерной зоне хромосом не наблюдается. Вместе 
с тем, в  конце  митоза, в поздней анафазе Н3Р Ser10 локализуется  в субтеломерных 
участках хромосом, а в телофазе лишь в теломерных участках хромосом. Литератур-
ные данные и полученные нами результаты позволяют предположить, что появление 
Н3P Ser10, также как и его исчезновение, начинается в перицентромерных, а заканчи-
вается в теломерных участках хромосом.

 По данным ряда авторов воздействие на клетки гипотоническим раствором приво-
дило к дефосфорилированию H3Р Ser10, поэтому  было решено проверить как зависит 
расположение Н3Р Ser10 от  предварительной обработки клеток в 10мМ растворе три-
са, поскольку в этих условиях  происходит искусственная деконденсация хроматина. 
Для искусственной конденсации хромосом мы  воздействовали  на клетки раствором 
3мМ CaCl2 на растворе 10мМ триса. 

Таким образом, в работе показано, что динамика распределения  Н3Р Ser10 на хро-
мосомах клеток HeLa в условиях искусственной конденсации и деконденсации хрома-
тина сходна с распределением  Н3Р Ser10 на хромосомах  необработанных клеток.
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ БЕЛКОВ СУПЕРСЕМЕЙСТВА 
MIP ДИАТОМОВЫХ ВОДОРОСЛЕЙ (BACILLARIOPHYTA)
Петрова Д.П. 
ЛИН СО РАН, Иркутск

Суперсемейство белков MIP (Major Intrinsic Proteins) включает в себя два семейс-
тва, отличающихся по специфичности к субстрату: аквапорины (AQP) - белки высоко 
селективные для транспорта воды, и акваглицеропорины (Glp) - белки, транспорти-
рующие как воду, так и небольшие незаряженные молекулы, например, глицерол и 
мочевину. Ранее несколько сотен представителей этого суперсемейства были иденти-
фицированы во всех царствах живых организмов, однако они не были охарактеризо-
ваны для диатомовых водорослей (отдел BACILLARIOPHYTA), которые играют гло-
бальную роль в получении первичной продукции и круговороте кремния. С помощью 
антител к синтезированому пептиду, соответствующему первому консервативному 
NPA-домену MIP-белков, нами в протеоме пресноводной диатомеи Synedra acus sub-
sp. radians обнаружен белок молекулярной массой около 31 kDa. При расшифровке 
данных, полученных в результате пиросеквенирования геномной ДНК S. acus subsp. 
radians на секвенаторе Roche GS FLX (454) нами аннотирован ген mipSa размером 
858 п.н., кодирующий новый аквапорин-подобный белок из суперсемейства MIP про-
тяженностью 286 а.о. Проведенный сравнительный анализ предсказанных аминокис-
лотных последовательностей и реконструированных вторичных и третичных структур 
белков, отнесенных к суперсемейству MIP у двух морских видов диатомей (Thalas-
siosira pseudonana и Phaeodactylum tricornutum) и S. acus subsp. radians с MIP-белками 
из других организмов (архей, эубактерий, грибов, простейших, растений и животных) 
показал, MIP-белки диатомей имеют структурные отличия от известных аквапоринов 
и акваглицеропоринов. Полученные данные подтверждают тезис об уникальности 
диатомей в эволюционном пути развития.

Работа выполнена при финансовой поддержке Программы Президиума РАН «Мо-
лекулярная и клеточная биология» (проект 6.3).
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МЕХАНИЗМЫ РАЗВИТИЯ МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СИНДРОМА: 
РОЛЬ ЛИГАНД-АКТИВИРУЕМЫХ ТРАНСКРИПЦИОННЫХ 
ФАКТОРОВ PPAR, CAR, LXR И CAR
Пивоварова Е.Н., Маркель А.Л.
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

Известно, что метаболический синдром (МС) приводит к серьезным заболеваниям 
сердечно-сосудистой системы, занимающим первое место по смертности в индустри-
альных странах.

Согласно NCEP-ATP III  критериями метаболического синдрома являются три  или 
более из следующих нарушений: висцеральное ожирение, повышение уровня тригли-
церидов (ТГ), снижение  холестерина липопротеинов высокой плотности (ХС ЛПВП) 
в крови, гипертензия, повышение глюкозы в крови. Распространенность МС катаст-
рофически растет, молекулярные механизмы позволяющие понять причину комплекс-
ных нарушений, наблюдающихся при МС остаются практически неизученными.

Развитие сложного симптомокомплекса МС свидетельствует о системных наруше-
ниях в липидном и углеводном метаболизме и, по-видимому, должно иметь общую ос-
нову, а именно на уровне регуляции экспрессии соответствующих генов. В регуляции 
экспрессии генов, вовлеченных в липидный и углеводный обмен, принимают участие 
транскрипционные факторы, относящиеся к суперсемейству ядерных гормональных 
рецепторов: рецепторы, активирующие пролиферацию пероксисом (PPAR), Х рецеп-
торы печени (LXR),  прегнановые Х рецепторы (PXR), конститутивные андростано-
вые рецепторы (CAR).

На модели крыс с наследственной индуцированной стрессом артериальной гипер-
тензией (линия НИСАГ) было показано, что признаки МС ассоциируются с повышен-
ной ДНК-связывающей активностью PPAR, LXR, PXR и CAR, что свидетельствуют 
о вовлеченности данных транскрипционных факторов в развитие МС у крыс линии 
НИСАГ. 

Поскольку PPAR, LXR, PXR и CAR являются лиганд-активируемыми, они пред-
ставляются перспективными мишенями для фармакологического воздействия. В пос-
леднее время интенсивно ведется поиск природных и синтетических лигандов для 
PPAR. 

Комплексное исследование регуляторных механизмов, сигнальных путей и транс-
крипционных мишеней PPAR, LXR, PXR и CAR может существенно облегчить пони-
мание патогенеза МС и даст ценную информацию для разработки соответствующих 
комплексных лекарственных препаратов для терапии МС.
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ПРОДУЦЕНТ РЕКОМБИНАНТНОЙ L-АСПАРАГИНАЗЫ 
RHODOSPIRILLUM RUBRUM
Покровская М.В., Покровский В.С., Омельянюк Н.М., Александрова С.С., 
Жданов Д.Д., Соколов Н.Н.
ИБМХ им. В.Н. Ореховича РАМН, Москва

L-аспарагиназы (КФ 3.5.1.1.) катализируют расщепление L-аспарагина с образованием 
L-аспарагиновой кислоты и аммиака и применяются для лечения острых лимфобластных 
лейкозов. L-аспарагиназа Rhodospirillum rubrum (RrA) отличается от используемых в онко-
логии L-аспарагиназ в 2 раза более короткой аминокислотной последовательностью (172 
аминокислотных остатка) и низкой гомологией.

Цель работы ― создание экспрессионной системы RrA в клетках E. coli.
Материалы и методы. Ген RrA был выделен из штамма Rhodospirillum rubrum (кол-

лекция кафедры микробиологии МГУ им. М.В. Ломоносова). Использован вектор рET23a 
(«Novagen»), синтетические дезоксирибоолигонуклеотиды GCCCCTTCCCTTGCCACAGG, 
GGACACC- CAAGCTTCCCTTTTСCG, CACAGGATCCTCAAGGCAAATGGCCG, штамм-
реципиент Е. coli BL21 (DE3).

Полученный продуцент культивировали на среде LB при рН 7,2±0,1 в колбах объемом 
1,0 л, содержащих 250 мл среды на качалке со скоростью перемешивания 180 об/мин при 
37 °С. Аспарагиназную активность определяли методом прямой несслеризации и выража-
ли в МЕ. Концентрацию клеток определяли при оптической плотности 600 нм. Продуктив-
ность культуры выражали в МЕ/ОЕ.

Индуктор (лактоза, IPTG), добавляли в среду при оптической плотности 0,9–1,9 при 
600 нм до конечной концентрации 0,04% и 0,001М, соответственно. Для оценки зависимос-
ти продуктивности клеток от времени инкубации пробы отбирали в течение 15 ч после ин-
дукции. Основными критериями оптимизации являлись выход биомассы и продуктивность 
клеток после разрушения (озвучивание 1 мин; дезинтегратор УЗДН-2Т) или без него.

Результаты. Ген RrA клонирован в векторе pET23a по сайтам рестрикции HindIII и 
Bam НI и экспрессирован в штамм E.coli BL21 (DE3). Полученный продуцент проявлял 
высокую L-аспарагиназную активность, уровень которой не снижался при 20 пересевах. 
Стабильность полученной конструкции подтверждена рестрикционным анализом и секве-
нированием. Доля RrA от общего клеточного белка в полученном продуценте составляет 
15–25%.

В течение 10 ч роста после индукции активность в культуре практически не наблюда-
лась. Однако она отмечалась при разрушении клеток ультразвуком — до 25,3–27,3 МЕ/мл 
через 8,5–11,5 ч после внесения лактозы и 21,8–24,2 МЕ/мл через 10–13 ч после индукции 
IPTG. Через 11,5 ч культивирования начинался лизис клеток, о чём косвенно свидетельс-
твовало снижение оптической плотности от максимальной 5,4–6,8 (для лактозы) и 5,7–6,0 
(для IPTG) до 4,2–5,1 и 4,0–4,6 к концу выращивания, соответственно. Лизис клеток сопро-
вождался выходом фермента в периплазматическое пространство и среду. Активность кле-
ток без озвучивания ― 13 МЕ/мл, продуктивность ― 3,0 для обоих индукторов. Наработка 
биомассы после индукции IPTG была более медленной. Максимальная продуктивность 
штамма при внесении лактозы или IPTG составила 5,4 (через 8,5 ч после индукции) и 4,9 
(через 13 ч), соответственно.

Выводы
1. Сконструирован стабильный штамм-продуцент [Е. coli BL21 (DE3)/ pET23a/RrA], 

характеризующийся высоким выходом рекомбинантной RrA.
2. Полученные данные указывают, что RrA локализуется внутриклеточно. Для выделе-

ния фермента необходимо ультразвуковое разрушение клеток.
3. Оптимальным индуктором для продуцента является лактоза. Максимальная актив-

ность продуцента составляет 27,3 МЕ/мл, продуктивность — 5,4, что превышает базовую 
(без индуктора) в 3–4 раза. Оптимальная продолжительность наработки биомассы ― 8,5–
11,5 ч после индукции.
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РАЗВИТИЕ НЕОНАТАЛЬНЫХ КРЫС И ЭКСПРЕССИЯ 
БЕЛКОВ АПОПТОЗА В ИХ ГОЛОВНОМ МОЗГЕ 
ПОСЛЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ ДЕКСАМЕТАЗОНОМ И ГИПОКСИЕЙ
Меньшанов П.Н., Баннова А.В., Булыгина В.В., Калинина Т.С., Дыгало Н.Н.
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

Синтетический глюкокортикоид дексаметазон используется в перинатальной меди-
цине для предотвращения бронхолегочной дисплазии новорожденных, однако приме-
нение этого препарата сопряжено с риском нарушения функционирования головного 
мозга в последующие периоды жизни. Сопряженные с применением дексаметазона 
неврологические нарушения и защитное действие препарата при гипоксии могут быть 
связаны с его влиянием на процесс апоптоза при формировании головного мозга. 

Введение дексаметазона на 3 день жизни приводило к последующей задержке при-
роста массы тела крысят, снижению спонтанной двигательной активности животных, 
а также более позднему формированию у них неонатального стартл-рефлекса и уско-
рению открытия глаз. Эти изменения сопровождались увеличением в коре головного 
мозга уровня активной каспазы-3 через 5 суток после введения препарата, что свиде-
тельствует об отсроченной интенсификации апоптоза в этом отделе ЦНС.

В отличие от дексаметазона, кратковременная гипоксия не оказывала самостоя-
тельного влияния ни на развитие животных, ни на экспрессию белков апоптоза, однако 
у крысят, которых подвергали совместному действию препарата и гипоксии, помимо 
ранее обнаруженных аномалий развития была выявлена задержка формирования реф-
лекса избегания края. Введение дексаметазона за 4 часа до гипоксии также привело 
к отсроченной активации антиапоптозных механизмов в головном мозге 8-дневных 
животных: в стволе и гиппокампе наблюдалось увеличение соотношения белков Bcl-
XL/Bax за счет снижения экспрессии проапоптозного белка Bax, а в коре мозга проис-
ходило уменьшение уровня активной каспазы-3.

Таким образом, дексаметазон не только самостоятельно влияет на развитие ЦНС и 
формирование сенсорной и двигательной сферы у животных, но и способен понизить 
устойчивость головного мозга к гипоксическому воздействию. Подобное фармаколо-
гическое снижение устойчивости мозга к гипоксии сопряжено с аномалиями протека-
ния в нем процесса апоптоза и может быть одной из причин возникновения психичес-
ких заболеваний в ходе дальнейшего развития индивида.

Работа поддержана грантами РФФИ № 11-04-00375, 10-04-01358.
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ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ ПРОТЕОМНЫХ 
ТЕХНОЛОГИЙ В СОВРЕМЕННОЙ 
КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ ЛАБОРАТОРИИ
Рыжковская Э.Ю.
Городская клиническая больница № 11, Омск

Приоритетной задачей современной медицины является внедрение новых техноло-
гий, занимающихся исследованием молекулярных механизмов развития патологичес-
ких процессов.

После расшифровки генома человека знания о структуре и функциях белков необ-
ходимы для диагностики и терапии многих заболеваний человека, а также создания 
новых лекарственных препаратов. Заболевание может быть инициировано разными 
внешними факторами, но истинная причина развития патологического процесса связа-
на с неправильным функционированием белка. Набор белков для каждой клетки инди-
видуален и он способен меняться в соответствии с ее функциональным состоянием. 

Изучение протеома человеческого организма позволит со временем создать белко-
вый атлас, где будет определен не только набор белков, но и установлены его метабо-
лические связи.

На сегодняшний день, используя данные протеомики, пытаются диагностировать 
и лечить некоторые наследственные болезни, например, фенилкетонурию, сахарный 
диабет, онкологические и ревматоидные  заболевания.

Задачей протеомного анализа плазмы крови является, во-первых, разделение бел-
ков (например, методом двухмерного электрофореза). При этом на электрофореграмме 
каждый белок представлен в виде отдельного пятна, а его интенсивность соответствует 
количеству протеина.  А во-вторых, необходимо идентифицировать белки с помощью 
масс-спектрометрии. Профиль масс, соответствующий пептидным фрагментам белка, 
позволит однозначно узнать белок. Изменения в экспрессии одного или нескольких 
белков позволят установить связь протеомного состава крови с заболеванием.

Для идентификации белков необходимо  современное дорогостоящее высокочувс-
твительное оборудование, позволяющее регистрировать отдельные молекулы, что по 
силам только крупным научным медико-диагностическим центрам. В связи с этим перс-
пективно использование в клинико-диагностических лабораториях многопрофильных 
ЛПУ биочиповых  технологий. Мультиплексные системы на основе белковых биочи-
пов позволят провести в режиме реального времени одновременное количественное 
определение нескольких белков крови, что важно для экспресс-диагностики.
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ЭЛЛИПСОМЕТРИЧЕСКАЯ АППАРАТУРА 
ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ В БИОНАНОТЕХНОЛОГИЯХ
Рыхлицкий С.В., Спесивцев Е.В., Кручинин В.Н., Швец В.А. 
ИФП СО РАН, Новосибирск

Необходимость использования в бионанотехнологиях эллипсометрического метода 
диагностики обусловлено его высокой чувствительностью к изменению малых кон-
центраций вещества на поверхности биообъекта и неразрушающим и невозмущаю-
щим характером воздействия на материал. Метод не требует специальной подготовки 
образцов, введения специфических меток в состав макромолекул и является экспрес-
сным и достаточно экономичным методом для поточной диагностики. 

