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Устойчивость микроорганизмов к антибиотикам и, в более широком смысле, к противомикробным 
препаратам – естественное биологическое явление, создающее серьезные проблемы здравоохра-
нению. Первые случаи массового появления устойчивых штаммов бактерий были отмечены в се-
редине 20 века; с тех пор резистентность регистрируется во всем мире, а в последние два десяти-
летия все чаще выявляют множественную лекарственную устойчивость. Развитию резистентности 
способствует злоупотребление антибактериальными средствами, а также выбросы таких средств 
в окружающую среду. К сожалению, поиск и разработка новых эффективных антибиотиков сокра-
щается, тогда как требуется усиление этой работы, а также поиск альтернативных методов терапии 
инфекционных заболеваний.

Ключевые слова: антибиотики, противомикробные препараты, инфекционные заболевания, рези-
стентность
DOI: 10.31857/S0026898424060012, EDN: HNDNRK

ВВЕДЕНИЕ
Резистентность (устойчивость) микроорга-

низмов к антимикробным препаратам (AntiMi-
crobial Resistance) вносит значительный вклад 
в  рост заболеваемости и  смертности во всем 
мире и представляет одну из серьезнейших про-
блем здравоохранения. По данным ВОЗ, в 2019 г. 
с  устойчивостью бактерий к  антимикробным 
препаратам связаны 4.95 млн смертей по всему 
миру, а  в  1.27  млн случаев такая устойчивость 
стала непосредственной причиной смерти [1]. 
Это значительно превышает число смертей от 
таких инфекций, как ВИЧ/СПИД и  малярия, 
которые в 2019 г. унесли жизни 860000 и 640000 
человек соответственно. Медицинские, эконо-
мические и социальные последствия устойчиво-
сти микроорганизмов к антимикробным препа-
ратам, включая рост смертности и финансового 
бремени, трудно переоценить. Предполагается, 
что к 2050 году резистентные микроорганизмы 
будут уносить 10  млн жизней в  год – больше, 
чем онкологические заболевания (https://www.
statista.com/chart/3095/drug-resistant-infections/). 
Очевидно, что при разработке новых стратегий 
лечения инфекционных заболеваний необходи-
мо детально понимать молекулярные механиз-
мы, лежащие в основе резистентности возбуди-
телей к антимикробным препаратам, равно как 

и  создавать новые эффективные антимикроб-
ные препараты.

Антимикробные препараты играют важ-
ную роль в  здравоохранении, животноводстве 
и агрономии. В течение многих десятилетий они 
успешно использовались для лечения или пре-
дотвращения широкого спектра инфекционных 
заболеваний. Принято считать, что эра антимик- 
робных препаратов началась в  1910  г., когда 
Пауль Эрлих создал синтетические препараты 
сальварсан и неосальварсан и применил их для 
лечения сифилиса. При этом врачи в  Греции, 
Египте и Китае многие столетия назад исполь-
зовали микроорганизмы, вырабатывающие ан-
тибиотики, при инфекционных заболеваниях. 
Так, следы тетрациклина обнаружены в костях 
египетских мумий, датируемых 1550 г. до н. э. 
(https://www.news-medical.net/health/The-Histo-
ry-of-Antibiotics.aspx).

Представляется необходимым дать опреде-
ление антимикробных препаратов и  показать 
различие между антимикробными препарата-
ми и  антибиотиками, поскольку зачастую эти 
понятия неправильно считают синонимами. 
Представленные в  табл.  1 данные, по нашему 
мнению, вносят ясность в этот вопрос. 
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Открытие в 1928 г. Александром Флемингом 
пенициллина – первого коммерчески доступ-
ного природного антибиотика, и  его введение 
в практику в 1940-е годы ознаменовало начало 
“золотого века” антибиотиков, совершивших 
мировую революцию в лечении бактериальных 
инфекций. Однако уже в 1942 г. появились со-
общения об устойчивости к  пенициллину зо-
лотистого стафилококка, а затем и у других ми-
кробов (Centers for Disease Control and Prevention 
(2020) About antibiotic resistance. https://www.cdc.
gov/drug resistance/about.html).

С этого времени началось “соревнование” 
между вновь создаваемыми антибиотиками 
и появлением соответствующих резистентных 
штаммов микроорганизмов (рис.  1). Следует 
отметить, что с середины 80-х годов прошлого 
столетия темпы появления новых антибиоти-
ков постоянно замедлялись главным образом 
вследствие того, что инвестиции в  фармацев-
тику в  основном направлялись на создание 
других препаратов либо намного более дорогих 

(например, противоопухолевых), либо назна-
чаемых пожизненно (например, антигипертен-
зивных, антихолестериновых). Однако веро-
ятность катастрофического возврата ко всем 
ужасам “доантибиотической” эры вынудила 
национальные и международные организации, 
включая ВОЗ, рассматривать проблему резис- 
тентности к антибиотикам среди главных рис-
ков здоровью населения.

Новые антибиотики становятся клинически 
все менее эффективными, поскольку микро-
организмы приобретают устойчивость к  ним 
все быстрее и быстрее. В результате появляют-
ся штаммы бактерий, устойчивые практически 
ко всем антимикробным препаратам. В  конце 
февраля 2017 г. ВОЗ опубликовала список из 
12 наиболее антибиотикоустойчивых “приори-
тетных патогенов” (superbugs), разделенных по 
уровню потребности в создании новых антибио-
тиков, эффективных против них, на три груп-
пы: крайне приоритетные, высокоприоритетные 
и  среднеприоритетные. Этот список должен 

Антимикробные препараты Антибиотики 

Синтетические или природные химические соединения, 
способные разрушать различные виды микроорганизмов  

Химические соединения, продуцируемые 
микроорганизмами и способные ингибировать рост 
(бактериостатики) или разрушать (бактерициды) бактерии

Эффективны в отношении бактерий, вирусов, грибов, 
паразитов, простейших

Эффективны в отношении бактерий

Не все антимикробные агенты являются антибиотиками Все антибиотики являются антимикробными агентами

Первый антимикробный агент – сальварсан (соединение 606) Первый антибиотик – пенициллин

Таблица1. Сравнение понятий “антимикробные препараты” и “антибиотики”

Рис. 1. Введение в практику новых антибиотиков и появление резистентных к ним штаммов. 
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стать ориентиром в проведении научно-иссле-
довательских и технологических работ (табл. 2).

В  настоящее время накопилось достаточно 
доказательств, показывающих, что крупнейшим 
источником и наиболее значительным резерву-
аром резистентности является окружающая 
среда. Развитие устойчивости бактерий – это 
естественный и закономерный процесс. Однако 
человек значительно ускоряет его своими не-
рациональными действиями. Можно отметить 
несколько причин быстрого распространения 
антибиотикоустойчивости у микроорганизмов.

•	 Необоснованное назначение антибио-
тиков. Антибиотики следует принимать только 
при подтвержденной бактериальной инфекции, 
но зачастую пациенты используют антибиотики 
при вирусных инфекциях. Назначение анти-
бактериальных препаратов при острых респи-
раторных вирусных инфекциях (ОРВИ) – наи-
более частая ошибка. 22.04.2024  г Минздрав 
РФ утвердил стандарт медицинской помощи 
взрослым при ОРВИ (диагностика и  лечение) 
[http://publication.pravo.gov.ru/document/00012
02404230009?index=1], в  котором антибиотики 
исключены из списка препаратов, зарегистри-
рованных для лечения ОРВИ.

•	 Применение антибиотиков с целью про-
филактики бактериальных осложнений. Однако 
доказано, что вероятность развития таких ос-

ложнений практически одинакова как у прини-
мавших, так и у не принимавших антибиотики.

•	 Неправильный выбор антибиотика. В на-
чале лечения бактериальной инфекции врачу 
зачастую приходится действовать эмпириче-
ски. Препарат назначается практически наугад. 
Определение возбудителя и его чувствительно-
сти к антибиотикам занимает около трех дней, 
а иногда и больше. Но лечение нужно начинать 
немедленно, поэтому препараты назначают, ис-
ходя из особенностей клинической картины, ус-
ловий возникновения инфекции (в стационаре, 
либо дома), учитывая прием антимикробных 
препаратов незадолго до заболевания и т. д.

•	 Несоблюдение дозы и кратности приема 
антибиотика. При лечении антибиотиками сле-
дует строго соблюдать назначенную лечащим 
врачом дозу и  кратность приема. Это требует-
ся для поддержания постоянной концентрации 
препарата в  крови. В  случае неправильного 
выбора антибиотика, его дозы, кратности либо 
длительности приема бактерии не погибнут, 
а мутируют с возможным образованием устой-
чивых штаммов.