Наиболее успешное применение в биомедицинском направлении  нашла следую-
щая эллипсометрическая аппаратура, разработанная в Институте физики полупровод-
ников им. А.В. Ржанова: эллипсометры высокого пространственного разрешения и 
спектроэллипсометры.

Эллипсометры высокого пространственного разрешения представлены двумя типа-
ми: сканирующий эллипсометр «МИКРОСКАН» и матричный обзорный эллипсометр 
МЭК-2. Работа сканирующего эллипсометра основана на механическом сканировании 
образца по площади с последовательным микроизмерением в каждой точке с задан-
ным разрешением. Тогда как в основе отображающего  эллипсометра лежит принцип 
перенесения измеряемого образа на фотоприемную матрицу с одновременным изме-
рением по всей площади. Если первый метод является более точным, но менее произ-
водительным, то обзорный метод, напротив, очень производительный, но дает скорее 
качественную информацию. Эллипсометры высокого пространственного разрешения 
наиболее эффективно используются в биочиповых технологиях.

Спектральные эллипсометры являются прецизионными  средствами эллипсометри-
ческой диагностики, позволяющими идентифицировать материалы по их оптическим 
дисперсионным свойствам. В основном спектральные эллипсометры используются 
для диагностики свойств тонких мембранных пленок.  На основе спектроэллипсомет-
ра разработан ППР- эллипсометрический комплекс, предназначенный для определения 
и мониторинга малых концентраций биоорганических объектов в жидкой фазе путем 
анализа отраженного поляризованного света в условиях наличия поверхностного 
плазмонного резонанса (ППР) при полном внутреннем отражении. Высокие чувстви-
тельность и быстродействие измерений позволяют изучать конформационные и тем-
пературные фазовые переходы в белках и биоорганических мембранах, особенности 
протекания реакций типа «антиген-антитело». 

Представлены разработанные эллипсометры, приведены их технические характе-
ристики и наглядно продемонстрировано   практическое применение диагностической 
эллипсометрической аппаратуры ИФП СО РАН.
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АНТИБИОТИКИ, ДЕЙСТВУЮЩИЕ НА РИБОСОМУ: 
ПОИСК НОВЫХ И УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ СТАРЫХ
Сергиев П.В.1, Остерман И.А.1, Прохорова И.В.1, Ордабаев Е.1, Сысоев В.1, 
Нестерчук М.В.1, Сергеева О.В.1, Головина А.Я.1, Головин А.В.1, Шишкина А.В.1, 
Сумбатян Н.В.1, Коршунова Г.А.1,  Евфременкова О.В.2, Донцова О.А.1

1 НИИ ФХБ МГУ и Химический факультет МГУ, Москва
2 НИИ по изысканию новых антибиотиков, Москва

Бактериальная рибосома является мишенью множества антибактериальных препа-
ратов. Распространение штаммов патогенных микроорганизмов, устойчивых к дейс-
твию антибиотиков, представляет существенную проблему для медицины. В этой свя-
зи актуальный вопрос это поиск новых и усовершенствование существующих антиби-
отиков, способных преодолевать устойчивость патогенных организмов.

Преодоление устойчивости бактерий к макролидным антибиотикам, вызванное 
метилированием 23S рРНК, возможно с помощью изменения участка антибиотика, 
соседствующего с метильной группой рибосомы или с помощью ингибиторов метил-
трансферазы. Также перспективен поиск новых антимикробных препаратов, действу-
ющих на рибосому. В нашей лаборатории разработан дешевый и высокопроизводи-
тельный метод поиска ингибиторов трансляции, основанный на использовании репор-
терных конструкций.  
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ПРОТЕОМИКА СЫВОРОТКИ КРОВИ БОЛЬНЫХ 
ШИЗОФРЕНИЕЙ ВЫЯВИЛА МАРКЕРЫ 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ ДИСФУНКЦИИ
Смирнова Л.П.1, Коваль В.В.2, Логинова Л.В.1, 2, 3, Фёдорова О.С.2, 
Семке А.В.1,  Иванова С.А.1

1 НИИПЗ СО РАМН, Томск
2 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск
3 ГОУ ВПО Новосибирский государственный университет, Новосибирск   

Применение масс-спектрометрических методов в протеомике позволяет анализи-
ровать высокомолекулярные белки. Шизофрения - заболевание неясной этиологии и 
патогенеза, приводящее к стойким нарушениям социальной адаптации и трудоспособ-
ности. Не выявлен белок являющийся маркёром шизофрении, строго специфичный 
для этого заболевания. Актуален поиск характерных для шизофрении изменений в 
протеоме. 

Обследовано 18 человек, страдающих шизофренией, находившихся на лечении 
в НИИ психического здоровья СО РАМН г. Томска и 18 здоровых людей, соответс-
твующих по полу и возрасту. Исследуемые образцы сыворотки крови подвергались 
аффинной хроматографии. Фракции разделяли с помощью гель-электрофореза, затем 
подвергались трипсинолизу. Подготовленные белковые экстракты анализировали с 
использованием MALDI-TOF масс-спектрометра Autofl ex («Bruker Daltonics»). Иден-
тификацию белков проводили с использованием ресурсов Matrix Science. В результате 
проведения исследований у больных шизофренией обнаружены следующие белки, не 
встречающиеся у здоровых лиц:

мол. вес международное название белка
6316 Axonemal dynein, heavy chain .
12277 Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1 
12633 Muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase
35487 Tumor endothelial marker 8 isoform 3 variant (Fragment).
40051 Monocyte differentiation antigen CD14 
41710 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin)
41766 Actin, cytoplasmic 2 (Gamma-actin)
41850 Actin, gamma-enteric smooth muscle (Smooth muscle gamma actin)
43233 Anthrax toxin receptor/neuroblastoma fusion protein transcript variant 1.
52253 Carboxypeptidase N catalytic chain 
75883 Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1
82173 Serine/threonine-protein kinase DCAMKL1

Таким образом, протеомный анализ сыворотки крови больных шизофренией вы-
явил ряд белков, свидетельствующих об эндотелиальной дисфункции, что согласуется 
с данными других авторов, полученных с помощью других методов.

Работа выполнена в рамках междисциплинарного интеграционного проекта СО 
РАН №90 и поддержана ФЦП “ Научные и научно-педагогические кадры инновацион-
ной России” на 2009 -2013 годы (государственный контракт 14.740.12.0819).
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ИЗМЕНЕНИЯ В ПРОТЕОМНОМ СОСТАВЕ ХРУСТАЛИКА
В ХОДЕ РАЗВИТИЯ КАТАРАКТЫ
Снытникова О.А.1, 2, Черепанов И.В.1, 2, Копылова Л.В.1, 2, Дужак Т.Г.1, 2, 
Яньшоле1, 2, Колосова Н.Г. 3, Центалович Ю.П. 1, 2, Сагдеев Р.З.1

1 МТЦ СО РАН, Новосибирск
2 НГУ, Новосибирск
3 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

Катаракта (помутнение хрусталика глаза) развивается у более половины людей 
старше 65 лет, и в настоящее время является наиболее распространенной причиной 
снижения и потери зрения у людей старшего возраста. Прозрачность хрусталика оп-
ределяется состоянием кристаллинов- белков хрусталика, их растворимостью и струк-
турой. Нерастворимость белков связана с пост-трансляционными изменениями, на-
капливаемыми с возрастом. В данной работе методами двумерного электрофореза и 
масс-спектрометрии исследованы изменения в белковом составе хрусталиков крыс 
двух линий: контрольной линии Вистар и преждевременно стареющих крыс линии 
OXYS. Линия OXYS является моделью возрастной катаракты человека. Задачей ис-
следования является выявление изменений в протеомном составе, а также конкретных 
пост-трансляционных модификаций, специфичных для процессов старения и разви-
тия катаракты. В результате проведенных исследований были получены протеомные 
карты и определены возрастные и межлинейные различия в протеомном составе хрус-
таликов крыс Вистар и OXYS. Полученные результаты являются хорошей основой для 
поиска, идентификации и анализа пост-трансляционных модификаций, появляющих-
ся с возрастом и при развитии катаракты как у крыс, так и у человека.

Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ 11-04-00143 и 11-03-00296, НШ-
7643.2010.3 и ОХМН РАН.
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ВЛИЯНИЕ БЕЛКОВ AMTB И GLNK НА АКТИВНОСТЬ 
ФАКТОРА ТРАНСКРИПЦИИ TNRA
Тарасов Н.В.1, Федорова К.П.1, Каюмов А.Р.1, 2

1 КФУ, Казань
2 КГАСУ, Казань

В условиях недостатка азота, фактор транскрипции TnrA в клетках Bacillus subtilis 
активирует гены, ответственные за ассимиляцию альтернативных источников азота и 
связан с комплексом белков GlnK-AmtB (Heinrich et al., 2006), которые в условиях не-
достатка азота осуществляют транспорт аммония внутрь клеток. Целью работы яви-
лось установить влияние этих белков на активность фактора транскрипции TnrA.

Исследовали активность β-галактозидазы, экспрессируемой с TnrA-зависимого nrg-
промотора в различных штаммах бацилл. В штамме B.subtilis GP254 с дефектом белка 
AmtB фактор TnrA находится в стабильном комплексе с белком GlnK (Kayumov et al., 
2011). При росте на среде с нитратом активность β-галактозидазы в этом штамме была 
в 8 раз выше чем в исходном штамме B.subtilis GP250 с полноценными белками. Это 
позволяет сделать вывод, что связывание с белком GlnK не снижает активности фактора 
транскрипции. Повышение его активности, может быть связано с тем, что отсутствие 
белка AmtB приводит к резкому снижению содержания восстановленного азота в 
клетке и, как следствие, генерации сигнала об азотном голодании. В подтверждение 
этому может свидетельствовать факт, что активность GS в клетках с дефектом белка 
AmtB оказалась в 1.5 раза выше, чем в клетках B.subtilis 250. 

При отсутствии белка GlnK в штамме B.subtilis GP253 оказывается нарушенной 
регуляция активности белка AmtB, что выражается в активном транспорте ионов 
аммония в клетку. Вероятно, этим можно объяснить двукратное снижение активности 
GS в этом штамме по сравнению с исходным. Ранние исследования показали, что в 
этих клетках фактор TnrA связан с глутаминсинтетазой (Kayumov et al., 2011). Вопре-
ки ожиданиям, активность β-галактозидазы не отличалась от исходного штамма ди-
кого типа. Видимо, образование комплекса с GS не подавляет полностью активности 
фактора TnrA. С другой стороны, возможно даже его незначительное количество в 
клетке достаточно для активации транскрипции контролируемых им генов.

Работа выполнена в рамках ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры инно-
вационной России» (ГК №16.740.11.0611 от 31.05.2011).
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ОСОБЕННОСТИ РЕПЕРТУАРА АНТИЦИТОКИНОВЫХ 
АУТОАНТИТЕЛ ПРИ РАССЕЯННОМ СКЛЕРОЗЕ
Тикунова Н.В.1, Вихрова М.А.1, Бабкин И.В.1, Морозова В.В.1, Габибов А.Г.2 
1 ИХБФМ СО РАН, Новосибирск, 
2 ИБХ РАН, Москва 

Анти-цитокиновые антитела обнаружены в плазме крови как больных аутоиммун-
ными заболеваниями, так и здоровых людей. Роль таких антител до сих пор не пол-
ностью ясна. Известно, что цитокины играют важную роль в регуляции всех аспектов 
функционирования иммунной системы. Изменение цитокинового статуса организма 
сопровождает протекание многих аутоиммунных заболеваний. Так, развитие рассеян-
ного склероза сопровождается повышением концентрации интерферона гамма (IFN-γ), 
интерлейкина 18 (IL-18), фактора некроза опухолей (TNF-α). В связи с этим проведен 
сравнительный анализ репертуаров генных сегментов, кодирующих вариабельные до-
мены анти-цитокиновых аутоантител человека, циркулирующих в организме больных 
рассеянным склерозом и здоровых доноров.

В работе использовали «неиммунную» и «аутоиммунную» комбинаторные библи-
отеки scFv-антител человека, сконструированные на основе мРНК периферических 
лимфоцитов здоровых людей и больных рассеянным склерозом, соответственно. С ис-
пользованием методов фагового дисплея из обеих библиотек отобрали scFv-антитела, 
специфически связывающие IFN-γ, IL-18, TNF-α. Определены нуклеотидные последо-
вательности, кодирующие отобранные антитела, проанализированы соответствующие 
им аминокислотные последовательности. Показано, что VH-домены антител к IFN-γ, 
IL-18, TNF-α, отобранных из «неиммунной» библиотеки, преимущественно прина-
длежали к VH3 семейству и кодировались генами зародышевых линий. VH-домены 
антител к TNF-α, отобранных из «аутоиммунной» библиотеки, также принадлежали 
преимущественно к VH3 семейству, в то время как значительную долю VH-доменов 
антител к IFN-γ и IL-18 составляли домены семейства VH6, чрезвычайно редко ис-
пользуемые для образования антител в норме.

Работа частично финансировалась из средств Проекта № 76 (рук. Д.В. Пышный) 
Программы СО РАН междисциплинарных интеграционных проектов. 
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ПРОТЕОМНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
ЭКСПРЕССИИ СИГНАЛЬНЫХ И СТРУКТУРНЫХ БЕЛКОВ 
В МЕЛАНОМЕ И НОРМАЛЬНОЙ КОЖЕ ЧЕЛОВЕКА
Узденский А.Б.1, Бибов М.Ю.1, Демьяненко С.В.1, Колосов М.С.1, 
Позднякова В.В.2, Франциянц Е.М.2

1 ЮФУ, Ростов-на-Дону, 
2 РНИОИ, Ростов-на-Дону

Для изучения механизмов образования меланомы кожи человека с помощью имму-
ноферментных микрочипов Panorama Antibody Microarray – Cell Signaling мы прове-
ли протеомное исследование экспрессии 224 клеточных белков в постоперационной 
ткани меланомы в сравнении с нормальной кожей. Образцы меланомы и нормальной 
кожи того же пациента гомогенизировали и инкубировали с флуорохромами Су3 и 
Су5, а затем для контроля наоборот – с Су5 и Су3. Затем проводили гибридизацию 
микрочипов с этими растворами. После отмывки и высушивания микрочипы сканиро-
вали на длинах волн 532 и 635 нм, соответствующих максимумам флуоресценции Cy3 
и Cy5. Уровни экспрессии белков оценивали по интенсивности их флуоресценции в 
пятнах с иммобилизованными антителами. 

В ткани меланомы наблюдалось двукратное повышение уровня фосфорилирова-
ния белка тау, контролирующего сборку микротрубочек и их взаимодействие с дру-
гими белками, по сравнению с нормальной кожей. Также отмечено повышение уров-
ня β-катенина, регулирующего транскрипцию ряда генов, а также участвующего в 
связи кадгеринов, образующих межклеточные контакты, с актиновым цитоскелетом. 
Одновременно наблюдалось снижение уровня цитокератинов 4 и 8.12. Эти перестрой-
ки цитоскелета, вероятно, связаны с изменениями адгезионных взаимодействий и под-
вижности клеток. Также повышалась экспрессия глутаматных рецепторов NMDAR2А, 
которые при связывании глутамата открывают кальциевые каналы. Уровень Ca2+-свя-
зывающего белка S-100 в меланомах обоих пациентов снижался на 30 %. Снижение 
экспрессии фактора транскрипции Smad4, ингибирующего переход G1/S в клеточном 
цикле, может способствовать пролиферации клеток меланомы. Однако, уменьшение 
экспрессии протеинкиназы ERK1/2 свидетельствует о развитии противоположных 
тенденций. Таким образом, в меланоме кожи человека выявлены изменения микротру-
бочкового и промежуточного цитоскелета, регуляции клеточного цикла и экспрессии 
ряда сигнальных белков. Работа поддержана Минобрнауки РФ (ГК № 16.740.11.0368) 
и грантом МК-6042.2010.4 Президента Российской Федерации для государственной 
поддержки молодых российских ученых
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ПРОТЕОМИКА И ПЕПТИДОМИКА МХА 
PHYSCOMITRELLA PATENS
Фесенко И.А1., Поляков Н.Б.1, Слижикова Д.К.1, Скрипников А.Ю.1, 2, 
Мажейка И.С.2,  Говорун В.М.1, 3 
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В настоящее время мох Рhyscomitrella patens широко используется в качестве мо-
дельного объекта исследований в области биологии растений, связанной с изучением 
путей эволюции адаптации к стрессовым воздействиям и развития сигнальных путей 
устойчивости к абиотическим и биотическим стрессам. 

Следует отметить, что Р. patens является практически единственным многоклеточ-
ным эукариотическим организмом с высоким уровнем гомологичной рекомбинации. 
Кроме того, полностью расшифрован геном мха, что делает его удобным модельным 
объектом при изучении сложных физиологических процессов. 

Целью наших исследований было изучение некоторых реакций клеточного проте-
ома и пептидома на стрессовые факторы окружающей среды, а также белков органелл 
мха Р. patens. Исследования протеома хлоропластов мха проводили, используя одно-
мерный электрофорез с последующей идентификацией белков методами тандемной 
масс-спектрометрии. Было идентифицировано 624 белка, из которых 434 аннотирова-
ны как резидентные белки хлоропластов. 

В докладе будут представлены результаты исследований протеома и пептидома 
протопластов мха, а также динамики изменений, происходящих в процессе регене-
рации in vitro. Было показано, что при выделении протопластов из протонемы, резко 
увеличивается общее количество пептидов в клетке. При этом установлено, что значи-
тельная их часть является фрагментами хлоропластных белков, а число определенных 
пептидов и белковые профили варьируют в течение времени исследования. 
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ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДА MS/MS В ТЕРАПИИ ТРОМБОЗОВ
И НАСЛЕДСТВЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
Черноносов А.А.1, 2, Кох Н.В.1, Алексеева И.В.1, Филипенко М.Л.1, 
Лифшиц Г.И.1, 2, Фёдорова О.С.1, 2
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Метод тандемной масс-спектрометрии позволяет проводить быструю характери-
зацию малых молекул-метаболитов, синтезируемых в организме человека или попа-
дающих в качестве лекарств. Такого рода задачи постоянно возникают в различных 
областях науки и медицины. Например, в медицинской практике до сих пор сущест-
вует проблема персонализированного подбора дозы антикоагулянта непрямого дейс-
твия варфарина, назначаемого при терапии и профилактике различных тромбозов, ин-
фарктов, при протезировании клапанов сердца. Предлагаемый метаболомный подход 
призван решить проблему подбора дозы варфарина при нестабильном МНО (показа-
тель, на основе которого в настоящее время производится подбор дозы препарата), 
наблюдаемом у значительной части пациентов. Для этого методом MS/MS определяют 
изменение концентрации варфарина в плазме крови пациента от времени, и рассчи-
тывают фармакокинетические параметры. Сочетание с результатами генотипирования 
больных, позволяет создать базу данных и определить взаимосвязь между скоростью 
метаболизма препарата и генотипом пациента.  

Использование метода MS/MS дает возможность не только контролировать био-
трансформацию лекарственных средств в организме, но и диагностировать наследс-
твенные заболевания, связанные с нарушением метаболизма амино-, органических и 
жирных кислот. Анализ сухого пятна крови диаметром 3 мм позволяет регистрировать 
единовременно более 40 заболеваний, затрачивая на каждое определение в целом не 
более 3 часов. Не смотря на то, что каждый тип нарушений метаболизма встречается 
редко и составляет 0,001 – 0,01% от числа новорожденных, в сумме они составляют за-
метную величину. Своевременное обнаружение этих расстройств даст существенный 
социальный и экономический эффект. 

Работа выполнена в рамках междисциплинарного интеграционного проекта СО 
РАН № 90, поддержана грантом ФЦП «Исследования и разработки по приоритетным 
направлениям развития научно-технологического комплекса России на 2007-2012 
годы»  № 16.512.11.2073.
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БАЗА ДАННЫХ 
«ПРОТЕОМИКА МЫШЕЧНЫХ БЕЛКОВ ЧЕЛОВЕКА»
Шишкин С.С.1, Ковалева М.А.1, Ковалев Л.И.1, Иванов А.В.1,  Торопыгин И. Ю.2,  
Еремина Л.С.1, Лисицкая К.В.1, Садыхов Э.Г.1

1 ИНБИ РАН, Москва
2 ИБМХ РАМН, Москва

С помощью ряда протеомных технологий (двумерный электрофорез по О’Фарреллу 
с последующей идентификацией белковых фракций  методами масс-спектрометрии 
- MALDI-TOF MS и MS/MS) исследовали биопсийные и аутопсийные образцы ске-
летных мышц [1], миокарда, миометрия, медиального слоя аорты, а также клеточных 
линий (культивируемые нормальные миобласты человека и клетки рабдомиосаркомы 
А-204) и образцы тканей простаты. Двумерные электрофореграммы сканировали,  и 
анализ полученных изображений проводили с помощью программы MELANIE (IM-
AGEMASTER v.7), в результате чего для каждого изучавшегося объекта были пост-
роены синтетические двумерные белковые карты (в виде графических файлов фор-
мата *.jpg с разрешением не менее 300 пикселей на дюйм).  Полученные данные в 
обобщенном виде были использованы для создания многомодульной отечественной 
базы данных «Протеомика мышечных белков человека» (ПМБЧ, http://mp.inbi.ras.ru). 
Для  формирования ПМБЧ применяли программы MapThis! Molly Pinguin Software, 
пакет программного обеспечения Mozilla Firefox и другие программные средства, как 
описано ранее [2]. Построенные карты, с отмеченными на них идентифицированными 
белками, стали своеобразными модулями, позволяющими формализовать и характе-
ризовать различные биохимические свойства изучаемых белков. Среди идентифици-
рованных  белков (более 200), оказались ферменты метаболизма углеводов и липидов, 
с помощью которых можно характеризовать энергетический потенциал исследуемой 
мышечной ткани.  В целом, эти карты составили первый уровень представления соб-
ранных материалов. На них нанесены специальные ссылки («кнопки») для перехода на 
следующие информационные уровни – второй, третий и четвертый, которые содержат 
сведения об отдельных изучавшихся белках. В частности, второй информационный 
уровень представляет собой систему из 15 полей для записи текстовой и графической 
информации, полученной в собственных исследованиях данной белковой фракции. 
Построенная базы данных ПМБЧ рассматривается как основа для последующих ис-
следований мышечных белков человека при изучении молекулярных механизмов ряда 
физиологических и патологических процессов.

Литература 
Ковалева М.А с соавт. Биохимия.  2009, т.74. № 11, С. 1524-1538. 
Шишкин С.С. с соавт. Acta Naturae. 2010, т.2, № 4 (7). С. 58-68.
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Живые системы имеют сложную иерархическую организацию, динамика функцио-
нирования которых складывается из сложного нелинейного взаимодействия метаболи-
ческих, генетических и др. подсистем. В свою очередь в метаболических путях клеток 
можно выделить более простые подсистемы - ферментативные реакции, а в молекуляр-
но-генетических системах  - процессы регуляции экспрессии генов на уровнях иници-
ации и терминации транскрипции, трансляции и др., которые могут рассматриваться в 
качестве элементарных при построении математических моделей живых систем.

В работе представлена новая база (MGSmodelsDB) элементарных моделей фермен-
тативных реакций и процессов генетической регуляции экспрессии генов, позволяю-
щих моделировать системы биосинтеза нуклеотидов de novo и анаэробной утилизации 
нитратов/нитритов в клетке E. coli, а также использовать их в качестве строительных 
блоков при моделировании других систем. Элементарные модели представляют со-
бой функции многих переменных, которые описывают скорости процессов. В качест-
ве переменных выступают концентрации метаболитов и белков. Значения параметров 
математических моделей взяты из литературных источников или подобраны при раз-
работке моделей.

MGSmodelsDB является открытым ресурсом (http://modelsgroup.bionet.nsc.ru/
MGSmodelsDB/) для хранения, просмотра и извлечения разработанных математичес-
ких моделей. В настоящее время база содержит 110 элементарных моделей, частично 
опубликованных ранее.
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ПОЛНОГЕНОМНОЕ КАРТИРОВАНИЕ ГЕНОВ, 
АССОЦИИРОВАННЫХ С ГЛАУКОМОЙ
Аксенович Т.И.1, Зоркольцева И.В.1, Белоногова Н.М.1, ван Дуин К.М.2

1 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск
2 Медицинский центр Эразмус, Роттердам, Нидерланды

Глаукома - это нейродегенеративное заболевание, являющееся одной из главных 
причин нарушения зрения и слепоты.  Показано, что генетические факторы играют 
важную роль в возникновении болезни. Однако, известные до сих пор гены объясняют 
не более 5% случаев болезни. 

Недавно был предложен новый подход к идентификации генов, контролирующих 
сложные болезни, заключающийся в анализе не самой болезни, а тех количественных 
изменений, которыми она сопровождается. Диагностика глаукомы базируется на изме-
рении внутриглазного давления, параметров оптического диска, толщины зрительных 
нервов и др. Хотя для всех этих характеристик показана высокая наследуемость, гене-
тический анализ был проведен только для трех из них.

Мы провели полногеномный анализ сцепления и ассоциаций для большого набора 
параметров оптического диска и зрительного нерва, используя результаты обследова-
ния большой родословной из изолированной популяции Голландии. Семнадцать (13 
индивидуальных и 4 комбинированных методом главных компонент) признаков было 
фенотипировано у 2500 членов родословной. Для анализа сцепления и ассоциаций 
использовали панели из 6 тысяч и 2.5 миллионов SNP маркеров, соответственно.

В ходе исследования идентифицирован новый регион значимого сцепления, под-
твержденный ассоциацией, на хромосоме 20p13 вблизи генов SIRPA и RNF24/PANK2. 
Белок, кодируемый геном SIRPA, является членом семейства сигнальных регулятор-
ных белков. Этот белок обеспечивает адгезию церебральных нейронов и обладает 
анти-апоптическим эффектом. PANK2  кодирует белок, принадлежащий пантотенат-
киназному семейству. Он является ключевым регуляторным ферментом биосинтеза 
коэнзима А. Мутации в этом гене ассоциированы с нейродегенерацией.

Кроме того, мы подтвердили сигналы ассоциации для хорошо известных генов 
CDC7, TGFBR3 и ATOH7 и впервые продемонстрировали значимую ассоциацию для 
гена RERE, повышенная экспрессия которого приводит к запуску апоптоза,  приводя-
щего к дегенерации зрительных нервов. 

Таким образом, наше исследование значительно расширило список генов-кандида-
тов, роль которых в развитии глаукомы должна быть детально изучена.
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SPADes: НОВЫЙ АССЕМБЛЕР ГЕНОМОВ С ПОДДЕРЖКОЙ 
ОДНОКЛЕТОЧНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ
Алексеев M.
University of South Carolina

Львиная доля бактерий живущих в различных средах не может быть клонирована 
в лабораторных условиях и потому не может быть секвенирована с использованием 
существующих технологий. Основная цель одноклеточной геномики состоит в допол-
нение генно-ориентированных метагеномных данных ассемблированными геномами 
некультивируемых организмов.

Для осуществления одноклеточного секвенирования фемтограммы ДНК присутс-
твующие в одной клетке должны быть увеличены до микрограмм ДНК необходимых 
для применения методов секвенирования второго поколения (NGS/SGS).

В то время как Multiple Displacement Amplifi cation (MDA) позволяет производить 
секвенирование геномов из лишь одной бактериальной клетки, ассемблирование таких 
данных представляет сложную задачу в виду крайне неравномерного покрытия генома 
ридами произведенными MDA, а также повышенного уровня ошибок секвенирования 
и присутствия химерных ридов.

SPAdes - это новый ассемблер как для одноклеточного, так и для стандартного (мно-
гоклеточного) ассемблирования геномов, разработанный в Лаборатории Вычисли-
тельной Биологии под руководством проф. Павла Певзнера при Санкт-Петербургском 
Академическом Университете РАН. По качеству ассемблирования SPAdes превосходит 
недавно анонсированный ассемблер E+V-SC (специализированный на одноклеточных 
данных), а также популярные ассемблеры Velvet и SoapDeNovo (для многоклеточных 
данных). Ассемблирование геномов из данных одноклеточного секвенирования, осу-
ществляемое SPAdes, позволяет получать информацию о геномах некультивируемых 
бактерий, недоступную в традиционных метагеномных исследованиях.
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ИССЛЕДОВАНИЕ МАСШТАБИРУЕМОСТИ АЛГОРИТМОВ 
ПОИСКА БЛИЖАЙЩИХ СОСЕДЕЙ В МЕТОДЕ 
МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИНАМИКИ
Матвиенко С.А.1, Алемасов Н.А.2, Фомин Э.С.2

1 НГУ, Новосибирск
2 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск 

Задачей данной работы было проведение исследования масштабируемости наиболее 
затратных с вычислительной точки зрения методов молекулярной динамики, связанных 
с поиском ближайших соседей (метод Верлет таблиц и метод связных ячеек) на системах 
общей памяти архитектуры x86-64 и предложение улучшений алгоритмов. В результате 
тестирования [1], проведенного на 32-х ядерной системе Intel ManyCore, было показано, 
что оба алгоритма демонстрируют значительные проблемы масштабируемости 
на данной архитектуре, при этом метод связных ячеек демонстрирует лучшую 
масштабируемость и значительно лучшую производительностью. Вероятной причиной 
является организация кэша в современных процессорах, приводящая к конкуренции за 
место в кэше между различными потоками исполнения. Путем внесения изменений 
в реализацию алгоритма удалось улучшить масштабируемость и производительность 
метода Верлет таблиц на 8%, что представляется существенным в силу высокого 
уровня оптимизации кода MOLKERN, позволяющего рассчитывать до 0.1 млрд. пар 
в секунду [2]. Прогресс был достигнут благодаря следующим модификациям кода:  
изменение схемы распределения ряд Верлет таблицы по потокам, сортировки данных 
в рядах таблицы и оптимизации структур данных для молекул воды.

Работа выполнена при поддержке Министерства образования и науки Российской 
Федерации (Госконтракт № 07.514.11.4011).  

Список литературы:
Фомин Э.С., Алемасов Н.А., Матвиенко С.А Материалы X Международной конференции, 
г. Пермь, 1-3 ноября, 2010 г., T.2, c.284-291.
Фомин Э.С. Сравнение метода Верлет таблицы и метода связанных ячеек для последовательной, 
векторизованной и многопоточной реализаций. Вычислительные методы и программирование. 
Вычислительные методы и программирование, 2010, Т.11, 299-305. 
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УЛУЧШЕННЫЕ АЛГОРИТМЫ РАСЧЕТА СВОБОДНОЙ 
ЭНЕРГИИ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ 
БЕЛКОВЫХ КОМПЛЕКСОВ
Алемасов Н.А., Фомин Э.С.
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

В настоящий момент существует ряд программ молекулярного моделирования, 
в число функций которых входит расчёт свободной энергии, например: GROMACS, 
NAMD и др. Одним из недостатков этих программ при массовых расчетах 
термостабильности белков является необходимость генерации молекулярных 
топологий и ручное «введение» мутаций, в результате чего получаются «смешанные» 
белки. При проведении процесса молекулярной динамики таких белков в расширенном 
термодинамическом ансамбле «сосуществуют», как атомы белка дикого типа, так и 
атомы белка с модифицированными аминокислотами. 