•	 Безрецептурная продажа антибиотиков. 
Возможность приобрести антибактериальные 
препараты без рецепта усугубляет проблему 
резистентности. Только врач сможет оценить 
необходимость назначения препарата, выбрать 

Уровень приоритетности Патоген

Критический Acinetobacter baumannii, устойчивость к карбапенемам 

Pseudomonas aeruginosa, устойчивость к карбапенемам 

Enterobacteriaceae, устойчивость к карбапенемам и продукция бета-лактамазы 
расширенного спектра действия (ESBL)

Высокий Enterococcus faecium, устойчивость к ванкомицину

Staphylococcus aureus, устойчивость к метициллину и (частично) к ванкомицину 

Helicobacter pylori, устойчивость к кларитромицину

Campylobacter spp., устойчивость к фторхинолонам

Salmonellaе, устойчивость к фторхинолонам 

Neisseria gonorrhoeae, устойчивость к цефалоспоринам и фторхинолонам

Средний Streptococcus pneumoniae, нечувствительность к пенициллину 

Haemophilus influenzae, устойчивость к ампициллину

Shigella spp., устойчивость к фторхинолонам

*https://www.who.int/ru/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed

Таблица 2. Особо устойчивые бактерии – приоритеты ВОЗ по потребности в создании новых антибиотиков*
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подходящую дозу, кратность приема и длитель-
ность курса.

•	 Нецелесообразное использование анти-
биотиков в  сельском хозяйстве. Порядка 50% 
антибиотиков, производимых в мире, применя-
ют и в сельском хозяйстве – для лечения живот-
ных и стимуляции роста, а также с целью увели-
чения сроков хранения продукции. Применение 
антимикробных препаратов в этих областях не 
всегда оправдано.

•	 Недостаточный контроль инфекций в поли-
клиниках и больницах, плохая гигиена и санация.

•	 Отсутствие новых видов антибиотиков и не-
достаток быстрых методов лабораторного анализа.

Таким образом, возникновение резистентнос- 
ти к антибиотикам в значительной степени об-
условлено прямым ответом на злоупотребление 
антибиотиками в здравоохранении, промышлен-
ности и сельском хозяйстве. Почвенные, водные, 
атмосферные, животные, растительные и искус-
ственные экосистемы являются “домом” для ми-

кробов, которые включают элементы резистент-
ности и генетические средства их мобилизации.

Исследования разнообразия резистентности 
к антимикробным средствам в окружающей сре-
де подтверждают долгую естественную историю 
этого явления. Так, сравнение геномов современ-
ных изолятов и штаммов, полученных из вечной 
мерзлоты (возраст 2.7 млн лет), не выявило су-
щественных различий в профилях устойчивости 
к антибиотикам между древними и современны-
ми патогенами [2, 3]. Филогенетический анализ 
трехмиллионнолетней вечной мерзлоты, полу-
ченной на Мамонтовой горе в Сибири, показал, 
что гены, кодирующие β-лактамазы, присутству-
ют в плазмидах не менее 1 млн лет [4]. Согласно 
высказыванию А. Флеминга “Вероятно, не суще-
ствует химиотерапевтического препарата, на ко-
торое в подходящих обстоятельствах бактерии не 
могут реагировать, каким-то образом приобретая 
устойчивость (резистентность)” [5].

Резистентность к антибиотикам может быть 
врожденной или приобретенной (рис.  2а). 
Врожденная резистентность – самый простой 

Рис. 2. Антибактериальная резистентность и пути ее приобретения. Abr – антибиотикорезистентность. 

Õðîìîñîìà
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тип устойчивости – постоянный признак вида, 
штамма или целой группы бактерий. Врожден-
ная резистентность к  определенным группам 
антибиотиков может быть связана с отсутстви-
ем рецептора к антибиотику, низким сродством, 
непроницаемостью клеточной стенки или вы-
работкой ферментов, модифицирующих/дегра-
дирующих антибиотик [6]. Для приобретения 
резистентности бактерии используют две основ-
ные генетические стратегии: мутации в  генах, 
связанных с  механизмом действия антибиоти-
ка, и приобретение чужеродной ДНК, кодирую-
щей детерминанты устойчивости, посредством 
горизонтального переноса генов, конъюгации, 
трансформации или трансдукции (рис. 2б) [7].

Горизонтальный перенос играет важнейшую 
роль в распространении как известных, так и но-
вых, еще не идентифицированных генов устой-
чивости, распространяя устойчивость за рамки 

конкретных клонов. Тем самым горизонтальный 
перенос делает гены устойчивости доступными 
для гораздо большего количества бактерий, в том 
числе, преодолевая видовой барьер между пато-
генными и непатогенными бактериями в данной 
среде обитания микроорганизмов [8]. Горизон-
тальный перенос генов гораздо более вероятен 
между филогенетически близкими бактериями, он 
может индуцироваться такими стресс-факторами, 
как антибиотики, металлы и биоциды [9, 10]. Та-
ким образом, горизонтальный перенос генов яв-
ляется, пожалуй, важнейшим механизмом приоб-
ретения резистентности микроорганизмами [11].

Как известно, действие антибиотиков на-
правлено прежде всего на структуры и процессы 
в прокариотической клетке-мишени (патогене), 
имеющие существенные отличия от соответ-
ствующих эукариотических аналогов. В настоя-
щее время действие подавляющей части анти-

Рис. 3. Мишени действия антибиотиков (а) и основные механизмы резистентности (б) к ним.

а

б

β-
Ферментативные реакции

β-

β-
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биотиков направлено на ограниченное число 
мишеней (рис.  3а), среди которых синтез кле-
точной стенки, биосинтез белка, интактность 
мембраны и некоторые ферменты, в частности, 
связанные с метаболизмом ДНК/РНК, фолие-
вой кислоты [12], а также АТР-синтазы (проти-
вотуберкулезный антибиотик нового поколения 
бедаквилин [13, 14]).

На основе многочисленных научных ис-
следований, проведенных с  середины 20-го 
века, предложены механизмы, объясняющие 
резистентность бактерий к  антибиотикам. 
В  настоящее время считается, что существует 
как минимум пять механизмов приобретения 
устойчивости (рис.  3б), а  именно: а) измене-
ние проницаемости бактериальной мембраны 
через пориновые каналы, что ограничивает до-
ступ противомикробных препаратов к соответ-
ствующим сайтам мишеней (например, устой-
чивость Pseudomonas aeruginosa к имипенему); 
б) увеличение эффлюкса (оттока) антибиотика 
из микробной клетки. Эффлюксные насосы – 
это мембранные белки, консервативные у мно-
гих организмов. Известно пять суперсемейств 
таких белков: 1) RND (Resistance-Nodulation-
Division), 2) SMR (Small Multidrug Resistance), 
3) MATE (Multidrug And Toxic compound Ex-
trusion), 4) MFS (Major Facilitator Superfami-
ly), 5) ABC (ATP-binding Cassette). P. aeruginosa 
приобретает множественную лекарственную 
устойчивость (МЛУ.) вследствие мутаций в ре-
гуляторных эффлюксных белках; в) фермента-
тивная модификация или деградация антибио-
тика (β-лактамазы, разрушающие лактамные 
антибиотики; г) возникновение метаболичес- 
ких путей, альтернативных путям, которые 
ингибируются препаратом; д) мутации (моди-
фикации) мишеней антибиотиков [12]. Напри-
мер, мутации гена erm у стрептококков групп C 
и G предотвращают связывание макролидных 
и линкозамидных антибиотиков и стрептогра-
мина B с рибосомой [15].

Своеобразным типом резистентности являет-
ся образование биопленок. Биопленка, хорошо 
известная как “слизь”, представляет собой при-
крепленное к поверхности сообщество микроор-
ганизмов. Считается, что 95–99% всех микроор-
ганизмов в естественной среде существуют в виде 
биопленки. [16]. Микроорганизмы образуют 
биопленку под влиянием ряда факторов, вклю-
чая клеточное распознавание мест прикрепления 
к поверхности и наличие питательных или агрес-
сивных веществ, кислорода и  т. д. Биопленки 
в целом более устойчивы к противомикробным 
средствам, чем свободноживущие бактерии. Фак-
тором, способствующим устойчивости биоплен-
ки, считается неспособность антибактериальных 
агентов быстро проникнуть во все участки плен-
ки. В режиме образования биопленки поведение 

клетки изменяется, что обусловлено регуляцией 
экспрессии генов [17, 18].