В расчёте приращения свободной энергии такой гибридной системы важен способ 
реализации «сосуществования» атомов различного типа. Для этого часто применяется 
линейная интерполяция пограничных значений потенциалов. Недостатком данного 
подхода является способ комбинации потенциалов. Так, ван-дер-ваальсовы 
взаимодействия не позволяют атомам разных форм непрерывно приближаться друг 
к другу по мере перехода системы из одного состояния в другое, что сказывается 
на точности и вычислительной стабильности. В подтверждение этого недостатка, 
традиционный подход был  протестирован на базе программы GROMACS. Объектом 
исследования термостабильности выбран белок FGF-1 человека и его мутант V31I. 
Рассчитанное значение (приблизительно 0,47 кДж/моль) воспроизводит эксперимент 
[1] (около 4,0 кДж/моль) лишь качественно.

В настоящей работе известные подходы для расчёта приращения свободной энергии 
перенесены на разрабатываемый в ИЦиГ программный комплекс MOLKERN [2]. 
Данный комплекс предлагает упрощённый интерфейс пользователя — в частности, в 
MOLKERN отсутствует необходимость редактирования молекулярных топологий и, 
что более важно — иные правила комбинирования потенциалов, которые позволяют 
избежать упомянутых выше проблем.

Работа выполнена при поддержке Министерства образования и науки Российской 
Федерации (Госконтракт № 07.514.11.4011).

Список литературы:
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Фомин Э.C., Алемасов Н.А., Чирцов А.С., Фомин А.Э. Биофизика. 2006. Т. 51, № 7. С. 110–113.
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КОНФОРМАЦИОННЫЕ СВОЙСТВА НЕВАЛЕНТНЫХ 
КОМПЛЕКСОВ ПЕНИЦИЛЛОПЕПСИНА 
С СУБСТРАТАМИ  
Алиев Р.Э., Кадымова Ф.А.
БГУ, Баку

Стереохимические модели функционирования аспартатных протеаз, предложенные 
в литературе, основаны на анализе трехмерных  структур комплексов этих ферментов 
с субстратоподобными ингибиторами. Все эти модели едины в том, что аспартатные 
протеазы функционируют по общеосновному – общекислотному механизму и разли-
чаются друг от друга числом стадий ферментативного катализа. Многовариантность, 
предложенных схем, связана с тем, что информация, получаемая с помощью кристал-
лографического метода, касается только статического состояния фермента и не позво-
ляет воссоздать единственную схему каталитического акта. Промоделировать продук-
тивную ориентацию расщепляемой пептидной связи и возможные конформационные 
перестройки в фермент – субстратном комплексе возможно лишь с помощью расчет-
ных методов. В настоящем сообщении, используя кристаллографические структуры 
нативного пенициллопепсина и его ингибиторных комплексов, на классической осно-
ве при помощи расчетного метода атом – атомных потенциалов предпринята попытка 
оценить конформационные изменения, выяснить их побудительные мотивы и природу 
стереохимических взаимоотношений субстрата и активного центра пенициллопепси-
на в процессе каталитического акта. Для понимания эффективности и специфичности 
реакции гидролиза изучены конформационные аспекты взаимодействия пеницилло-
пепсина с рядом усложняющихся по структуре субстратами: CH3CO– L–Ala–L–Phe-
NHCH3; CH3CO– L– Phe–Ala-NHCH3; CH3CO–L-Ala–L–Phe–L–Ala-NHCH3. Выбор 
этих молекул при исследовании невалентных  комплексов пенициллопепсина свя-
зан с тем, что эти соединения являются простейшими субстратами, позволяющими 
рассмотреть вопросы первичной и вторичной специфичности. При проведении рас-
четов конформационных стадий ферментативной реакции мы исходили из того, что 
осуществляемый аспартатными протеазами гидролиз пептидной связи относится к 
невалентному типу и не были связаны ни с какими априорными предположениями 
о конкретной схеме механизма катализа. Установлено, что продуктивными оказались 
низкоэнергетические конформации субстрата, которые в тоже время выгодны по энер-
гии всех видов взаимодействий с атомами активного центра. Показано, что именно 
оптимальные невалентные взаимодействия приводят к стереохимической ситуации, 
благоприятной для реализации последующих стадий гидролиза пептидной связи, а 
именно к распаду невалентного комплекса через ряд промежуточных структур на фер-
мент и продукты реакций.
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3D-STRUCTURE PREDICTION OF pyrin-d2 ISOFORM
Nersisyan L., Arakelyan A.
IMB NAS RA, Yerevan, Armenia

Familial Mediterranean fever (FMF, MIM 249100) is an autoinfl ammatory disease most 
commonly affecting the ethnic groups from Mediterranean basin (Armenians, Sephardi 
Jews, and North African Arabs). FMF is characterized by short recurrent bouts of fever and 
localized infl ammation in peritoneum, pleura, joints or skin. MEFV, the gene responsible for 
the development of FMF, encodes a 781 amino acid long protein called pyrin (also named 
TRIM20). More than 140 mutations of MEFV associated with FMF have been reported to 
date. Pyrin is a member of tripartite motif proteins’ family (TRIM), although it lacks an 
N-terminal RING fi nger domain, characteristic to this family. It has been shown that pyrin 
is a multidomain protein composed of a PYRIN domain (1-92 aa, a member of Death Fold 
superfamily), single B-box zinc fi nger of type-2 (370-412 aa),a potential nuclear localiza-
tion signal (NLS, 420-437 aa), and a C-terminal B30.2 (PRY/SPRY) domain. The crystal 
structure of this domain has recently been characterized. Pyrin is known to occur in several 
splicing variants, the most abundant of which is the pyrin-d2 variant, which lacks the region 
93-303 aa, encoded by the second exon of MEFV. Despite the accumulated knowledge about 
pyrin, the crystal structure of this protein has not yet been resolved and its exact biological 
functions are yet to be elucidated. 

We aimed to predict the tertiary structure of pyrin-d2 isoform, since the disordered re-
gion (93-303) present in the full length variant is an impediment for model construction.3D 
structure modeling of pyrin-d2 isoformhas been performed using methods of template-based 
modeling in combination with ab initio techniques using MODELLER 9.9 software and the 
I-TASSER web server. Structural minimization has been done by the NAMD software and 
CHIRON web server. Final and parallel assessment of the protein models has been done 
based on their free energy calculated in CHARMM and GROMOS force fi elds and through 
GAIA, PROCHECK, QMEAN and MetaMQAP web servers. 

Overall the fi nal model is thought to be of good quality. The predicted structure of pyrin-
d2 isoform may be further used to construct a structural model of full length pyrin. Obtained 
models will be further used in molecular docking and various function prediction studies in 
order to evaluate pyrin interactions withproteins, DNA and other ligands. These studies will 
facilitate the elucidation of pyrin biological functions, as well as the role of the normal and 
mutated protein in FMF pathogenesis.
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GROWING SUPPORT SETS FOR PATHWAY 
SPECIFIC ANALYSIS OF SARCOIDOSIS
Arakelyan A. 
LIB IMB and IIAP NAS RA, Yerevan, Armenia

Whole genome gene expression analysis using microarrays nowadays are major tool for 
research in functional genomics and found its application not only in basic biomedical sci-
ence, but also in medicine, biotechnology, pharmaceutics, biodetection, etc. Though new 
gene expression techniques was introduced last few years (RNA-seq by next-generation se-
quencing), microarray data still remains major source of high-throughput gene expression 
data. Having undoubted advantages, microarrays also rose question of proper data analysis 
and interpretation of experimental results. Typical microarray experiment contain the mea-
surement of the thousands gene expression profi les in relatively few samples. Such situa-
tions are well known in mathematics as a high dimensional low sample size data (HDLSS), 
when number of features are signifi cantly more than number of objects and require specifi c 
analysis in order to obtain meaningful results. In most cases, traditional statistical and pat-
tern recognition approaches are not productive in analysis of HDLSS data, and alternative 
approaches are currently being developed. We developed a novel (growing support sets) 
approach for analysis of microarray gene expression data based on hybrid mathematical 
techniques with unifying analysis at a pathway level. 

We have used our analysis approach to analyze gene expression profi les of lung biopsy 
samples from 6 healthy controls and 6 patients with pulmonary sarcoidosis (Gene Expres-
sion Omnibus, GDS3580 - Analysis of lungs from patients with pulmonary sarcoidosis). 
Our algorithm allowed us to specifi cally target the pathways, in which the given combina-
tion of gene sets can have maximal impact accounting for both signal fl ow and expression 
level changes. Using basic statistical approaches (t test with random variance model) data-
set authors were able to identify 319 differentially expressed genes and two gene networks 
corresponding to cell movement and immune function. Among the differentially expressed 
genes MMP12, ADAMDEC1, CCL5, CXCL9, STAT1, HLA-DRB1, IL-7, IL-15 showed the 
maximal up-regulation and were highly engaged in identifi ed gene networks. However, this 
approach is ambiguous, because more than one network with different interactions among 
the same gene related to immune function is present. In contrast, our fi ndings indicate that 
sarcoidosis is characterized by strong infl ammatory response with involvement of almost all 
key components of the immune system. In addition, we were able to demonstrate that meta-
bolic pathways are also affected in sarcoidosis. 
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АДАПТАЦИЯ ПРОКАРИОТ К УСЛОВИЯМ ВЫСОКИХ 
ДАВЛЕНИЙ СРЕДЫ НА ГЕНОМНОМ И СТРУКТУРНОМ 
УРОВНЯХ: АНАЛИЗ ЭВОЛЮЦИИ ПИРОКОККОВ 
Афонников Д.А., Гунбин К.В., Медведев К.Е., Суслов В.В. 
Институт цитологии и генетики СО РАН, Новосибирск, Россия

Прокариотические организмы способны выживать в экстремальных условиях сре-
ды. Выявление механизмов их адаптации к экстремальным местообитаниям – задача 
важная как для фундаментальной биологии, так и биотехнологии. В настоящем сооб-
щении представлены результаты компьютерного анализа геномов и протеомов трех 
видов гипертермофильных архей рода пирококки, чьи геномы полностью секвениро-
ваны, P. furiosus, P. horikoshii, and P. abyssi, проведенного с целью выявления эволюци-
онных механизмов адаптации к условиям повышенных давлений. 

Филогенетический анализ генов рРНК 26 видов пирококков показал, что P. furiosus, 
P. horikoshii и P. abyssi произошли от общего предка, который обитал на больших глу-
бинах. Показано, что функции генов, подверженных движущему отбору у этих видов 
связаны с абиотическими и биотическими изменениями условий внешней среды, к 
которым организмы приспосабливались. Дивергенция мелководного P. furiosus от об-
щего предка связана с потерей генов подвижности, передачи сигналов, а так же с дви-
жущим отбором у генов трансляционного аппарата. В ходе дивергенции P. horikoshii 
движущий отбор действовал, преимущественно на гены транскрипции, дивергенция 
P. abyssi связана с движущим отбором в генах транспорта ионов. Анализ отношения 
скоростей фиксации радикальных и консервативных замен аминокислот в генах, коди-
рующих белки, показал, что это отношение выше для замен, радикальных по величине 
объема боковой группы, что может быть связано с обеспечением более плотной упа-
ковки белковой глобулы у глубоководных организмов. 

Для изучения влияния высоких давлений на структуру белков мы провели компью-
терное моделирование молекулярной динамики белков Nip7 из глубоководных (P. ab-
yssi) и мелководных (P. furiosus) видов при различных температурах (300 и 373 K) и 
давлениях (0.1 - 300 МПа). Результаты моделирования позволяют предположить, что 
белки глубоководных организмов являются более стабильными, чем мелководных. 
Кроме того, моделирование показало важность взаимодействия белка с растворите-
лем, как фактора адаптации структуры к условиям высоких давлений. 

Работа поддержана грантами РФФи 09-04-01641-а, 11-04-01771-а; Интеграционны-
ми проектами СО РАН №109, 26, 119; проектом REC NSU (REC-008), Госконтрактом 
П857 и программами РАН А.II.6 и 24.2. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ РЕГУЛЯЦИИ СПЛАЙСИНГА 
В НЕРВНЫХ ТКАНЯХ
Бабенко В.Н.1, Матвиенко В.Ф.2

1 ИЦиГ  СО РАН, Новосибирск
2 НГУ, Новосибирск

В настоящее время стало очевидным, что дифференциация нервной ткани имеет 
неотъемлимой чертой альтернативный сплайсинг в процессе эволюции высших 
эукариот. При этом процесс специализации является многоуровневым, включающим в 
себя процессы репликации, транскрипции и сплайсинга, а также микро – РНК (миРНК) 
регуляции. Были найдены ортологи основных энхансеров сплайсинга человека 
в нервных тканях: факторы регуляции нейронного сплайсинга NOVA1/2 имеет 
ортолог  pasilla в геноме D. melanogaster. Ген DScam (Down Syndrome cell afhesion 
molecule) в геноме D. melanogaster, выделяющийся огромным (38 тысяч) количеством 
изформ, экспрессируется в процессе закладки нейронной сети. Другой чертой генов, 
экспрессирующихся в нервных тканях, является необычно большая длина этих генов, 
подтверждающих непосредственное влияние альтернативного сплайсинга, степень 
регуляции которого  связана с длиной генов, а именно, длиной интронов и числом 
экзонов. Известный ген SMN, нарушение сплайсинга в котором связано с болезнью 
спинной мышечной атрофии (SMA), является объектом пристального внимания 
фармацевтов. В настоящее время уже ведутся клинические испытания препарата, 
компенсирующего распространенную мутацию сайта сплайсинга, приводящего к 
пропуску 6 экзона . Таким образом, имеются очевидные факты, свидетельствующие 
об исключительном влиянии сплайсинга в процессе дифференцировки и работы генов 
в тканях нервной системы. В  лаборатории молекулярных основ генетики животных 
проведена предварительная работа по анализу свойств генов, связанных с работой 
нейроэндокринной системы и корой головного мозга на уровне транскрипции, 
сплайсинга, эпигенетических состояний хроматина.  Составлена карта взаимодействия 
миРНК с факторами сплайсинга, участвующими в регуляции сплайсинга при 
онтогенезе и функционировании нервной ткани (Nova1/2, PTB1/2, Fox1/2), а также 
собрана информация по фактам эпигенетичской регуляции действия данных факторов. 
В настоящее время ведется работа по изучению влияния вторичной структуры U2 
snRNP в процессе кинетики сплайсинга нейрон – специфических генов, в частности 
гена SMN1, основанная на конкуренции с факторами связывания TIA.

Brooks AN, Yang L, Duff MO, Hansen KD, Park JW, Dudoit S, Brenner SE, Graveley BR  Conservation of an 
RNA regulatory map between Drosophila and mammals. Genome Res. 2011. 21(2):193-202
Cirak S, Arechavala-Gomeza V, Guglieri M, Feng L, Torelli S, Anthony K, Abbs S, Garralda ME, Bourke J, 
Wells DJ, Dickson G, Wood MJ, Wilton SD, Straub V, Kole R, Shrewsbury SB, Sewry C, Morgan JE, Bushby 
K, Muntoni F. Exon skipping and dystrophin restoration in patients with Duchenne muscular dystrophy after 
systemic phosphorodiamidate morpholino oligomer treatment: an open-label, phase 2, dose-escalation study. 
Lancet. 2011. 378(9791):595-605 
Makeyev EV, Maniatis T. Multilevel regulation of Gene Experession by microRNAs. Science, 2008; 319(5871): 
1789-1790.
Singh NN, Seo J, Ottesen EW, Shishimorova M, Bhattacharya D, Singh RN. TIA1 prevents skipping of a criti-
cal exon associated with spinal muscular atrophy. Mol Cell Biol. 201; 31(5):935-954.
Venables JP, Vignal E, Baghdiguian S, Fort P, Tazi J. Tissue-specifi c alternative splicing is conserved in deutero-
stomes. Mol Biol Evol. 2011 (in press). 
Краткая аннотация.
В работе исследуются факторы, обеспечивающие тканеспецифичную регуляцию сплайсинга в нервных 
тканях. Оценен вклад эпигенетических модификаций при регуляции нейрон – специфичных генов. Ука-
зана возможность специфичного связывания U2 мяРНК в районе сайтов связывания факторов TIA1.
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КОМПЬЮТЕРНЫЙ АНАЛИЗ СВЯЗИ КОНФОРМАЦИОННЫХ 
ПЕПТИДОВ С АЛЛЕРГЕННОСТЬЮ БЕЛКОВ
Брагин А.О., Деменков П.С., Иванисенко В.А.
Институт цитологии и генетики СО РАН, Новосибирск

На сегодняшний день в мире по данным WAO (всемирной организации аллергии) 
от различных аллергических заболеваний страдает более трети населения. Одним из 
наиболее эффективных средств предотвращения развития аллергических реакций яв-
ляется элиминационная терапия. По этой причине разработка методов оценки аллер-
генности белков является важной задачей.