Важным путем возникновения и  распро-
странения антибиотикорезистентности яв-
ляется образование в  микробной популяции 
малочисленной (0.01–1%) субпопуляции кле-
ток-персистеров, обладающих множественной 
лекарственной толерантностью, т. е. выживаю-
щих, но не размножающихся в присутствии ан-
тибиотиков [19]. Персистеры это не мутанты, 
а,  скорее, фенотипические варианты дикого 
типа, которые образуются независимо от при-
сутствия антибиотика или другого стрессора 
как выработанная в ходе эволюции конститу-
тивная форма выживания популяции [20]. Для 
персистеров характерна толерантность к  ши-
рокому кругу антибактериальных препаратов, 
с  чем в  значительной степени связана неспо-
собность антибиотиков полностью искоренить 
инфекции. Основным свойством персистеров 
считается их способность выживать в присут-
ствии летальных доз антибиотиков и реверти-
ровать к пролиферации в свежей среде с обра-
зованием популяции, подобной родительской, 
состоящей преимущественно из чувствитель-
ных к антибиотикам клеток и малочисленной 
субпопуляции персистеров [21]. Персистеры 
были открыты в 1944 г. [22], но прогресс в их 
изучении наметился только в последние годы, 
что связано, главным образом, с трудностями 
выделения этих “неуловимых” клеток из попу-
ляции дикого типа.

В табл. 3 суммированы данные о механизмах 
действия основных классов антибиотиков и ме-
ханизмах образования резистентности к ним.

Из приведенных данных видно, что разра-
ботка новых противомикробных средств и но-
вых методик лечения инфекционных заболе-
ваний является одной из насущных проблем 
здравоохранения. Ситуацию усугубляет сни-
жение количества новых антимикробных пре-
паратов, вызванное отсутствием жизнеспособ-
ного рынка, проблемы доступа – финансовые 
и практические, а также качество существующих 
препаратов. Поиск новых антибиотиков и раз-
работка лекарств на их основе – весьма затрат-
ный процесс – от 800  млн до 1 млрд долларов 
необходимо, чтобы вывести на рынок новый 
препарат, и более 10 лет для того, чтобы он по-
ступил в клинику [23]. Следует отметить также, 
что прямая замена противомикробных препа-
ратов предлагает лишь краткосрочное решение, 
откладывая развитие резистентности на неко-
торое время. В связи с этим в настоящее время 
успешно реализуются стратегии преодоления 
устойчивости к антибиотикам, основанные на 
альтернативных подходах.
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Класс антибиотика (примеры) Механизм действия Механизм резистентности

Мишень – клеточная стенка

β-лактамы (пенициллины, 
цефалоспорины, цефамицины, 
карбапенемы, монобактамы)

Ингибирование 
пенициллинсвязывающих белков, 
сшивающих пептидные цепи  
в пептидогликане клеточной стенки, 
что приводит к лизису клетки

Продукция β-лактамаз; модификация 
пенициллинсвязывающих белков; по-
ниженная проницаемость, увеличение 
эффлюкса 

Гликопептиды (ванкомицин) Ингибирование синтеза 
пептидогликана клеточной стенки 
путем связывания с D-аланил-D-ала-
нином в пептидной цепи

Нативная резистентность 
грамотрицательных клеток из-за 
непроницаемой внешней мембраны; 
в грамположительных клетках 
ферменты могут модифицировать 
и гидролизовать предшественники 
пептидогликана; мутации, приводя-
щие к утолщению мембраны и низкой 
проницаемости 

Мишень – генетический аппарат клетки

Хинолоны и фторхинолоны 
(ципрофлоксацин)

Ингибируют ДНК-гиразу  
и топоизомеразу IV, которые участву-
ют в суперспирализации, разрыве  
и лигировании цепей ДНК

Мутации ДНК-гиразы или 
топоизомеразы IV; эффлюкс 
хинолонов или белков, защищающих 
указанные ферменты

Рифамицины (рифампицин) Ингибируют транскрипцию путем 
связывания с РНК-полимеразой

Мутации субъединицы РНК-
полимеразы RpoB; ферментативное 
рибозилирование или инактивация 
рифампицина

Мишень – рибосома

Аминогликозиды (стрептомицин) Взаимодействие с 30S субъединицей 
рибосомы, приводящее к 
неправильному считыванию и/или 
укорачиванию белков и гибель клеток 

Ферменты, модифицирующие 
аминогликозиды; мутации в гене 
16S рРНК; метилазы рибосом; 
уменьшение поглощения и/или 
увеличение эффлюкса

Тетрациклины (тетрациклин) Ингибирование трансляции путем 
связывания с 16S рРНК 30S субъе-
диницы рибосомы, предотвращая 
связывание тРНК с 30S в А-сайте

Эффлюкс; белок-опосредованная 
защита рибосом; мутации в рибосо-
ме; ферментативная инактивация 
препарата

Линкозамиды (клиндамицин)  
и стрептограмины (далфопристин)

Воздействие на 23S рРНК 50S 
субъединицы рибосомы; вызывают 
укорачивание пептидных цепей

Метилтрансферазы, модифицирую-
щие 23S рРНК182; экспрессия белков, 
инактивирующих линкозамиды  
и стрептограмины; эффлюкс

Макролиды (азитромицин,  
эритромицин) 

Воздействие на 23S рРНК 50S субъе-
диницы рибосомы; вызывает укора-
чивание пептидных цепей 

рРНК-метилтрансферазы, 
метилирующие 23S рРНК; мутации  
в рибосоме; эффлюкс;
макролидные фосфотрансферазы  
и эстеразы; защита рибосомы  
с помощью белков АТР-связывающей 
кассеты F (ABC-F)

Оксазолидиноны (линезолид) Ингибируют трансляцию путем 
связывания с 23S рРНК 50S 
субъединицы и предотвращают 
образование функциональной 
субъединицы 70S

Модификации 23S рРНК, например, 
метилтрансферазами; защита рибосо-
мы посредством белков ABC-F

Фениколы (хлорамфеникол) Ингибирование трансляции, 
посредством связывания с сайтом  
А 50S субъединицы рибосомы 

Мутации в 23S рРНК 50S субъеди-
ницы; ферментативная инактивация 
посредством ацетилтрансферазы 

Таблица 3. Основные классы антибиотиков, основные мишени и механизмы резистентности*
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• Известно, что некоторые металлы обла-
дают противомикробным действием, поэтому 
металлические наночастицы могут влиять на 
выживаемость бактерий. Например, наночасти-
цы серебра вызывают физический стресс бакте-
риальных клеток. Другие данные свидетельству-
ют о том, что галлий может эффективно влиять 
на метаболизм бактерий, прерывая поглощение 
бактериями ионов металлов [24], что, в  свою 
очередь, влияет на P. aeruginosa, образующую 
биопленки in vitro. Однако токсичность метал-
лических наночастиц и узкий спектр их актив-
ности в целом остаются проблемой [25].

• Ряд исследований свидетельствует о том,
что генетически модифицированные бакте-
рии могут служить средством уничтожения па-
тогенных бактерий. Так, модифицированные 
клетки Escherichia coli способны секретировать 
антимикробные пептиды в  ответ на молекулы 
quorum-sensing, выделяемые P. aeruginosa. Эти 
антимикробные пептиды способны разрушать 
биопленки P. aeruginosa, что указывает на потен-
циальную возможность использования специ-
ально разработанных “бактерий-хищников” 
в борьбе с важными патогенами [26].

• Еще один вариант – непосредственное
применение антимикробных пептидов. Эти со-
единения синтезируются на рибосоме и высту-

пают ключевыми молекулярными факторами 
врожденного иммунитета животных, растений 
и грибов, а также выполняют защитную и ком-
муникативную функции у  бактерий [27, 28]. 
Антимикробные пептиды в перспективе могут 
оказаться весьма эффективными в борьбе с ре-
зистентными микроорганизмами, поскольку об-
ладают такими свойствами, как широкий спектр 
антимикробной активности, быстрота действия, 
синергизм с конвенциональными антибиотика-
ми, наличие внутриклеточных мишеней и  др., 
приводящими к  низкой вероятности развития 
резистентности [29]. Например, пексиганан, 
природный пептид, выделенный из кожи афри-
канской когтистой лягушки, эффективно унич-
тожает как грамположительные, так и грамотри-
цательные бактерии [30].

• Перспективным представляется и  вос-
становление антибактериальной активности 
клинически важных антибиотиков, утратив-
ших эффективность вследствие резистент-
ности бактерий. Неантибиотические соеди-
нения, восстанавливающие чувствительность 
устойчивых патогенов, называются потен-
циаторами, или адъювантами антибиотиков. 
Потенциаторы работают только в  сочетании 
с  антибиотиками и  повышают их эффек-
тивность против устойчивого патогена. Ме-
ханизмы действия потенциаторов весьма 

Класс антибиотика (примеры) Механизм действия Механизм резистентности

Мишень – клеточная мембрана

Катионные пептиды (колистин) Связывание с липидом А  
в липополисахариде; увеличение про-
ницаемости внешней мембраны, что 
вызывает гибель клеток

Модификация или удаление липида A

Липопептиды (даптомицин) Встраивание в клеточную мембрану, 
снижение способности синтеза АТР  
и последующая гибель клеток

Утолщение и увеличение 
положительного заряда клеточной 
стенки; уменьшение деполяризации 
мембраны, индуцированное 
липопептидами5

Мишень – метаболизм фолиевой кислоты

Сульфонамиды (сульфаметизол) Блокируют синтез дигидрофолиевой 
кислоты, ингибируя 
дигидроптероатсинтазу  
и останавливая рост клеток

Мутации в гене 
дигидроптероатсинтазы 

Пиримидины (триметоприм) Блокируют синтез тетрагидрофолата 
путем ингибирования 
дигидрофолатредуктазы

Модификация или появление новых 
генов дигидрофолатредуктазы; 
эффлюкс 

Мишень – ингибирование АТР-синтазы микобактерий

Диарилхинолины (бедаквилин) Ингибирование АТР-синтазы 
микобактерий

Мутации в С-субъединице АТР-
синтазы (ген atpE), эффлюкс

*Примечание. Жирным выделены препараты, оказывающие, главным образом, бактерицидное действие, курсивом –
бактериостатическое.

Окончание таблицы 3
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разнообразны, они включают прямое инги-
бирование ферментов резистентности или 
эффлюксных насосов, увеличение проница-
емости мембран или снижение стабильности 
и  распространения плазмид, несущих гены 
резистентности [31].

• Весьма привлекательной представляет-
ся фаготерапия [32, 33]. CCCР был пионе-
ром развития этого направления [34]. В ряде 
стран фаготерапия применяется уже давно; 
существуют специальные центры фаготера-
пии. Известны два основных направления 
фаготерапии (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.
gov/24899282/). Первое основано на при-
менении стандартных препаратов, в  рамках 
второго вирусы подбирают индивидуально 
для каждого конкретного пациента. Однако 
несмотря на привлекательность этого под-
хода, на пути его реализации имеются зна-
чительные препятствия. Одной из проблем 
является валидация качества препаратов, 
поскольку комбинации фагов или фаговых 
коктейлей часто непостоянны. Стабильность 
фагов и их антибактериальные свойства так-
же требуют постоянной валидации. Тем не 
менее, фаготерапия интенсивно развивается, 
в настоящее время в России зарегистрирова-
но 16 лекарственных препаратов на основе 
бактериофагов.

• Все большее внимание уделяется соз-
данию вакцин. За последние 50 лет вакцины 
против возбудителей инфекционных забо-
леваний оказали огромное влияние на здо-
ровье человека, эффективно контролируя, 
а  в  некоторых случаях искореняя многие 
заболевания как вирусные (оспа, корь и  по-
лиомиелит), так и  бактериальные (дифтерия 
и  столбняк), которые были причиной боль-
шого количества смертей и  инвалидизации 
в 20 веке. Вакцины обладают рядом преиму-
ществ перед антимикробными препаратами. 
Во-первых, они могут предотвратить зараже-
ние как устойчивыми, так и  чувствительны-
ми к  антибиотикам бактериями. Во-вторых, 
вакцины способны обеспечить коллективный 
иммунитет, защищая непривитых за счет со-
кращения передачи возбудителей инфекции. 
В-третьих, антибиотики часто назначают при 
вирусных инфекциях, чтобы предотвратить 
любые потенциальные вторичные послед-
ствия, вызванные бактериальной инфекци-
ей. Программы вакцинации могут предот-
вращать развитие вирусной инфекции (хотя 
следует отметить, что вирусы, как правило, 
лучше сопротивляются вакцинации в  связи 
с  более высокой скоростью мутирования), 
в  результате чего можно впоследствии сни-
жать дозу антибиотиков и,  тем самым, бо-
роться с ростом антибиотикорезистентности. 

Применение вакцин также осложняется ал-
лергическими реакциями, в том числе анафи-
лактическим шоком. Тем не менее, вакцины 
потенциально являются одним из основных 
средств ограничения антибиотикорезистент-
ности, они имеют огромный потенциал для 
снижения использования антибиотиков в ме-
дицине и сельском хозяйстве [35].

Сказанное выше отнюдь не умаляет роль 
антибиотиков и других антимикробных препа-
ратов, которые, несмотря на серьезные угрозы 
развития резистентности, остаются препара-
тами первой линии при наиболее опасных ин-
фекционных заболеваниях. Поиск новых ан-
тимикробных средств, а также восстановление 
активности клинически важных антибиотиков 
остается, на наш взгляд, магистральным путем 
развития фармацевтики.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант РНФ № 23-14-00106).
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Antibiotic and, more broadly, antimicrobial resistance is a naturally occurring biological phenomenon and 
a major public health problem. The first cases of mass emergence of drug-resistant strains of bacteria were 
observed in the mid-20th century; Since then, cases of resistance have been reported worldwide, and in the 
last two decades, multiple bacterial resistance has been increasingly reported. Factors contributing to the 
development of bacterial resistance include the overuse of antibacterial agents in humans or livestock and 
the release of antibacterial agents into the environment. Unfortunately, the development of new effective 
antibiotics is declining, which requires strengthening this work, as well as the search for alternative methods 
of treating infectious diseases.
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Появление штаммов бактерий, обладающих повышенной устойчивостью к  полициклическим гли-
копептидным антибиотикам, стало серьезной проблемой химиотерапии заболеваний, вызванных 
такими бактериями. Химическая модификация известных природных антибиотиков является ос-
новным направлением создания антиинфекционных препаратов нового поколения. За последние 
два десятилетия разработана серия аналогов гидрофобных гликопептидов, активных против резис- 
тентных штаммов грамположительных бактерий, три из которых – оритаванцин, телаванцин и далбаван-
цин – одобрены Управлением по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных средств (FDA, 
США) в 2013–2014 гг. для применения при инфекциях, вызванных чувствительными и резистентными 
штаммами стафилококков и энтерококков. Установлено, что гидрофобные производные гликопептидов 
могут действовать на резистентные штаммы бактерий по механизму, не допускающему связывания с мо-
дифицированной мишенью устойчивых бактерий. Для рационального создания эффективных антибак-
териальных соединений необходимо понимание тонкого механизма действия природных и модифици-
рованных гликопептидов. Рассмотрена также возможность использования полусинтетических аналогов 
гликопептидов для борьбы с инфекциями, вызванными оболочечными вирусами. В обзоре обсуждаются 
основные пути химического дизайна гликопептидных антибиотиков нового поколения, способных прео-
долеть резистентность к грамположительным патогенам, и механизмы их действия.

Ключевые слова: антибиотики, гликопептиды, резистентность, механизм действия, антибактериаль-
ная активность, противовирусная активность 
DOI: 10.31857/S0026898424060029, EDN: HNBCOO

ВВЕДЕНИЕ
В  результате широкого применения анти-

биотиков, особенно в агропромышленном ком-
плексе, появились и широко распространились 
штаммы патогенных микроорганизмов, устой-
чивые ко многим антибиотикам [1–3].