На сегодняшний день существует ряд методов предсказания аллергенности бел-
ков, но они, как правило, применяют анализ аминокислотных последовательностей. 
Информация о пространственной организации белков при этом не учитывается, из-за 
чего часть информации об IgE эпитопах может быть потеряна.

Нами был разработан метод представления поверхности белковых молекул в виде 
коротких аминокислотных последовательностей, называемых в этой работе конформа-
ционными пептидами. Расчет конформационных пептидов проводился по следующим 
правилам: 1) два аминокислотных остатка рассматривались как связанные в конфор-
мационном пептиде, если расстояние между их C-альфа атомами в пространственной 
структуре белка было не более 5 ангстрем; 2) требовалось, чтобы аминокислотные ос-
татки, формирующие конформационный пептид, располагались на поверхности белка. 
Для этого рассматривались только те конформационные пептиды, для которых усред-
ненная доступность для растворителя была не менее 50% от максимальной доступнос-
ти аминокислот для растворителя; 3) длина конформационных пептидов, задавалась 
равной восьми аминокислотным остаткам. 

Была создана база данных конформационных пептидов с оценкой их частоты встре-
чаемости в белках-аллергенах и не аллергенах. Предполагалось, что конформацион-
ные пептиды, которые встречаются чаще в белках-аллергенах, чем в не аллергенных 
белках, могут являться частью эпитопов. Нами был разработан метод оценки аллер-
генности белков на основе поиска конформационных и линейных пептидов из извес-
тных аллергенов в последовательностях анализируемых белков. Было показано, что 
использование информации о конформационных пептидах повышает точность метода 
предсказания аллергенности.
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МЕТОД ПОСТРОЕНИЯ 4D-QSAR ДЕСКРИПТОРОВ, 
ОСНОВАННЫЙ НА ФИЛЬТРЕ БЛУМА
Вайсман Е.А.1, Графеев Н.В.1, Фомин Э.С.2

1 НГУ, Новосибирск
2 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

Одна из проблем виртуального скрининга химических баз данных ― это потенци-
альное несовпадение конформации лиганда, получаемой из базы данных, с конформа-
цией, в которой он связывается с белком. Методы,  основанные на структурных 3D-
QSAR дескрипторах, используют одну, часто произвольную, конформацию лиганда, и 
поэтому могут давать ошибочно негативный прогноз относительно его связывания с 
мишенью. Методы, использующие 4D-QSAR дескрипторы, где «дополнительная ко-
ордината» связана со множеством конфигураций лиганда, имеют большой «инфор-
мационный шум», от которого зачастую избавляются, усредняя параметры модели по 
использованным конфигурациям, и тем самым, снижая информационную емкость де-
скрипторов.

Вероятностная структура данных с высокой информационной емкостью, позволя-
ющая компактно хранить множество элементов и проверять принадлежность заданно-
го элемента к множеству, была предложена в 1970 году Б. Блумом. Фильтр Блума ин-
тенсивно используется в распределенных базах данных и сетях [1]. В биоинформатике 
он используется для классификации ДНК последовательностей [2], и для улучшения 
масштабируемости поиска «отпечатков пальцев» фармакофоров в базах данных [3].

В данной работе предлагается метод построения 4D-QSAR дескрипторов, основан-
ный на фильтре Блума, то есть без использования усреднения при построении. Такой 
дескриптор позволяет ответить на вопрос, на который не могут ответить дескрипторы 
других типов, а именно - «может ли лиганд оказаться в конфигурации, определяемой 
целевой мишенью?». Метод допускает расширение на дескрипторы большей размер-
ности nD-QSAR.

Список литературы:
A. Broder and M. Mitzenmacher. Network Applications of Bloom Filters: A Survey. Internet 
Mathematics, 2004, 1(4), 485-509.
H. Stranneheim, M. Kaller, T. Allander, B. Andersson, L. Arvestad, J. Lundeberg. Classifi cation of 
DNA sequences using Bloom fi lters. Bioinformatics, 2010, 26(13), 1595-1600.
D. R. Koes, C. J. Camacho. Pharmer: Effi cient and Exact Pharmacophore Search. J. Chem. Inf. Model., 
2011, 51 (6), 1307-1314.
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«ТЕМНАЯ МАТЕРИЯ» ДНК: ВОЗНИКНОВЕНИЕ НОВЫХ 
миРНК ЧЕЛОВЕКА ПРИ ВТОРЖЕНИИ 
МОБИЛЬНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ
Ворожейкин П.С.1, Титов И.И.1, 2

1 НГУ, Новосибирск
2 ИЦиГ, Новосибирск

Большую генома человека составляет некодирующая ДНК. Из-за слабой изучен-
ности функций этой ДНК её часто также называют «тёмной материей» молекулярной 
биологии. Около половины некодирующей ДНК происходит от мобильных элементов 
(МЭ), а значительная часть оставшейся является продуктом нейтральной эволюции 
давно неактивных транспозонов. Благодаря своей распространенности и обширности 
МЭ могут служить источником большого числа различных функциональных элемен-
тов, в том числе миРНК. Число обнаруженных миРНК человека, которые произошли 
от МЭ, растёт опережающими темпами и в настоящее время составила более одной 
пятой. Это позволяет предположить, что МЭ представляют собой богатый и малоис-
следованный резервуар новых миРНК, являясь перспективными объектами для их по-
иска. Известно, что возникновение новых генов миРНК в животных совпадает по вре-
мени с главными морфогенетическими инновациями (беспозвоночные, плацентарные 
млекопитающие и др.).

Сравнение с литературными данными и проведённый в работе анализ времен дуп-
ликации МЭ в геноме человека свидетельствуют о двух этапах вторжения миРНК-со-
держащих МЭ. Первый этап совпадает по времени с возникновением приматов, 60-
100 млн лет назад. На втором этапе около 40 млн лет произошла экспансия ДНК-транс-
позона made1. Совпадение времен крупномасштабных геномных и фенотипических 
изменений может свидетельствовать о центральной роли МЭ в эволюции приматов и 
участии происходящих от МЭ миРНК в фундаментальных регуляторных процессах.

Полное число обнаруженных гомологов миРНК в 4-5 раз превышает число извес-
тных миРНК. Большая часть гомологов, хотя и сохранила в ближайшей окрестнос-
ти свою структуру, но, вероятно, не была рекрутирована в механизм молчания генов. 
Меньшая часть (в частности, 785 последовательностей) образовала «молодые» се-
мейства миРНК, которые предположительно участвуют в процессе регуляции генной 
экспрессии.

Анализ внутригеномного распределения “молодых” и известных миРНК и сравне-
ние с известными МЭ свидетельствуют о равномерно-случайном копировании миРНК 
МЭ (за исключением хромосомы 19) и об организации миРНК в кластеры размером 
до 5 тыс. нт.

Наиболее значительную роль в геномной экспансии гомологов пре-миРНК играет 
приматоспецифичный ДНК-транспозон made1, от которого произошли миРНК семейс-
тва hsa-mir-548. Филогенетический и структурный анализ генов миРНК этого семейс-
тва свидетельствует об их независимом друг от друга происхождении. Полиморфизм 
семейства определяется вариабельностью позиций вырезания миРНК внутри генов.

Для поиска кандидатов миРНК был разработан компьютерный метод предсказания 
ab initio миРНК и их генов на основе скрытых марковских моделей. С помощью разра-
ботанных программ был произведён поиск новых потенциальных миРНК в МЭ.
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АНАЛИЗ ТЕКСТОВ (Text-mining) И АССОЦИАТИВНЫЕ 
СЕТИ В ОБЛАСТИ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ
Деменков П.С.1, 2, Иванисенко Т.В.1, Иванисенко В.А.1

1 Институт цитологии и генетики СО РАН, Новосибирск
2 Институт математики им. С.Л. Соболева СО РАН, Новосибирск

На современном этапе из-за высоких темпов роста публикаций и электронных баз 
данных в области исследований биологических систем и разработки технологий осо-
бую актуальность приобретают вопросы создания адекватного инструментария для 
систематизации проблемной информации и решения задач идентификации сущест-
вующих знаний. В частности, в условиях большого потока информации становится 
все сложнее восстанавливать недостающие связи между молекулярно-генетически-
ми объектами, которые могут приводить к практическому использованию накоплен-
ных знаний.

Нами была разработана специализированная информационная система ANDCell, 
позволяющая в автоматическом режиме извлекать из текстов научных публикаций 
информацию о молекулярно-генетических взаимодействиях и представлять ее в виде 
ассоциативных сетей знаний. 

Информация, полученная из текстов интегрируется с данными, извлеченными из 
специализированных баз данных о молекулярных взаимодействиях, содержащих ин-
формацию о белок-белковых взаимодействиях, регуляторных процессах и экспрес-
сии генов. Полный объем информации извлеченной из различных источников поме-
щается в базу знаний ассоциативных сетей ANDCell. База знаний содержит более 5 
миллионов взаимосвязей между различными биологическими объектами.

Для удобного пользователю графического представления этой информации 
была разработана специальная программа для визуализации данных из базы знаний 
ANDCell и представления их в виде ассоциативных сетей.

Система ANDCell может быть использована для решения широкого круга задач 
в области молекулярной биологии, биотехнологии, фармакологии, биомедицины и 
образования.

Работа выполнена при финансовой поддержке Совета по грантам Президента 
РФ и государственной поддержке ведущих научных школ (НШ-3606.2010.1), гранта 
РФФИ 08-04-01214-а, интеграционных проектов № 111, 119



120 Б И О И Н Ф О Р М А Т И К А

ПРОГРАММНО-АЛГОРИТМИЧЕСКИЙ КОМПЛЕКС 
ДЛЯ МНОГОМЕРНОГО АНАЛИЗА 
МИКРОЧИПОВЫХ ДАННЫХ
Ефимов В.М.1, 2, Штайгер И.А.3, Полунин Д.А.3, Агбаш И.А.3, 
Суслопаров Д.С.3

1 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск
2 ТГУ, Томск
3 НГУ, Новосибирск

Несмотря на огромное количество специализированных программных средств, 
предназначенных для анализа микрочиповых данных, в том числе и многомерного, 
на практике ими не слишком удобно пользоваться, не говоря уже о том, что часть из 
них является коммерческими. Основная проблема – закрытая реализация, не позволя-
ющая в полной мере реализовывать нужную пользователю обработку. Универсальные 
средства, такие как R, имеют слишком тяжеловесный интерфейс. Поэтому разработка 
простого и удобного программного комплекса для анализа микрочиповых данных, до-
ступного для пользователя-биолога без математического или технического образова-
ния, представляется весьма актуальной.

Пользователю нужна программная система, обслуживающая реальные практи-
ческие запросы и сочетающая свойства статистических пакетов и систем управления 
базами данных. От статистических пакетов, как правило, требуется постоянное пре-
образование данных, включая их структуру, и порождение новых данных и структур. 
От систем управления базами данных – точная идентификация исходной информации 
для хранения, поиска, выборки и замены или корректировки, не меняющей ее струк-
туру. Очевидно, что эти задачи противоречивы и компромисс может быть достигнут 
только за счет потери эффективности на задачах, типичных для какой-либо одной из 
названных областей. Однако удобство использования одной системы вместо несколь-
ких с постоянными переключениями от формата одной к формату другой и неуклонно 
растущая производительность вычислительных средств, по нашему мнению, делают 
такой компромисс рентабельным.  

Разрабатываемая система будет представлять головную программу-диспетчер и 
комплекс независимо реализованных исполняемых модулей. Для повышения надеж-
ности работы  предусматривается только пакетная обработка. Предполагается реа-
лизовать различные алгоритмы многомерного анализа, адаптированные к специфике 
данных – небольшое число (несколько десятков или сотен) объектов, очень большое 
(несколько десятков тысяч) признаков, включая неметрическое многомерное шкали-
рование, многомерный PLS-анализ и нейронные сети.
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МОЛЕКУЛЯРНОЕ КОМПЬЮТЕРНОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ 
В СТРУКТУРНОЙ ПРОТЕОМИКЕ: 
АКЦЕНТ НА МЕМБРАННЫЕ БЕЛКИ
Ефремов Р. Г.
ИБХ РАН, Москва

Цель работы - установление факторов, определяющих взаимодействие пептидов и 
белков с их мишенями в мембранах клеток, использование полученной информации 
для рационального компьютерного конструирования биологически активных моле-
кул и надмолекулярных систем с заданными свойствами, направленно действующих 
на мишени в биомембранах. Разработан информационно-вычислительный комплекс, 
включающий согласованное применение современных методов молекулярного моде-
лирования [1-3]. Представлены результаты моделирования пептидов и белков с раз-
личным типом укладки полипептидной цепи, геометрией связывания с мембранами 
и обладающих разнообразной биологической активностью. Эффективность вычисли-
тельного подхода подтверждена путем тестирования на объектах, для которых имеют-
ся экспериментальные структурные данные. Создан ряд мутантных форм изучаемых 
пептидов, обладающих «улучшенными» характеристиками биологической активнос-
ти. Предложен вычислительный подход, позволяющий повысить эффективность мо-
лекулярного докинга белок-лиганд. Метод основан на концепции комплементарности 
гидрофобных свойств взаимодействующих молекул и реализован в виде пакета про-
грамм с веб-интерфейсом [3]. На нескольких классах объектов – мембрано-активных 
пептидах, трансмембранных доменах рецепторов сигнальных систем клетки, кардио-
токсинах из яда змей и др. – показаны современные возможности методов компьютер-
ного молекулярного моделирования в решении задач структурной протеомики.

Список литературы:
Efremov R.G. et al. (2007). Curr. Med. Chem. 14, 393-415. 
Polyansky A.A. et al. (2011). Adv. Prot. Chem. Struct. Biol. 83, 129-161.
Pyrkov T.V. et al. (2009). Bioinformatics. 25, 1201-1202.

1.
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3.
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СТРУКТУРНАЯ КЛАССИФИКАЦИЯ СЕРИН-ТРЕОНИНОВЫХ 
ПРОТЕИНКИНАЗ ЭУКАРИОТИЧЕСКОГО ТИПА 
ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ
Захаревич Н.В.1, Осолодкин Д.И.2, Артамонова И.И.1, Палюлин В.А.2, 
Зефиров Н.С.2, Даниленко В.Н.1

1 УРАН ИОГен РАН, Москва
2 Химический факультет МГУ, Москва

Разработана классификация серин/треониновых протеинкиназ (СТПК) эукариоти-
ческого типа грамположительных бактерий, следующих родов: Actinomyces, Bacillus, 
Bifi dobacterium, Clostridium, Corynebacterium, Frankia, Lactobacillus, Mycobacterium, 
Nocardia, Rhodococcus, Saccharopolyspora, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, 
Thermobifi da. Проанализирована 471 аминокислотная последовательность.