Применение антибиотиков в производстве пи-
щевых продуктов, в частности молочных, создает 
предпосылки для их попадания в организм челове-
ка, особенно детей, что неблагоприятно сказывается 

на здоровье [4]. Особую тревогу вызывает быстрое 
распространение так называемых супербактерий 
(superbugs), обладающих пан-устойчивостью и вы-
зывающих инфекции, которые не поддаются лече-
нию существующими противомикробными препа-
ратами [5]. Обычно множественная лекарственная 
устойчивость развивается естественным путем, при 
этом при иммунодефицитных состояниях, таких 
как сахарный диабет, тяжелые ожоговые травмы, 
HIV-инфекция, COVID‑19, а также у реципиентов, 
перенесших трансплантацию органов, повышена 

Сокращения: ABSSSI – острые бактериальные инфекции кожи и структур кожи; Adoc – адамантил-1-оксикарбонил; 
BOC – трет-бутилоксикарбонил; Bz – бензил; Bzl – бензоил; ESI MS – масс-спектрометрия с электороспрейным 
распылением; GRE – энтерококки, устойчивые к гликопептидным антибиотикам; HIV-1 – вирус иммунодефицита 
человека; MRSA – метициллинустойчивый S. aureus; MRSE – метициллинрезистентный S. epidermidis; MSSA – ме-
тициллинчувствительный S. aureus; NAM-NAG – дисахарид N-ацетилмурамовой кислоты и N-ацетилгликозамина; 
REDOR – ядерный магнитный резонанс с двойным резонансом вращательного эхо-сигнала; VanA, VaB и VanC – 
энтерококки с определенным генотипом (А, В и С), устойчивые к ванкомицину; VRE faecium – ванкомицинрези-
стентный Enterococcus faecium; VISA – S. aureus со средним уровнем устойчивости; VRSA – ванкомицинрезистентный  
S. aureus; МПК – минимальная концентрация антибиотика, вызывающая гибель 100% микроорганизмов.
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частота инфекций, вызываемых условно-патоген-
ными микроорганизмами [6].

В  2008  г. Всемирная Организация Здраво-
охранения (ВОЗ) опубликовала так называе-
мый список ESKAPE, в который вошли шесть 
опасных с точки зрения развития резистентнос- 
ти патогенных бактерий: Enterococcus faecium; 
Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; 
Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; 
Enterobacter spp. В 2013 году к этому списку до-
бавили еще 14 крайне опасных штаммов бакте-
рий: A. baumannii (устойчивый к карбапенемам), 
P. aeruginosa (устойчивый к  карбапенемам), 
Enterobacteriaceae (устойчивые к  карбапене-
мам третьего поколения, устойчивые к  цефа-
лоспоринам), Klebsiella pneumoniae, Escherichia 
coli, Enterobacter cloacae, S. aureus (устойчивый 
к ванкомицину и к метициллину), Streptococcus 
pneumoniae (нечувствительный к  пеницилли-
ну), Campylobacter sp. (устойчивый к  фторхи-
нолонам), Haemophilus influenzae (устойчивый 
к ампициллину), Helicobacter pylori (устойчивый 
к кларитромицину), Neisseria gonorrhoeae (устой-
чивый к  цефалоспоринам третьего поколения 
и  фторхинолонам), Mycobacterium tuberculosis, 
Salmonella enterica (устойчивый к  фторхиноло-
нам. Большую опасность представляют также 
биопленки, которые образуют многие клини-
чески важные бактерии: S. aureus, S. epidermidis,  
E. faecalis, Escherichia coli, P. aeruginosa [7].

В  2017 г. была утверждена стратегия преду-
преждения распространения антимикробной ре-
зистентности в РФ на период до 2030 г., в рамках 
которой приоритетным должно стать создание 
новых поколений антибиотиков, преодолеваю-
щих резистентность бактерий к лекарственным 
препаратам [8].

Институт по изысканию новых антибио-
тиков им. Г. Ф. Гаузе со дня основания и  на 
протяжении многих лет является головным уч-
реждением по созданию антибиотиков новых 
поколений [9]. Особое место в создании и изу-
чении механизмов действия занимали и занима-
ют полусинтетические антибиотики на основе 
природных полициклических гликопептидов, 
к которым относятся ванкомицин (1) [10], тей-
копланин (2) [11] и антибиотик эремомицин (3), 
открытый в Институте и превышающей по сво-
ей активности 1 (рис. 1) [12].

К настоящему моменту опубликована серия 
обзоров, посвященных проблеме преодоления 
резистентности бактерий к  этой группе анти-
биотиков. Наиболее полный обзор Van Groesen 
и  соавт. [13] носит общеознакомительный ха-
рактер и рассматривает последние достижения 
в создании полусинтетических гликопептидных 
антибиотиков нового поколения. Приведен под-
робный анализ структура-активность больших 
групп полусинтетических аналогов гликопепти-
дов, обобщены некоторые закономерности. Об-

Рис. 1.  

 

Рис. 1. Структуры природных гликопептидов: ванкомицина (1), тейкопланина А2-2 (2) и эремомицина (3).
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суждаются также вопросы преодоления резис- 
тентности, однако механизмы антимикробного 
действия антибиотиков этой группы практиче-
ски не рассматриваются.

Поиск новых более совершенных лекар-
ственных средств неотделим от изучения меха-
низмов их действия на микро- и макроорганиз-
мы. Представленный обзор посвящен анализу 
путей, которые привели к успешному созданию 
и  внедрению в  медицинскую практику высо-
коэффективных антибиотиков группы поли-
циклических антибиотиков, преодолевающих 
резистентность клинически важных грампо-
ложительных энтерококков и  стафилококков. 
Одновременно рассматривается развитие пред-
ставлений о механизмах действия антибиотиков 
этого класса. Уделено внимание также перспек-
тиве создания на основе природных глико-
пептидов противовирусных препаратов, направ-
ленных на оболочечные вирусы, в том числе на 
HIV, вирус гепатита С (HCV), SARS-СoV‑2 и др.

В  заключении рассмотрены такие направ-
ления создания полициклических гликопепти-
дов нового поколения, как конструирование 
гибридных структур, содержащих другие анти-
биотики или формакофорные группы, которые 
могут привести к появлению активности в от-
ношении грамотрицательных бактерий, а также 
использование знаний о путях биосинтеза анти-
биотиков. Настоящий обзор носит ретроспек-
тивный характер, он охватывает период времени 
от открытия первых антибиотиков этой группы 
до настоящего времени. Обзор включает соб-
ственные экспериментальные и теоретические 
исследования автора.

ПРИРОДНЫЕ ГЛИКОПЕПТИДЫ
Основными антибиотиками, активны-

ми против патогенных бактерий E. faecium и   
S. aureus из списка ESKAPE, являются при-
родные полициклические гликопептидные 
антибиотики группы ванкомицина (1)–тей-
копланина (2) (рис.  1), а  также некоторые их 
полусинтетические аналоги. Гликопептиды не 
могут проникать через клеточную стенку гра-
мотрицательных бактерий, поэтому обычно они 
эффективны только при инфекциях, вызванных 
восприимчивыми грамположительными возбу-
дителями. Эти антибиотики относятся к препа-
ратам последнего выбора при заболеваниях, вы-
зываемых метициллинустойчивыми штаммами 
стафилококков из-за высокой частоты ассоции-
рованной устойчивости патогенов к препаратам 
других классов. Они традиционно используют-
ся при энтерококковых инфекциях, вызванных 
штаммами, устойчивыми к β-лактамным анти-
биотикам.

Ванкомицин (1) применяется в клинике бо-
лее 70-ти лет для лечения инфекций, вызван-
ных метициллинустойчивым штаммом S. aureus 
(MRSA), метициллинустойчивым S. epidermidis 
(MRSE) и  амоксициллинустойчивыми энтеро-
кокками. В  пероральной форме ванкомицин 
используется при диарее, вызванной Clostridium 
difficile [14]. Основным побочным эффектом при-
менения ванкомоцина является так называемый 
эффект “красного лица”. Считается, что это опос- 
редовано высвобождением гистамина из тучных 
клеток и рассматривается как псевдоаллергичес- 
кая реакция на лекарственный препарат.

Применение тейкопланина (2) было одобре-
но в Европе в 1988 г. через 2 года после первого 
успешного лечения инфекций костей и мягких 
тканей, эндокардита, пневмонии и  сепсиса. 
Тейкопланин (2) не вызывает псевдоаллергичес- 
ких реакций, проявляет высокую эффектив-
ность при стафилококковых и энтерококковых 
инфекциях различных органов, благодаря хоро-
шему распределению и оптимальному времени 
удерживания в тканях [11].

УСТОЙЧИВОСТЬ К ГЛИКОПЕПТИДАМ
Первое сообщение об устойчивости энтеро-

кокков E. faecium к ванкомицину появилось только 
в конце 80-х годов. К настоящему времени описа-
но более 10 фенотипов энтерококков, устойчивых 
к  гликопептидным антибиотикам GRE (от А до 
N) [15]. Грамотрицательные бактерии обладают 
природной устойчивостью к гликопептидным ан-
тибиотикам, которые не могут проходить через 
наружную оболочку этих бактерий.

Наиболее распространенными штаммами эн-
терококков, устойчивыми к ванкомицину, явля-
ются штаммы типа VanA и VanB. Резистентность 
грамположительных бактерий к гликопептидам 
носит индуцибельный характер и  опосредуется 
достаточно сложными механизмами. В формиро-
вании пептидогликана наружной стенки у многих 
бактерий участвует большой мультиферментный 
комплекс. В  норме гликопептиды чувствитель-
ных к антибиотику грамположительных бактерий 
прочно связываются с  концевым дипептидом 
-D-Ala–D-Ala, входящим в состав предшествен-
ника пептидогликана – дисахаридпентапептида – 
основного компонента клеточной стенки. Такое 
связывание приводит к  подавлению последних 
стадий биосинтеза пептидогликана – включения 
предшественника в растущую цепь биополимера 
и  образования поперечных сшивок. При этом 
может ингибироваться работа как трансгликози-
лазы, сшивающей дисахаридпептидные мономе-
ры, имеющие концевые остатки D-Ala-D-Ala, так 
и транспептидазы, которая сшивает эти пептиды 
с образованием трехмерной структуры, отщепляя 
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последний остаток D-Ala c формированием мо-
стика между строительными блоками [16].

У одних бактерий пептидным мостиком слу-
жит пентапептид (Gly)5, а  у  других – остаток 
мезо-α-γ-диаминопимелиновой кислоты, сое-
диняющий вторую пептидную цепь через γ-ами-
ногруппу Lys. На рис. 2а показано ингибирова-
ние работы этих ферментов за счет образования 
прочного комплекса антибиотика с  мишенью 
Ac2-Lys-D-Ala-D-Ala, который имеет высокую 
константу связывания (Ка ~ 105 М–1) с аглико-
ном ванкомицина (4).

Ванкомицин (1) имеет связывающий кар-
ман, образованный агликоновым фрагментом, 
способным образовывать пять водородных 
связей между концевой метиламиногруппой 
и амидными группами пептидного кора с кар-
боксильной группой и амидными группами три-
пептида. Боковые радикалы аминокислотных 
остатков АК1 и АК3 дополнительно “формиру-
ют” стенки этого кармана (рис. 2а). У штаммов 

энтерококков с фенотипами VanА и VanВ вместо 
дипептида D-Ala-D-Ala находится модифициро-
ванный предшественник с концевым остатком 
D-Ala–D-Lac. При этом аффинность глико-
пептидов к нему резко снижена (Ка ~ 102 М–1)  
[17]. Такая замена “убирает” одну водородную 
связь и вызывает отталкивание карбоксильной 
группы АК4 от кислорода сложноэфирной груп-
пы депсипептида (рис. 2б).

Появление резистентности стало возможным 
благодаря изменению биосинтеза клеточной 
стенки бактерии. В  биосинтезе концевого ди-
пептидного предшественника участвует кластер 
из нескольких генов, отвечающий “за работу” 
D-Ala-D-Xaa-лигазы. В случае мутации гена vanA 
в активном центре соответствующего фермента 
происходит замена остатка Tyr на Phe. При этом 
D-Ala-D-Xaa-лигаза теряет субстратную специ-
фичность и использует в качестве субстрата как 
D-Ala-D-Ala, так и  D-Ala-D-Lac. [18]. Штаммы 
VanА и VanВ энтерококков имеют определенные 
различия в структуре внешней оболочки, поэто-

Рис. 2. Взаимодействие агликона ванкомицина (4) с пептидом Ac2-Lys-D-Ala-D-Ala (Ка ~105 М–1) (а) и депси-
пептидом Ac2-Lys-D-Ala-D-Lac (Ка ~102 М–1) (б). Схема механизма чувствительности (S) и устойчивости (R) E. 
spp. к ванкомицину (1) (в). Пунктирными линиями показаны водородные связи, стрелками – отталкивание между 
атомами кислорода молекулы антибиотика и мишени.

H

à

á

â
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му некоторые гликопептиды, например тейко-
планин (2), не действуют на VanА-бактерии, но 
активны в  отношении VanВ [19]. Обнаружены 
штаммы S. haemolyticus, устойчивые к (2) и при 
этом чувствительные к (1). Устойчивость (2) к та-
ким штаммам ассоциирована с мутацией в гисти-
динкиназах VraS и WalK [20].

Резистентность энтерококков к ванкомицину 
(1) определяется двухкомпонентной ферментной 
системой, состоящей из рецепторной гистидин-
киназы VanS и  регулятора ответа VanR. Гисти-
динкиназа VanS, выступающая как рецептор (1), 
распознает его и индуцирует экспрессию генов 
vanH, vanA и vanX, ответственных за синтез кле-
точной стенки с участием D-Ala-D-Lac [19].

Штамм S. aureus с  устойчивым фенотипом 
VanA (VRSA), получен от пациента, коинфици-
рованного ванкомицинрезистентным E. faecalis, 
что предполагает горизонтальный перенос ге-
нов, опосредованный транспозоном Tn1546 [21]. 
Кроме клинических штаммов GRE и VRSA, су-
ществуют другие грамположительные бактерий, 
такие как Leuconostoc, Lactobacillus, устойчивые 
ко всем гликопептидам, в  состав клеточной 
стенки которых входит остаток D-Ala-D-Lac [18].

В  клинических условиях выявлены также 
штаммы золотистого стафилококка со средним 
уровнем устойчивости к  ванкомицину (VISA) 
и резистентные (VRSA) (МПК > 8 мкг/мл) или, 
соответственно, полностью устойчивые к анти-
биотику. Инфекции, обусловленные этими па-
тогенами, не поддаются лечению даже возраста-
ющими дозами препарата. Механизм действия 
у них иной – считается, что (1) индуцирует у та-
ких бактерий значительное утолщение наруж-
ной клеточной стенки, поэтому антибиотик не 
способен преодолеть такой барьер [21].

Ранее из актиномицета Amycolatopsis orientalis 
в Институте был выделен оригинальный глико-
пептидный антибиотик эремомицин (A82846A, 
ММ45289) (3), структурно схожий с ванкомици-
ном (1), но существенно превосходящий его по 
активности в отношении большинства штаммов 
грамположительных бактерий in vitro и  in vivo 
[12]. Клинические испытания (3) были приоста-
новлены из-за проявления псевдоаллергенной 
реакции, характерной и для (1), однако (3) ока-
зался важным для получения новых полусинте-
тических аналогов с улучшенными свойствами, 
а  также для подробного изучения механизмов 
действия антибиотиков этой группы [22].

ХИМИЧЕСКИЙ ДИЗАЙН  
ГЛИКОПЕПТИДОВ

Направленный дизайн гликопептидных ан-
тибиотиков группы ванкомицина–тейкопланина 

может осуществляться по двум основным путям: 
во‑первых, усиления взаимодействия с  мише-
нью, измененной в  резистентных бактериях, 
во‑вторых, путем поиска возможности связыва-
ния с дополнительными мишенями в клетке.

Модификации могут подвергаться функцио-
нальные группы антибиотика как в области свя-
зывающего кармана, так и в периферийных об-
ластях молекулы. Предполагается, что изменить 
химические связи и физико-химические харак-
теристики молекулы антибиотика (например, 
распределение зарядов, диполей, т. е. изменить 
амфифильность) [22] можно путем: 1) усиления 
взаимодействия фрагмента N-концевой груп-
пы пептидного кора в так называемом карбок-
силат-связывающем кармане; 2) модификации 
аминокислот вблизи связывающего кармана; 3) 
нивелирования отталкивания атомов кислоро-
да посредством модификации пептидной связи 
между остатками аминокислот АК4-АК5.

В Институте впервые были разработаны ос-
новные методы химической трансформации 
эремомицина (3) как в  области связывающего 
кармана, так и в периферийной части молекулы 
(рис.  3, конкретные примеры см. ниже). В  ре-
зультате производные получили модификацией: 
аминосахара дисахаридной ветви АК4 (1), кар-
боксильной группы АК7 (2), бокового фенольно-
го радикала АК7 по реакции Манниха (3), амид-
ной группы АК3 Asn (4), NMe-концевой группы 
АК1 (5), отщеплением АК1 по Эдману (6) и гид- 
ролизом сахаров с  образованием агликона (7). 
Параллельно изучали и реакции трансформации 
других гликопептидов – ванкомицина (1) и тей-
копланина (2) (особенности химических свойств 
и  механизмов действия эремомицина (3) и  его 
производных рассмотрены ниже).