С целью выяснения структурных критериев селективности потенциальных АТФ-
конкурентных ингибиторов проведено исследование центров связывания АТФ отоб-
ранных киназ и их сравнение с аналогичными областями бактериальных киназ, для 
которых установлена кристаллическая структура (PknB, PknE и PknG Mycobacterium 
tuberculosis). На основании этих данных в сайте связывания АТФ выделено 9 амино-
кислотных остатков, важных для взаимодействия с потенциальными ингибиторами. 
Различные комбинации этих остатков (сигнатуры) определяют физико-химические 
характеристики кармана связывания. Таким образом СТПК грамположительных бак-
терий классифицированы в соответствии с физико-химическими свойствами сайта 
связывания АТФ. В результате СТПК бактерий разделены на 20 групп. Структурные 
группы соотнесены с филогенетическим деревом, построенным на основе выравнива-
ния аминокислотных последовательностей каталитических доменов киназ. Для харак-
терных представителей каждой группы смоделирована пространственная структура. 
Предполагается, что СТПК характеризующиеся одинаковой сигнатурой будут ингиби-
роваться сходными низкомолекулярными веществами, которые могут быть использо-
ваны в качестве селективных антибактериальных соединений [1,2]. На основе типич-
ных представителей каждой структурной группы и aphVIII гена планируется констру-
ирование бактериальных тест-систем для скрининга селективных ингибиторов[3].

Список литературы:
Danilenko V.N. et al. // Curr. Top. Med. Chem. 2011. V.11. №11. P.1352-1369.
Zakharevich N.V. et al. // Proteins. 2011. In press.
Bekker O.B. et al. // ActaNaturae. 2010. V.2. №3(6). P.110-121.
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ  УРОВНЯ 
БЕТА-АМИЛОИДНЫХ ПЕПТИДОВ – БИОМАРКЕРОВ 
БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА
Зоркольцева И.В.1, Ибрагим-Вербаас К.А.2, Кириченко А.В.1,
ван Дуин К.М.2, Аксенович Т.И.1 
1 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск
2 Медицинский центр Эразмус, Роттердам, Нидерланды

 
Известно, что уровень бета-амилоидных пептидов (Abeta)  является потенциальным 

биомаркером ранних когнитивных нарушений. Нерастворимые бета-амилоидные 
бляшки в ткани головного мозга составляют главную морфологическую особенность 
болезни Альцгеймера (БА). 

Мы провели исследование, направленное на поиск генов, вовлеченных в контроль 
уровня Abeta (Aβ40 и Aβ42)  в плазме крови. Нами была использована стратегия, 
включающая анализ сцепления с последующим анализом ассоциаций в регионе 
сцепления. Такая стратегия позволяет идентифицировать локусы, содержащие как 
редкие, так и распространенные генетические варианты, контролирующие признак,  

Исследование было проведено на материале большой родословной из 
изолированной популяции Южной Голландии. Концентрация Aβ40 и Aβ42 в плазме 
была определена у 126 человек (средний возраст 64.42+4.57 года). Для анализа 
сцепления использовалась панель из 6 тысяч SNP маркеров. Регионы сцепления были 
исследованы с использованием маркеров из более плотной панели. 

Были идентифицированы два региона сцепления, продемонстрировавшие 
предположительный уровень значимости: 11q14 (LOD=2.97) и 1q41 (LOD=2.07), оба 
для Aβ40. В регионе первого сигнала расположен ген  PICALM, мутации в котором 
ассоциированы с распространенными формами БА. Известно, что продукт этого 
гена вовлечен в разрушение синапсов – структур, обеспечивающих нейрональную 
коммуникацию. Некоторые исследователи предполагают, что этот ген может быть 
также вовлечен в формирование амилоидных депозитов. Второй сигнал подтвержден 
ассоциацией с хорошо известным геном PSEN2, кодирующим белок, который участвует 
в процессинге белка - предшественника бета амилоидов. Мутации в этом гене вызывают 
ранние наследственные формы БА. Интересно, что eQTLs анализ обнаружил маркер 
вблизи гена PSEN2, регулирующий экспрессию гена PICALM. 

Таким образом, данное исследование открывает новые перспективы для изучения 
БА на молекулярном уровне, что, возможно, позволит в будущем усовершенствовать 
методы диагностики и лечения этого тяжелого  заболевания.
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ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 
КЛЕЩЕЙ-ЭНДЕОСТИГМАТ  (Endeostigmata)
Кравченко С.В.1, Тараканов Т.А.1, Толстиков А.В.1, Климов П.Б.2

1 Тюменский государственный университет, Тюмень, Россия
2 Мичиганский университет, Энн Арбор, США

Клещи-эндеостигматы  – малоизученная древняя группа клещеобразных хелице-
ровых, находящаяся в самом основании филогенетического древа отряда Acariformes. 
Изучение ранней эволюции Endeostigmatа  необходимо для понимания  эволюционных 
взаимоотношений клещей – одной из первых групп наземных членистоногих, облада-
ющих разнообразными и эффективными генетическими системами. Существование 
на протяжении сотен миллионов лет древних партеногенетических линий эндеостиг-
матических клещей не только ставит под вопрос традиционную парадигму об эволю-
ционном превосходстве обоеполых видов в долгосрочной перспективе, но и говорит о 
возможном существовании высокоэффективного механизма репарации ядерной ДНК. 

География сборов охватила собой Европейскую часть РФ, Черноморское побе-
режье Кавказа, Западную, Восточную, Южную Сибирь и других регионах мира. Всего 
идентифицировано 29 видов эндеостигмат из 9 семейств. Из клещей выделяли ДНК и 
проводили секвенирование. Для анализа последовательностей эндеостигматических 
клещей использовали анализ, основанный на 5  генах, кодирующих структурную ри-
босомную ДНК (18, 28) и белки (EF1-α, SRP54, и HSP54). Было построено макси-
мально вероятное филогенетическое дерево акариформных клещей. Полученная нами 
филогения поддерживает гипотезу о значительной древности эндеостигматических 
клещей, фактически доказывает, что эндеостигматические клещи лежат в основании 
отряда акариформных клещей.

Работа выполнена при поддержке гранта по постановлению Правительства РФ 
№220 от 9.04.2010 г., договор № 11.G34.31.0036, ФЦП «Научные и научно-педагоги-
ческие кадры инновационной России» (2009-2013 гг.), мероприятие 1.5. по государс-
твенному контракту № 02.740.11.5139; АВЦП МОН РФ «Развитие научного потенци-
ала высшей школы (2009-2011 гг.)».
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СОЗДАНИЕ БАЗЫ ЗНАНИЙ ПО 18-й ХРОМОСОМЕ 
ЧЕЛОВЕКА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ГЕНОЦЕНТРИЧНОГО 
ПРИНЦИПА
Поверенная Е.В., Лисица А.В., Пономаренко Е.А.
ИБМХ РАМН, Москва

Разработана Веб-система «Gene-Centric Content Management System» (Gene-Cen-
tric CMS), предназначенная для представления протеомных данных в геноцентричном 
формате. Данный формат принят для организации данных международного проекта 
«Протеом человека», в котором за Россией закреплена 18-я хромосома. Список UniProt 
[www.uniprot.org] идентификаторов белков 18-й хромосомы человека импортировали 
в Gene-Centric CMS. 

Каждый представленный в системе белок характеризовали набором дескрипторов, 
отражающих количество информации о данном белке в глобальных интернет-ресур-
сах. В Gene-Centric CMS присутствуют данные о количестве метаболических путей, в 
которых участвует белок, пост - трансляционных модификациях, одно-аминокислот-
ных полиморфизмах, сплайс - изоформах белка и др. Были сформированы дескрип-
торы, отражающие сведения о белках в протеомных репозиториях: PRIDE, GPMDB, 
PeptideAtlas. Взаимосвязь с заболеваниями для каждого белка описывали с помощью 
дескрипторов, рассчитанных на основе результатов автоматического анализа публика-
ций и экспертной оценки (биокурации). 

Веб-система была также использована для отображения экспериментальных дан-
ных, полученных в ходе выполнения российской части проекта «Протеом человека». 
Результаты представлены в виде дескрипторов, характеризующих количество изме-
ренных методом MRM протеотипических пептидов каждого белка в плазме крови че-
ловека и клетках HepG2.

В Gene-Centric CMS предусмотрено представление данных: в виде т тепловой кар-
ты, где значения каждого дескриптора нормировано на среднее и закодировано в цве-
те. Данный тип отображения данных позволяет получить информацию о степени изу-
ченности конкретного белка относительно других белков. Помимо тепловой карты, в 
системе реализована возможность поиска и сортировки данных, а также возможность 
работы с выборками, составленных из интересующих пользователя белков.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ХАРАКТЕРИСТИК ИНФОРМАЦИОННОЙ 
ИЗБЫТОЧНОСТИ В ГЕНОМАХ ПРО- И ЭУКАРИОТ
Маркелов О.А.1, Каюмов А.Р.2, Богачев М.И.1
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Расшифровка геномов выявила многократное возрастание их объема по мере эво-
люции организмов, в основном за счет некодирующей ДНК. При этом остается откры-
тым вопрос о ее биологической роли. Целью работы было охарактеризовать информа-
ционную избыточность кодирующей и некодирующей ДНК.

Классической мерой информационной избыточности является взаимозависимость 
положений отдельных элементов кода. Одним из подходов для ее численной оценки 
является рассмотрение информационно неизбыточной последовательности, где поло-
жение каждого элемента не зависит от соседних элементов, в качестве «шумовой», 
а информационно избыточной последовательности – в качестве «сигнальной». Ранее 
было показано, что кодирующая ДНК по своим статистическим свойствам близка к 
шумовой модели [1]. Если в последовательности чередуются участки с теми и с други-
ми свойствами, интегральные статистические показатели всей последовательности бу-
дут соответствовать таковым для смеси сигнальной и шумовой последовательностей. 
При этом относительный уровень сигнальной и шумовой составляющих может быть 
определен аналитически на основе анализа автокорреляционной функции последова-
тельности [2]. 

Анализ геномов микроорганизмов, микромицетов, растений и животных позволил 
оценить автокорреляционные функции для последовательностей интервалов между 
одноименными нуклеотидами, и определить доли участков с шумовыми свойствами. 
По мере развития организмов от микоплазм к человеку обнаруживается последова-
тельное десятикратное увеличение доли «сигнальной» составляющей, что отражает 
рост информационной избыточности ДНК. При этом объем некодирующих участков 
ДНК у человека и бактерий отличается приблизительно на два порядка. Вероятно, это 
можно объяснить накоплением в некодирующей ДНК псевдогенов, которые могут слу-
жить для эволюции материалом для возникновения новых генов в результате мутаге-
неза и рекомбинации ДНК.

Работа выполнена при финансовой поддержке Гранта Президента Российской Фе-
дерации для молодых кандидатов наук (МК-556.2011.8)

Список литературы:
Peng C.K. et al. Nature 356 (1992) 168; Arneodo A. et al. In: The Science of Disasters, ed. by A. 
Bunde et al. Berlin: Springer, 2002. p. 46-59.
Mandelbrot B.B. Gaussian self-affi nity and fractals. NY: Springer, 2002; Lennartz S.L. and Bunde A. 
Phys. Rev. E 79 (2009) 066101.
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miRNA AND TRANSCRIPTION FACTORS- THE KEY ROUTE 
TO PERSONALIZED MEDICINE?
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Transcription factor binding sites (TFBS) are specifi c DNA binding motifs that are rec-
ognized by a Transcription Factor (TF) and are typically short and degenerate. Sequence-
specifi c binding of TFs to the DNA controls the fl ow of genetic information during gene 
expression.  We are interested in studying the general features of transcription factor binding 
site sequences which can help in identifying conserved patterns at nucleotide level.  We are 
interested in fi nding the (i) role of the degeneracy and (ii) the role of miRNA in this process.  
We have used the JASPAR database (http://jaspar.cgb.ki.se/) to select 65 human TFs and 
their 6497 degenerate binding sites.  These 6497 sequences were next searched for common 
subsequences of length of six nucleotides (6-nt:s).  The 6-nt:s were next sorted according to 
their frequency of occurrences and the most common 50 sequences were selected for further 
studies.  These 6-nt sequences, we propose, have some signifi cant roles in the recognition 
process.  We studied these 50 sequences against the 67 TFs (recognition sequences) and also 
compared them with a database of miRNA (http://www.mirbase.org) and looked for similari-
ties.  A conclusive correlation of the transcription factors with miRNA will be a new tool in 
the personalized medicine toolkit.

We shall be presenting the detailed results and their proposed signifi cance.
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ПОИСК ИНГИБИТОРОВ ЦИКЛООКСИГЕНАЗНОЙ 
АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТА ПРОСТАГЛАНДИН-H СИНТАЗА 
IN SILICO
Митрофанов С.И., Трушкин Н.А., Филимонов И.С., Вржещ П.В.
МБЦ МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва

Фермент простагландин-H синтаза (PGHS, EC 1.14.99.1) представляет собой важ-
ную фармакологическую мишень, поскольку является ключевым ферментом синтеза 
простагландинов. Простагландины служат модуляторами сердечнососудистой и пи-
щеварительной систем, а также медиаторами болевых ощущений и воспалительных 
процессов.

В качестве основного средства подавления боли и воспалительных процессов в 
современной медицинской практике используют нестероидные противовоспалитель-
ные препараты, однако они обладают побочными эффектами.

Нами разработана методика поиска ингибиторов циклооксигеназной активности 
фермента PGHS in silico, состоящая в позиционировании произвольного лиганда в 
активном центре фермента методом докинга, оценке энергии связывания, отборе ве-
ществ по величине этой энергии и проверке потенциальных ингибиторов in vitro.

На основе литературных данных создана тестовая выборка известных конкурент-
ных ингибиторов и неингибиторов циклооксигеназной активности фермента PGHS. 
Полные трехмерные структуры этих веществ получены из базы ChemSpider. Трехмер-
ные структуры фермента PGHS получены из RSCB Protein Data Bank. Нерасшифро-
ванные аминокислотные остатки достроены с помощью программы Swiss-PdbViewer. 
Подготовка структур фермента к моделированию молекулярной динамики проведена в 
программе VMD. Для моделирования молекулярной динамики использована програм-
ма NAMD и силовое поле CHARMM. Недостающие файлы топологии и параметров 
для CHARMM получены с помощью сервиса SwissParam. Для докинга использовались 
программы LeadFinder, AutoDock и SOL. Программа SOL, дающая минимум ложнопо-
ложительных результатов, выбрана основной для скринига и дальнейшей работы.

С помощью предложенной методики на мощностях суперкомпьютера «Ломоносов» 
проанализирован банк из шести тысяч низкомолекулярных соединений, из которых 
отобрано девять новых потенциальных ингибиторов PGHS. Экспериментальная про-
верка этих девяти веществ in vitro с использованием солюбилизированного с помощью 
детергента Tween-20 препарата PGHS-1 из везикулярных желез барана подтвердила, 
что пять из них действительно являются ингибиторами циклооксигеназной активнос-
ти PGHS-1.
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РЕГУЛЯТОРНЫЕ ГЕННЫЕ СЕТИ В РАКОВЫХ КЛЕТКАХ: 
АНАЛИЗ С ПОМОЩЬЮ ТЕХНОЛОГИЙ СЕКВЕНИРОВАНИЯ 
ChIP-seq
Орлов Ю.Л.1, Ананько Е.А.1, Подколодный Н.Л.1, 2, Афонников Д.А.1, 2

1 ИЦиГ СО РАН, Новосибирск
2 НГУ, Новосибирск

Определение молекулярных механизмов согласованного функционирования транс-
крипционных факторов в структуре генных сетей является одной из ключевых про-
блем компьютерной геномики. В частности, было показано, что белковые транскрип-
ционные факторы, OCT4, SOX2, NANOG, KLF4, MYC регулирующие поддержание 
клеток в состоянии «стволовости», входят в общую регуляторную генную сеть (явля-
ются генами-мишенями друг друга). Многие из этих генов, в частности MYC, явля-
ются онкогенами. В последнее время интенсивно развиваются методы определения 
сайтов связывания в геноме на основе иммунопреципитации хроматина (Chromatin IP) 
с помощью секвенирования (ChIP-seq). Интеграция клинических данных ChIP-seq  и 
экспрессии генов с помощью микрочипов, включая данные по находящиеся в откры-
том доступе как результат работы международных постгеномных проектов, таких как 
ENCODE, и проектов по исследованию канцерогенеза, позволяет находить потенци-
альные гены-мишени транскрипционных факторов. 