Как типичный полициклический глико-
пептид эремомицин (3) имеет связывающий 
карман, определяющий прочность комплек-
са с  лигандом Ac2-L–Lys-D-Ala-D-Ala [23]. На 
рис.  4 представлена пространственная модель 
Стюарта–Бриглеба комплекса молекулы эремо-
мицина (3) с лигандом Ac2-L–Lys-D-Ala-D-Ala 
[24]. Поскольку карбоксильная группа мишени 
является ключевой для связывания как с  чув-
ствительной мишенью, так и  с  резистентной, 
химическая модификация была направлена на 
усиление связывания этой отрицательно за-
ряженной группы с  N-концевым фрагментом 
пептидного кора антибиотика за счет общего 
увеличения его основности.

В рамках этого подхода (рис. 5а) в бис-N-Bz-про-
изводном эремомицина N-концевой остаток 
N-Me-D-Lys был заменен на радикал (R, S)-4-ме-
тилпентил‑2-амин с  образованием соединения 
(3a), теоретически обладающего бὸльшей основ-
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ностью. Однако такая модификация на привела 
к ожидаемому увеличению активности.

Бóльшая стабильность молекулы эремомици-
на в щелочных условиях по сравнению с молеку-
лой ванкомицина, позволила ввести модификацию 
вблизи связывающего кармана по АК3. Путем изби-
рательного превращения амидной группы Asn (АК3) 
в карбоксильную группу Asp c последующим амиди-

рованием адамантил- и н-дециламином (одновре-
менно с реакцией по карбоксильной группе АК7) 
были получены бисамиды (3b) и (3c) (рис. 5б) [25].

Эти гидрофобные амиды обладали достаточно 
заметной активностью в отношении грамположи-
тельных бактерий, включая клинические изоляты, 
в частности энтерококки VanA (МПК = 8 мкг/мл). 
Возможные механизмы действия гидрофобных 
производных гликопептидов рассмотрены ниже.

Исходя из соответствующих дегликозилиро-
ванных производных эремомицина и тейкопла-
нина, была предпринята попытка изменить ха-
рактер боковых радикалов концевой АК1 [26] или 
одновременно АК1 и  АК3 (рис.  6) [27], форми-
рующих связывающий карман путем изменения 
гидрофобно-гидрофильных свойств этих амино-
кислот. Так, например, остатки Lys и His содер-
жат аминогруппу, способную к протонированию, 
а  остатки MeLeu, Phe и  Trp носят выраженный 
гидрофобный характер. Замену концевого остат-
ка АК1 D-MeLeu на D-Lys, D-Trp и D-His (соеди-
нения 5а-с) осуществили, исходя из агликона эре-
момицина (5), в реакции Эдмана с образованием 
промежуточного гексапептида с  последующим 
введением соответствующих аминокислот путем 
стандартного пептидного синтеза.

Модификация с замещением одновременно 
АК1 и АК3 проведена путем открытой итальян-
скими исследователями уникальной реакции 
восстановительного расщепления (избытком 
NaBH4 в EtOH) пептидной связи АК2-АК3 гли-
копептидов, сопровождающейся трансформа-
цией СО-группы до ОН-группы АК2 [28].

Рис. 3. Основные пути химической трансформации гликопептидных антибиотиков на примере эремомицина (3). 
Цветными стрелками показаны модификации целой молекулы, черными – реакции частичной деградации.

Рис. 3. 

 

Рис. 4. Модель Стюарта–Бриглеба комплекса эре-
момицина (3) (цветные атомы) с лигандом Ac2-L–
Lys-D-Ala-D-Ala (атомы белого цвета).

Рис. 4. 
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Рис. 5. Структуры производных эремомицина (3a-c), модифицированных по АК1 (а) и по АК1 и АК3 (б). Bz – бензил.

Рис. 6. Превращения агликонов гликопептидов по аминокислотным остаткам АК1 и АК1/АК3 (соединения 5a–c 
и 6b–d) и лишенных АК1 и АК3 (соединения 6a и 6e).

à á

Рис. 6.  

 

,
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В частности, агликон тейкопланина (6) по-
сле расщепления подвергли дальнейшей транс-
формации, заключающейся в последовательном 
одновременном удалении АК1 и АК3 двойной 
реакцией Эдмана, блокировании N- и  С-кон-
цевых групп, окислении спиртовой группы до 
карбоксильной с последующим деблокировани-
ем и образованием промежуточного трипептида 
(6а) (пять стадий синтеза). Далее путем после-
довательного введения соответствующей АК3, 
циклизации до макроцикла с  образованием 
промежуточного гексапептида с  последующим 
присоединением АК1 из (6а) были получены 
новые гептапептиды (6b–d).

Такая модификация-реконструкция глико-
пептида по АК1 и АК3 хотя и дала положитель-
ные результаты, но не привела к  решающему 
прорыву в  преодолении резистентности энте-
рококков VanA. Однако проведенные иссле-
дования дали импульс для дизайна и  синтеза 
следующего поколения гликопептидов с прин-
ципиально новой конструкцией связывающего 
кармана, в  котором отсутствует отталкивание 
двух атомов кислорода.

В  частности, благодаря промежуточному 
трипептиду (6a) в приведенном синтезе [29] от-
крылась возможность химическим путем вос-
становить критически важную NHCO-группу 
АК4–АК5 до аминометиленовой NH2CH2 с об-
разованием (6e). А на основе (6e) по уже отра-
ботанным схемам синтеза можно создать псев-
догептапептид, который за счет нивелирования 
отталкивания атомов кислорода антибиотика 
и лиганда теоретически мог более прочно свя-
заться с остатком D-Ala-D-Lac.

Эта идея была реализована группой уче-
ных под руководством Boger D.L., создавших 
“SUPER DRUGs” [30].

Основой такой возможности стала про-
веденная в  1998–1999 гг. тремя коллектива-
ми синтетиков под руководством Evans D.A., 
Nicolaou K.C. и Boger D.L. титаническая работа 
по получению природных гликопептидов, вклю-
чая ванкомицин (1), эремомицин (3) и  другие 
гликопептиды этого класса, причем учеными 
последней группы предложен ряд усовершен-
ствований, в результате которых синтез (1) был 
выполнен с общим выходом 3.7% [31].

Для создания антибиотиков третьего поко-
ления “SUPER DRUGs” предварительно син-
тезировали ключевое соединение – 4,5-тиоа-
налог агликона ванкомицина (7a) (рис.  7), из 
которого реакциями восстановления и соответ-
ственно аминирования были получены целевые 
NH2-CH2- и NH(C=NH)-производные агликона 
ванкомицина (7b) и (7c) (рис. 8) [32, 33]. Соот-

ветственно промежуточный (7a) получили в ре-
зультате многоступенчатого синтеза по мето-
дикам, аналогичным разработанным ранее для 
синтеза агликона ванкомицина (4). При этом по-
лициклическую структуру получали с помощью 
последовательных реакций, причем тиогруппу 
вводили на ранних стадиях синтеза. Сначала 
из цикло-CD-трипептида (8) тионированием 
амидной связи был получен цикло-CD-псевдо-
трипептидтиоамид (9) (система CBD), который, 
в свою очередь, в реакции с производным боро-
новой кислоты (10) (кольцо А) c последующими 
реакциями макролактонизации и сочетания по 
Сузуки обеспечил образование двух соединенных 
макроколец системы ABCD (11). Далее к полу-

Рис.  7. Сокращенная схема получения ключевого 
промежуточного 4,5-тиоаналога агликона ванкоми-
цина (7a).
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ченному 4,5-тиоамидтетрапептиду (11) присо-
единили N-концевой трипептид (с  кольцом Е) 
(12) с образованием пептидной связи, что и за-
вершило получение ключевого 4,5-тиоаналога 
агликона ванкомицина (7a).

Установлено, что взаимодействие произво-
дного (7b) ванкомицина с  измененной груп-
пой (NH2-CH2, АК4-АК5) с  “резистентной” 
мишенью усилилось (Ka = 5 × 103 M–1 против  
Ка ~ 102 М–1 для агликона ванкомицина), од-
нако это произошло за счет ослабления взаи-
модействия с “чувствительной” мишенью: Ka =  
= 4.8 × 103 M–1 против Ка ~ 105 М–1 для агликона 
ванкомицина (4). В результате значения взаи- 
модействия (7b) как с  резистентным (VanA), 
так и с чувствительным энтерококком (МПК = 
= 31 мкг/мл) сравнялись, но при этом оказа-
лись ниже активности исходного антибиотика 
в отношении чувствительного штамма (МПК = 
= 2 мкг/мл) [30].

Напротив, производное агликона ванкоми-
цина (7c) с  измененной амидиновой группой 
NH(C=NH) (АК4-АК5) показало одинаковое 
сродство к  обоим лигандам (a  и b) (Ka  ~ 7 ×  
× 104 M–1), что в  результате привело к  прояв-
лению одинаково высокой активности против 
VanA-резистентных бактерий E. faecalis VanA 
(МПК = 0.3–0.6 мкг/мл) (рис. 10) [30].