Показано, что сайты связывания транскрипционных факторов в геноме человека об-
ладают специфичностью к различным типам клеток, в частности для эстрадиолового 
рецептора, ER [1]. Тем не менее, предсказание активных сайтов связывания возможно 
с использованием полногеномных данных секвенирования модификаций хроматина, в 
частности метилирования гистонов H3K4me3, H3K4me1, ацетилирования H3K14ac, а 
также данных по доступности ДНК для белкового связывания, включая такие методы, 
как прямое секвенирование нуклеосомных фрагментов после обработки ультразвуком, 
выделение фракции открытой ДНК с помощью формальдегида и последующего секве-
нирования (FAIRE), определение участков разрезания ДНК с помощью DNAse I. Эти 
были интегрированы с данными по тканеспецифичной экспрессии генов, и объедине-
ны в компьютерную модель. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ 11-04-01888а; интеграционных проектов 
СО РАН № 109, 113, 119.
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АВТОМАТИЗАЦИЯ ВИРТУАЛЬНОГО СКРИНИНГА 
НА WINDOWS-КЛАСТЕРЕ С ПОМОЩЬЮ ПРОГРАММЫ 
VSDocker
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Виртуальный скрининг (ВС) – процесс поиска малых биологически активных 
молекул (лигандов) среди больших баз данных химических соединений с 
использованием компьютерных программ [1]. ВС, основанный на молекулярном 
докинге, в настоящее время играет существенную роль, как в изучении структуры 
макромолекул, так и в изучении их взаимодействия с лекарственными препаратами [2]. 
С одной стороны, молекулярный докинг чрезвычайно требователен к вычислительным 
ресурсам; с другой стороны, современные исследования часто требует анализа 
большого набора малых лигандов за разумное время. Поэтому сегодня использование 
высокопроизводительных вычислительных кластеров и алгоритмов так актуально. 
Программа AutoDock4 является одним из наиболее широко используемых инструментов 
для молекулярного докинга [3], но она не приспособлена для параллельной работы 
на многопроцессорных кластерах. С целью решения задачи адаптации AutoDock для 
кластерной системы, работающей под управлением ОС MS Windows, мы разработали 
программу VSDocker [4]. VSDocker обеспечивает автоматизацию всех шагов ВС и 
работает как на многопроцессорных вычислительных кластерах так и на многоядерных 
рабочих станциях под управлением ОС Windows. Это делает возможным быстрое 
выполнение задач ВС даже на одном многоядерном компьютере, который можно найти 
практически в каждой лаборатории.

Данная работа выполнена при поддержке РФФИ (гранты 08-04-01816, 11-04-97091-
р_поволжье_а и 11-04-97089-р_поволжье_а).
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МАТЕМАТИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ БИОСИНТЕЗА 
НУКЛЕОТИДОВ DE NOVO У ESCHERICHIA COLI
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Введение: Биологически активные препараты, содержащие нуклеотиды, широко 
используются в медицине, промышленности и спорте. Задача их дешевого производс-
тва до сих пор не решена. Одним из подходов к решению подобных задач является 
математическое моделирование внутриклеточных молекулярно-генетических и мета-
болических процессов и поиск с их помощью генетических модификаций, увеличи-
вающих наработку клетками-продуцентами нуклеотидов и других биологически важ-
ных веществ.

Методы: Для моделирования процессов биосинтеза нуклеотидов используется ап-
парат обыкновенных дифференциальных уравнений. Скорости изменения концентра-
ций низкомолекулярных соединений и ферментов описываются с использованием зако-
на действующих масс, уравнений Михаэлис-Ментен, обобщенных функций Хилла [1]. 
Численные расчеты и анализ моделей проводились средствами программы STEP+ [2].

Выводы: Разработана модель биосинтеза нуклеотидов в клетке E.coli, учитываю-
щая de novo и salvage пути, а также описывающая механизмы регуляции экспрессии 
генов, кодирующих структуру ферментов, контролирующих данные метаболические 
пути. Подобраны параметры, при которых поведение модели соответствует экспери-
ментальным данным. С помощью модели впервые предсказано, что система биосинте-
за нуклеотидов может иметь два качественно разных режима функционирования: ре-
жим незатухающих автоколебаний и стационарный режим. Численный анализ модели 
показывает, что негативный контроль уридинмонофосфатом активности первого этапа 
биосинтеза пиримидиновых нуклеотидов, является ключевым в формировании осцил-
лирующего режима функционирования. Также предлагается минимальная биохими-
ческая схема, динамика поведения которой позволяет разделить ранее предложенные 
альтернативные механизмы регуляции активности фермента UMP-киназы.
Благодарности: Работа частично поддержана РФФИ [10-01-00717-а], междис-

циплинарными проектами СО РАН [107, 119] и программами РАН [А.II.5.26, А.II.6.8, 
Б.26.29], научно-исследовательской стипендией для молодых ученых Forschungssti-
pendien für Doktoranden und Nachwuchswissenschaftler (DAAD).
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NET-Q МОДЕЛЬ УЧЕТА ПЕРЕНОСА ЗАРЯДА 
И ПОЛЯРИЗАЦИИ В МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИНАМИКЕ
Васенин А.Е., Фомин Э.С.
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

В работе представлен новый топологический метод учета эффектов поляризации и 
переноса заряда. Предложенный метод использует потенциальный электростатичес-
кий член QEq модели[1], функции, ограничивающие перенос заряда, из QTPIE мо-
дели[2] и вводит динамику заряда аналогично fl uc-q модели[3]. Данный метод может 
рассматриваться как расширение указанных методов. net-q метод строится на графе, 
представляющем молекулярную систему, и разрешает перенос заряда только по реб-
рам этого графа.

Предложенный в работе метод обладает следующими преимуществами, по сравне-
нию с существующими методами:

Является расширением модели флуктуирующих зарядов;
Ограничивает перенос заряда на больших расстояниях;
Вводит динамику течения заряда.
Дополнительно, по сравнению с [2], существенным преимуществом метода для 

практических расчетов является его вычислительная эффективность. Вычислительная 
сложность метода является линейной, в отличие от полиномиальной сложности мето-
дов QEq и QTPIE.

Предложенный метод был успешно реализован в составе программного комплек-
са MOLKERN. Было проверено, в какой мере предложенный метод улучшает пози-
ции докинга для ряда белково-лигандных комплексов, случайно взятых из базы PDB. 
Результаты показали, что данная модель для подавляющего большинства комплексов 
более точно описывает позиции лиганда, чем модели с фиксированными зарядами, 
причем для половины из них точность позиций улучшилась почти вдвое.

Работа выполнена при поддержке Министерства образования и науки Российской 
Федерации (Госконтракт № 07.514.11.4011).
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РАЗВИТИЕ МЕТОДОВ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ДИНАМИКИ 
ДЛЯ ЗАДАЧ БИОИНФОРМАТИКИ
Фомин Э.С.
ИЦиГ СО РАН, Новосибирск

“Узким местом” (до 90 % общего времени) для программ молекулярной динамики 
(МД) является поиск ближайших соседей и расчёт несвязующих взаимодействий. 
Для решения этих задач наиболее эффективным является комбинированный метод, 
основанный на методах Верлет таблицы и связанных ячеек. Продвинутые варианты 
этого метода включают множество оптимизаций: группировку связанных атомов; 
эвристики, минимизирующие затратные обновления Верлет таблицы и позволяющие 
ее частичное обновление; сортировку взаимодействий; упорядочение данных в памяти 
и прочие [1]. На базе программы MOLKERN [2] разработаны новые модификации 
данного метода: (1) автоподстройка радиуса скин-сферы в зависимости от условий 
моделирования и платформы выполнения, (2) удаление избыточности данных в Верлет 
таблице для минимизации объема пересылаемых данных. Выполненные реализации 
для векторизованного (SSE, SSE2) многопоточного кода, выполняющегося на 
многоядерной системе с общей памятью показали дополнительное до 30% возрастание 
эффективности МД [3]. 

Для улучшения точности МД, связанной с переоценкой энергии электростатического 
поля, обусловленного константными зарядами атомов, разработан новый метод учета 
эффектов поляризации и переноса заряда NetQ[4], являющийся комбинацией fl uc-q, QEq 
и QTPIE подходов. Метод основан на схеме уравновешивания электроотрицательностей 
атомов (QEq), обладает линейной вычислительной сложностью (fl uc-q) и ограничивает 
нефизичный “мгновенный” перенос заряда между далеко разнесенными атомами (QT-
PIE). 

Список литературы:
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АНАЛИЗ РЕТРОТРАНСПОЗОНОВ ГЕНОМА 
ПРЕСНОВОДНОЙ БЕСШОВНОЙ ДИАТОМОВОЙ 
ВОДОРОСЛИ SYNEDRA ACUS
Хабудаев К.В.
ЛИН СО РАН, Иркутск

Мобильные элементы составляют важный компонент генома, обуславливая раз-
личные явления генетической изменчивости. Среди мобильных элементов выделяют 
класс  ретротранспозонов, отличительной чертой которых является наличие амино-
кислотных последовательностей, кодирующих GAG и POL белки ретровирусов. 

Мы провели de novo идентификацию ретротранспозонных элементов в предвари-
тельной сборке генома диатомовой водоросли Synedra acus, полученной на приборе 
GS FLX Roche. Сравнительный анализ выявленных повторов с профилями консерва-
тивных доменов ретротранспозонов позволил определить ретротранспозон-подобные 
повторы.

Предыдущие исследования геномов двух диатомовых водорослей Thalassiosira 
pseudonana и Phaeodactylum tricornutum показали наличие в них Ty1/Copia и Ty3/Gypsy 
подобных LTR-ретротранспозонов, составляющих 58% и 90% всех мобильных эле-
ментов генома соответственно [1]. Нуклеотидные последовательности этих ретротран-
спозонов были извлечены из базы данных NCBI для сравнительной классификации 
LTR-ретротранспозонов генома S. acus. Было установлено, что в исследуемом геноме 
содержатся семейства Ty1/Copia и Ty3/Gypsy LTR-ретротранспозонов. В частности, 
структурный анализ LTR-ретротранспозонов генома S. acus семейства Ty3/Gypsy пока-
зал наличие одной открытой рамки считывания длиной 4293 п.о., содержащей домены 
интегразы и обратной транскриптазы, участвующих в процессе самокопирования пов-
тора, а длина терминальных повторов LTR составляет 278 и 268 п.о. соответственно, 
показывая схожие структурные характеристики с другими LTR-ретротранспозонами. 
Проведен филогенетический анализ по RT-доменам диатомовых с другими организ-
мами. 

Работа выполнена при финансовой поддержке Программы Президиума РАН «Мо-
лекулярная и клеточная биология» (проект 6.3).
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О ДОСТОВЕРНОСТИ ПРЕДСКАЗАНИЯ КОДИРУЮЩИХ 
РАЙОНОВ И СКРЫТОЙ ПЕРИОДИЧНОСТИ В ДНК
Чалей М.Б.1, Кутыркин В.А.2

1 ИМПБ РАН, Пущино
2 МГТУ им. Н.Э. Баумана, Москва

Ранее [1,2] был разработан спектрально-статистический подход для распознавания 
нового типа скрытой периодичности в ДНК, названной скрытой профильной пери-
одичностью или профильностью. Понятие размытого тандемного повтора является 
частым случаем скрытой профильности. Спектрально-статистический подход был ис-
пользован для анализа кодирующих районов ДНК (CDS) из базы данных KEGG [3], 
кодирование которых имело экспериментальное подтверждение (18140 CDS). Практи-
чески во всех CDS этот анализ выявил скрытую триплетную регулярность. Тем не ме-
нее, во многих случаях (более 30%) на фоне триплетной регулярности отсутствовала 
скрытая триплетная периодичность. Анализ последовательностей интронов из базы 
данных EID [4] (277477 интронов) показал практическое отсутствие в них триплетной 
регулярности. Кроме того, анализ выборки CDS гипотетических белков из базы KEGG 
[3] (4821 CDS) показал, что только в 40% наблюдается триплетная регулярность. Сле-
довательно, наличие скрытой триплетной регулярности характерно для кодирующих 
районов ДНК и может служить критерием для их выявления. Показано, что Фурье-
спектр, традиционно применяемый к выявлению кодирующих районов, не всегда име-
ет доминирующий пик на частоте 0.33 для кодирующих районов ДНК.

Спектрально-статистический подход [1,2] выявляет новый тип скрытой периодич-
ности (скрытую профильность) в последовательностях ДНК. Это позволяет распоз-
навать в кодирующих районах два уровня организации кодирования. Первый уровень 
обусловлен триплетной регулярностью, второй – скрытой профильностью, отличной 
от скрытой триплетной периодичности. Для ортологичных генов семейств белков апо-
липопротеинов, фибронектинов было показано, что скрытая профильность коррелиру-
ет со структурно-функциональными свойствами кодируемых белков[1,2].

Список литературы:
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Chaley M. and Kutyrkin V. 2011, Profi le-statistical periodicity of DNA coding regions, DNA 
Res.,DOI:10.1093/dnares/dsr023, 1-10.
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БИОИНФОРМАЦИОННЫЙ ПОИСК  КИСЛОРОД- 
СПЕЦИФИЧНЫХ МОТИВОВ  В НЕКОДИРУЮЩЕЙ БЕЛОК ДНК
Шкурат Т.П., Адигеев М.Г.
Южный федеральный университет,  Ростов-на-Дону

Регуляция транскрипции генов у эукариот характеризуется необходимостью под-
держания координированной экспрессии генов в сложноорганизованной генетической 
системе.. Подобно тому, как правильная форма создается только при условии четкого 
чтения клетками их позиционной информации, так и активация структурных генов в 
дифференцирующейся клетке должна строго соответствовать той позиции, которую 
клетка занимает, иначе наступит метаболический и регуляторный хаос. Чтобы его 
избежать, соответствующие обязанности могут быть возложены на консервативные 
мотивы, локализованные рядом с паттернами экспрессии или на других хромосомах 
клетки [1]. Такие консервативные мотивы ДНК, как правило, располагаются в не ко-
дирующей части генов и межгенных участках. Целью нашей работы  был поиск моти-
вов в некодирующей белок ДНК, рядом с генами одновременно повышающими  свою 
экспрессию в ответ на окислительный стресс.  С применение технологии DNA array  
мы исследовали экспрессию генов мозга крыс в ответ на окислительный стресс (0.2 
МПа-1ч). Каждый чип  (Affymetrix, Santa Clara, CA) содержал 12288 генов.  Много-
параметрический  сравнительный анализ выявил несколько десятков генов с повы-
шенной экспрессией (Ratio Cy3/Cy5 >2,0)   – мы их назвали «позитивными».  Гены 
экспрессия которых по отношению к контрольному уровню не превышала 1,0 –на-
звали «негативные». В последовательностях расположенными  перед «позитивными»  
генами (районах 15000 -7000 п.о)  найден  общий фрагмент, состоящий из большого 
количества нуклеотидов ‘a’, «aaaaaaaaaagaaaaaaaaaaaaagaaaaaaaaaaaaacaa»  с неболь-
шими полиморфизмами нуклеотидов ‘g’ и ‘c’ перед различными генами.  Гомологич-
ный мотив  встречался и на участке  последовательностях длиной 1000 п.о.  При этом 
он отсутствовал  на участках  перед «негативными» генами. В последовательностях 
длиной 1000 п.о. после маскирования повторов проявился мотив ‘ttttaaaa’. Интересно 
отметить, что этот мотив был найден и в интронах экспрессирующихся генов, в ответ 
на окислительный стресс.  

Работа выполнена при поддержки гранта  ФЦП МОН РФ,  госконтракт 
№14.740.11.0006. 
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МИТОХОНДРИАЛЬНЫЙ ГЕНОМ БАЙКАЛЬСКИХ ГУБОК: 
ОСОБЕННОСТИ ОРГАНИЗАЦИИ И ЭВОЛЮЦИИ
Майкова O.O.1,*, Лавров Д.В.2, Беликов С.И.1

1 ЛИН СО РАН, Иркутск.
2 Университет штата Айова, Эймс, США.

Байкальские эндемичные губки принадлежат к семейству Lubomirskiidae, классу 
Demospongiae – одной из самых разнообразных групп типа Porifera. Губки находятся 
у основания филогенетического древа многоклеточных животных и являются важным 
звеном для понимания эволюционных процессов на Земле. Однако до настоящего 
времени в исследования эволюции митохондриального генома губок были включе-
ны отдаленные друг от друга виды, в то время как изменения на близкородственном 
уровне не изучены. С целью исследования микроэволюционных процессов мы опре-
делили нуклеотидные последовательности полных митохондриальных геномов трех 
близкородственных видов губок байкальского эндемичного семейства Lubomirskiidae: 
Swartschewskia papyracea, Rezinkovia echinata и Baikalospongia intermedia morpha pro-
fundalis. 

Сравнительный анализ полученных нами трех митохондриальных геномов бай-
кальских губок с опубликованными ранее геномами Lubomirskia baicalensis (Demo-
spongiae, Lubomirskiidae) и Ephydatia muelleri (Demospongiae, Spongillidae) выявил 
повышенную скорость эволюции мтДНК байкальских губок относительно их общего 
предка Ephydatia muelleri, при этом наибольшие темпы накопления нуклеотидных за-
мен наблюдаются в генах cox2 и cob. На уровне близкородственных видов основные 
изменения в мтДНК сосредоточены в межгенных областях генома. Эти изменения 
заключаются в появлении и распространении инвертированных повторов и палинд-
ромов, способных формировать устойчивые вторичные элементы. Нами выдвинуто 
предположение, что данные вторичные элементы являются мобильными. 

Филогенетический анализ показал, что глубоководная спонгиофауна озера Байкал 
является наиболее древней из ныне живущих представителей. С учетом имеющихся в 
литературе палеонтологических данных, виды L. baicalensis и R. echinata формируют 
молодую кладу, отделившуюся в Плиоцене, что соответствует окончанию последнего 
периода похолодания, затронувшего байкальскую впадину.

Д О П О Л Н Е Н И Е  ( П О С Л Е  D E A D - L I N E )
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НОВЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ 
СВЕРХВЫСОКОГО РАЗРЕШЕНИЯ ПЕПДИДОВ И БЕЛКОВ 
Николаев Е.Н.
Институт энергетических проблем химической физики РАН
Институт биохимической физики РАН
Институт биомедицинской  химии РАМН

В последнее десятилетие масс-спектрометрия в сочетании с различными методами 
разделения смесей биологического происхождения стала основным инструментом в 
протеомных и пептидомных исследованиях.  Большой прогресс в развитии методов 
разделения и ионизации биомолекул и методов анализа их масс сделал возможным 
полную инвентаризацию протеома человека и открытие сотен пептидных и белковых 
биомаркеров различных заболеваний. Основное направление применений масс-спект-
рометрии в протеомике связано с методами, реализующими подход «по-восходящей», 
(в англоязычной литературе Bottom-Up), в котором белки разрезаются энзимами на 
пептиды, а пептиды идентифицируются с помощью масс-спектрометра по масс-спек-
трам фрагментации,  вызываемой различными физическими воздействиями. В этом 
подходе теряется значительная часть информации о первичной структуре белка, ами-
нокислотных заменах и посттрансляционных модификациях аминокислотных остат-
ков, так как не все пептиды ионизируются. 

Основными требованиями к масс-спектрометрам, используемым в методах «по-
восходящей»,  является быстродействие и при таком подходе используются, как пра-
вило, ионные ловушки, а в последнее время времяпролетные масс-спектрометры.  

Альтернативным является подход «по-нисходящей» (Top-Down), в котором в масс-
спектрометр вводится целый ионизованный  белок и определение последовательности 
аминокислот в нем и положений и видов посттрансляционных модификаций осущест-
вляется путем фрагментирования белка физическими методами внутри масс-спектро-
метра и анализа продуктов фрагментации. Такой подход позволяет также  получать  
более точную информацию о вторичной структуре белков и белковых комплексов при 
использовании методов H/D обмена, чем подход «по-восходящей». При применении 
метода «по-нисходящей» требуются масс-спектрометры с сверхвысоким разрешени-
ем для разделения изотопных кластеров 13С в масс-спектрах, которое необходимо для 
точного определения массы белка, добавки к массе за счет посттрансляционных моди-
фикаций и масс продуктов фрагментации. Наибольшей разрешающей способностью 
обладают масс-спектрометры ионного циклотронного резонанса (ИЦР), в которых из-
меряются частоты вращения ионов в сильных магнитных полях. Основное направле-
ние увеличения разрешающий способности приборов этого типа связано с созданием 
сверхпроводящих соленоидов с  магнитными полями большими 15 Тесла (комерчески 
доступны сейчас). Однако, благодаря открытию в 2010 году нового метода регистра-
ции сигналов ИЦР [1,2 ] достигнута рекордная разрешающая способность на наиболее 
распространенных магнитах с напряженностью 7 Тесла. Новый метод позволяет раз-
решать изотопные кластеры белков с массами более 60 кДа, что продеманстрировано 
на BSA (66420 Дa),Yeast Enolase (93340 Дa), Mouse myeloma Protein IgG (147800 Дa), 
Alcohol Dehydrogenase (147530 Дa). Для всех перечисленных белков получено изотоп-
ное разрешение на уровне базовой линии, что позволяет точно измерять их массы и 
массы аддуктов и посттрансляционных модификаций. 

Д О П О Л Н Е Н И Е  ( П О С Л Е  D E A D - L I N E )
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Новая измерительная ячейка спектрометра ИЦР применена также для разделения 
тонкой структуры масс-спектров пептидов. Тонкая структура пиков изотопных класте-
ров, образуемых 13С изотопом углерода, формируется за счет присутствия в природных 
соединениях изотопов2H, 15N, 17O, 18O,33S, 34S, которые при определенных количествах 
атомов этих элементов в молекуле становятся детектирумыми даже при их природ-
ном изотопном содержении. Для разделения пиков в масс-спектрах, соответствующих 
молекулам, содержащим эти изотопы необходимо сверхвысокая разрешаящая способ-
ность. Новый метод измерения ИЦР сигнала позволяет достигнуть такого уровня раз-
решения. Получены спектры тонкой структуры для резерпина (Reserpine) и вещества 
П (Substance P) с молекулярными массами соответственно 609 Да и 1346 Да. В этих 
экспериментах достигнут абсолютный рекорд в разрешающей способности масс-спек-
трометров -25 миллионов.

Тонкая структура изотопного кластера пептидов, измеренная при разрешающей 
способности такого уровня, позволяет однозначно определить элементный состав пеп-
тидов, в состав которых не входит фосфор (фосфор имеет один изотоп и не принимает 
участия в создании тонкой структуры, и сильно уменьшить набор возможных атомных 
составов фосфорсодержащих пептидов.

Список литературы:
Boldin, I.A.; Nikolaev, E.N. FTICR cell with dynamic harmonization of the electric fi eld in the whole 
volume by shaping of excitation and detection electrode assembly. Rapid Commun. Mass Spectrom. 
2011, 25, 122-126.
Eugene N. Nikolaev, Ivan A. Boldin, Roland Jertz and Gцkhan Baykut. Initial Experimental Charac-
terization of a new ultra-high resolution FT-ICR Cell with Dynamic Harmonization, J Am Soc Mass 
Spectrom, 22(7) 2011, 1125-1129
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ПЕРМЕАБИЛИЗАЦИЯ МЕМБРАН ДИГИТОНИНОМ КАК 
СРЕДСТВО ИССЛЕДОВАНИЯ ЛИЗОСОМ 
И ТРАНСМЕМБРАННОГО ПРОНИКНОВЕНИЯ
Пупышев А.Б.
НГМУ, Новосибирск

Стероидный гликозид дигитонин обладает способностью к специфическому свя-
зыванию с холестерином клеточных мембран, а точнее с 3β-окси-стероидами. Резуль-
татом является пермеабилизация мембран. Наиболее чувствительными к дигитонину 
является плазматическая мембрана, а также мембраны лизосом как родственные плаз-
матической. В настоящем исследовании изучили эффект дигитонина на пермеабили-
зациию лизосомных мембран клеток печени крыс и возможность селективной экстра-
кции лизосомных ферментов. 

Из гомогената клеток печени крыс дифференциальным центрифугированием по-
лучали объединенную фракцию митохондрий и лизосом (700 g, 11 мин. – 15000 g, 11 
мин.) с содержанием лизосомных ферментов около 70 %. Органеллы обрабатывали 
возрастающими концентрациями дигитонина и экстракт ферментов получали удале-
нием дебриса центрифугированием при 30000 g, 15 мин. В супернатанте определяли 
активность 5 лизосомных ферментов. 

Найдено, что выраженная пермеабилизация мембран лизосом происходит в ин-
тервале 100-200 мкМ дигитонина с максимумом на 300 мкМ. Степень обогащения 
экстракта лизосомными ферментами (ОУА) возрастает для матриксных ферментов β-
галактозидазы - до 24,9 и цистеиновых катепсинов – до 30,7, а для частично мембра-
носвязанной кислой фосфатазы – до 14,1. Солюбилизации мембраносвязанного пула 
ферментов не отмечено. В этих же условиях тритон Х-100 не вызывал селективно-
го освобождения ферментов. Обогащение экстракта лизосомными ферментами в ре-
зультате применения  дигитонина возрастает в 7-11 раз (при экстракции с помощью 
гипоосмотической обработки - в 5-7 раз). Метод  позволяет весьма просто получать 
экстракты лизосомных ферментов  с достаточно высоким обогащением. Однако, воз-
можности использования селективного разрушения мембран дигитонином гораздо 
шире. Оно позволяет устанавливать лизосомотропные свойства веществ, выявление 
мембраносвязанного состояния и т.д. Широкий спектр возможностей открывает так-
же селективная пермеабилизация плазматических мембран низкими концентрациями 
дигитонина (10-20 мкМ),  позволяющая как экстракцию клеточного цитозоля, так и 
внедрение низкомолекулярных агентов внутрь клетки, не теряющей жизнеспособнос-
ти. В отношении лизосом открывается возможность следить за прижизненным осво-
бождением лизосомных ферментов в цитозоль, имеющим определяющее значение в 
индукции лизосомозависимого апоптоза.
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ПОИСК НОВЫХ СОБЫТИЙ АЛЬТЕРНАТИВНОГО СПЛАЙ-
СИНГА В ТРАНСКРИПТАХ КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ HepG2
Соколов А.С., Мазур А.М., Прохорчук Е.Б.
Центр «Биоинженерия» РАН, Москва

Альтернативный сплайсинг — процесс, в ходе которого экзоны, вырезаемые из 
пре-мРНК, объединяются в различных комбинациях, что порождает различные фор-
мы зрелой мРНК. 

Целью работы являлся поиск новых событий альтернативного сплайсинга в транс-
криптах клеточной линии HepG2. HepG2 представляет собой клеточную линию карци-
номы печени человека. Для поиска новых событий альтернативного сплайснига были 
найдены проекты по RNA-seq на клеточной линии HepG2 из открытой базы данных 
(http://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/). Далее найденные риды были откартированы 
на «новые» стыки экзонов (не описанные базой данных RefSeq - http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/RefSeq/). Новое событие альтернативного сплайснига считалось подтвержден-
ным, если на стык экзонов картировалось не менее 5 ридов. Найденные события под-
тверждались с помощью ПЦР со специфическими праймерами и секвенирования по 
Сэнгеру.

 В ходе данной работы было выявлено 60 новых сплайс-событий. Из которых 45 
было подтверждено с помощью ПЦР и 30 с помощью секвенирования по Сэнгеру. 
Большая часть найденных событий относится к генам, участвующим в сигнальном 
пути трансформирующего фактора роста бета (TGF-β), а также регулирующим уро-
вень транскрипции, что согласуется с раковой природой клеточной линии HepG2. В 
большинстве случаев, в найденных новых сплайс-событиях происходит вырезание од-
ного или нескольких экзонов по сравнению с нормальной формой мРНК, что и ведет, в 
свою очередь, к нарушению контроля пролиферации и клеточной дифференцировки.

Таким образом, в ходе данной работы в клеточной линии HepG2 были выявлены 
новые события альтернативного сплайсинга. Дальнейшее изучение данных событий, а 
также поиск новых изоформ белка сможет существенно расширить наше понимание о 
том, как происходит процесс неопластической трансформации.
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СИСТЕМНЫЙ АНАЛИЗ КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ ЛЕЙКОЗА 
ЧЕЛОВЕКА: ТРАНСКРИПТОМИКА, ПРОТЕОМИКА, 
МЕТАБОЛОМИКА
Згода В., Тихонова O., Новикова С., Курбатов Л., Копылов А., Москалева Н., 
Арчаков.
ИБМХ РАМН, Москва

Дифференцировка клеток промиелоцитарной клеточной линии HL60 может быть 
индуцирована ретиноивой кислотой. Для оценки изменений уровня экспрессии генов 
и белков в ходе дифференцировки клеток использовались высокопроизводительные 
методы анализа, такие как транскриптомика, протеомика и метаболомика. 

Полногеномный транскриптомный анализ позволил выявить достоверные разли-
чия в экспрессии более 1500 генов при инициации дифференцировки клеточной линии 
HL 60 ретиноивой кислотой. Из них, после добавления активатора дифференцировки, 
более чем в два раза увеличивалась экспрессия 134, 207, 364, 393 и 1197 генов через 30 
минут, 60 минут, 3 часа, 24 часа и 96 часов соответственно. 

Для протеомного анализа образцов клеток линии HL60 использовали два подхода: 
один из которых заключался в профилировании пептидов трипсинового гидролизата 
белков HL60 контрольных и образцов после инициации дифференцировки. Данный 
подход использовали для определения количественных изменений белков без исполь-
зования изотопных меток. Второй метод, 3D LC-MS/MS, использовали для идентифи-
цификации белков. В ходе анализа показано достоверное увеличение и уменьшение 
содержания для 72 и 31 белков, соответственно.

В ходе метаболомных исследований проводили хромато-масс-спектрометрический 
анализ низкомолекулярных соединений экстрагированных из образцов клеток. Полу-
ченные метаболомные профили представляющие совокупность сигналов комплекса 
низкомолекулярных соединений в образцах содержали около 2000 соединений каж-
дый. Из 3619 обнаруженных m/z, было найдено 89 соединений, содержание которых 
уменьшается и 68 соединений, концентрация которых увеличивается в процессе диф-
ференцировки.

Для интерпритации полученных результатов мы использовали ингегрированное 
програмное обеспечение Explain (http://www.biobase.de). Объединение и сравнение 
данных по изменению транскриптома с данными по анализу протеома и метаболома 
позволило идентифицировать транскрипционные факторы, потенциально задейство-
ванные в процессе дифференцировки. 

Благодарности: данная работа поддержана грантами  РФФИ № 10-04-13304-РТ_оми. 
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