Совершенно ясно, что синтез “SUPER 
DRUGs” является большим достижением 
и  имеет большую научную значимость. Одна-
ко метод получения (>30 стадий) остается на 

данный момент очень дорогим. Гораздо более 
простым и  менее затратным подходом оказа-
лась направленная химическая трансформация 
природных гликопептидных антибиотиков, 
в результате которой удалось получить аналоги 
с дополнительным механизмом действия, обес- 
печивающим возможность преодоления бакте-
риальной резистентности. С помощью химичес- 
кой трансформации природных антибиотиков 
(одна‒три стадии синтеза) на основе ванко-
мицина (1), тейкопланина (2), эремомицина 
(А40926А) (3) и  хлорэремомицина (А82846В) 
(13) получены серии аналогов, преодолеваю-
щие резистентность бактерий, антибиотики 
второго поколения, в  том числе оритаванцин 
(“Eli Lilly”, США), телаванцин (“Theravance”, 

Рис. 8. Структуры 4,5-тиоаналога агликона ванко-
мицина (7a) и, соответственно, его аминометилено- 
(NH2-CH2-) и амидинопроизводных (NH(C=NH)-) 
(7b, 7c).

Рис. 9. Взаимодействие производного ванкомици-
на (7b) с депсипептидом Ac2-Lys-D-Ala-D-Lac (Ka =  
= 5 × 103 M–1) (а) и с пептидом Ac2-Lys D-Ala-D-Ala 
(Ka = 4.8 × 103 M–1) (б).
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США) и далбаванцин (“Vicuron Pharm.”, ранее 
“LePetit”, Италия). Препараты нового поколе-
ния одобрены FDA (США) в 2013–2014 гг. для 
лечения инфекций, вызванных грамположи-
тельными патогенными бактериями, включая 
штаммы гликопептидрезистентных энтерокок-
ков и стафилококков [10, 22].

Обнадеживающие результаты получены при 
использовании уже первых модификаций эре-

момицина (3) и  хлорэремомицина (13), полу-
ченных путем восстановительного алкилиро-
вания альдегидами N’H2-группы (R1) при АК4 
и ацилирования NMe-группы АК1(R2) (c ацил-
Cl, соединения 3a и 3b) [34].

Практически одновременно на основе 
хлорэремомицина (13) фирмой “Eli Lilly” был 
независимо получен высокоактивный п-Cl-
Ph-п-Bz-хлорэремомицин (оритаванцин) (13а) 
(рис.  11) [35–37]. Этот препарат, одобренный 
FDA в 2014 г., активен в отношении резистент-
ных штаммов энтерококков VanA и VanB и при-
меняется в настоящее время при острых бакте-
риальных инфекциях кожи и ее придатков.

Успешным направлением модификации 
ванкомицина (1) и  эремомицина (3) стало из-
бирательное аминоацилирование той же функ-
циональной группы N’H2-аминосахара при АК4 
активированными OSu-эфирами замещенных 
аминокислот. Среди производных этого типа 
наиболее активным (МПК = 2–4 мкг/мл) в от-
ношении резистентных штаммов энтерококков 
VanA оказался аналог ванкомицина (1а), содер-
жащий по N’-аминогруппе ванкозамина остаток 
п-O-(н-Octyl)-п-Ph-Gly (рис. 12) [38].

Интересно отметить, что полусинтетическое 
производное природного гликопептида, род-
ственного тейкопланину А40926А, ацилирован-
ное жирной кислотой по АК48, – далбаванцин 
(14), также применяется для лечения пациентов 
с ABSSSI, вызванными большинством чувстви-
тельных штаммов грамположительных микро-
организмов и некоторых штаммов резистентных 
энтерококков. Далбаванцин (14), как и 2, акти-

Рис.  10. Модель взаимодействия производного 
ванкомицина (7c) с депсипептидом Ac2-Lys-D-Ala-
D-Lac (Ka = 6.9 × 104 M–1) (а) и пептидом Ac2-Lys-
D-Ala-D-Ala (Ka = 7.3 × 104 M–1) (б).

Рис. 11. Структуры производных эремомицина (3a, 3b), хлорэремомицина (13) и его производного оритаванцина (13а).
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вен в  отношении резистентных энтерококков 
VanB, но не действует на VanA. Далбаванцин 
(14) имеет увеличенный период полувыведения ‒  
204 ч, что позволяет вводить этот препарат одно-
кратно [39]. Интересно, что название 14 проис-
ходит от “dalbaheptides” – D-Ala-D-Ala-Binding 
Hepta Peptides [40], однако оно не прижилось.

Далбаванцин (14) является N1, N1-димети-
ламинопропиламидом природного антибиоти-
ка А40926А. Этот гидрофильный радикал дела-
ет антибиотик хорошо растворимым в  водных 
растворах, поскольку компенсирует его гидро-

фобность за счет остатка жирной кислоты [41]. 
Принцип амфифильности реализован также 
при создании еще одного важного препарата 
N’-н-дециламиноэтил‑7d-аминометилфосфона-
та ванкомицина – телаванцина (1b) (TD‑6424), 
который содержит гидрофобный фрагмент, при-
соединенный к  N’-аминогруппе ванкозамина 
при АК4, и гидрофильный фрагмент в положе-
нии 7d бокового ароматического радикала АК7.

Получение данного препарата стало воз-
можным благодаря разработанному ранее 
в Институте оригинальному способу введения 

Рис. 12. Структуры N’-ацильных производных ванкомицина (1a) и далбаванцина (14).

Рис. 13. Структуры производных типа основания Манниха – телаванцина (1b) и эремомицина (3d).

2

Рис. 13. 
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радикалов разной амфифильности в  арома-
тическое кольцо АК7 гликопептидов по реак-
ции Манниха [42]. На примере производных 
Манниха четко показано, что оптимальный 
размер гидрофобного радикала имеет С9–С12, 
это правило подтверждено многочисленными 
примерами, включая вышеприведенные сое-
динения 1a, 3b–d, 13а, 14. Среди полученных 
производных наибольшей активностью в отно-
шении чувствительных энтерококков (MПК =  
= 0.5 мкг/мл) и устойчивых энтерококков VanA 
(MПК = 2–8 мкг/мл) обладало соединение 
(3d) с радикалом R = –NHC10H21 (рис. 13, 14, 
табл. 1).

Результаты проведенных исследований по-
зволили сделать еще два важных вывода: 1) 
аналоги гликопептидных антибиотиков, содер-
жащие дополнительные радикалы ~ С9–C16 
арильного или алкильного типов, способны 
преодолевать резистентность грамположитель-

ных бактерий; 2) положение заместителя прак-
тически не имеет значения (рис.  14, табл.  1), 
хотя ранее считали, что гидрофобный радикал 
желательно вводить в  дисахаридный фрагмент 
при АК4 по аналогии со структурой тейкопла-
нина (2), имеющего гидрофобный заместитель 
в том же положении АК4 [22].

МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ 
ГЛИКОПЕПТИДОВ

Полученные результаты подтверждены также 
при изучении влияния места введения радика-
лов жирных кислот разной длины (С6–С18) по 
трем функциональным группам ванкомицина: 
N’H2-дисахарида при АК4, N- и  C-концевым 
остаткам пептидного кора при АК1 и  АК7 со-
ответственно. Все три производных показали 
наиболее высокую антимикробную активность 
в отношении ванкомицинрезистентных энтеро-
кокков VanA, VanB и VanC (МПК ~ 2–4 мкг/мл) 
c заместителем размером С10–С12 независимо 
от его положения на периферии молекулы [43].

Предполагалось, что согласно теории, предло-
женной группой исследователей под руководством 
Williams D.H., такой гидрофобный заместитель 
способствует возможности заякоривания произ-
водного антибиотика в мембране [44]. Однако ме-
ханизмы действия гидрофобных гликопептидов 
оказались значительно сложнее (см. ниже).

Наиболее эффективным методом введения 
различных заместителей в  молекулу глико-
пептидных антибиотиков является амидирова-
ние концевой карбоксильной группы с помощью 
реагентов типа PyBOP. Реакции амидирования 
протекают при комнатной температуре с высо-
кими выходами и не требуют предварительной 
защиты других функциональных групп.

В  Институте получена серия перспектив-
ных карбоксамидов эремомицина, обладающих 
преимуществом перед исходными антибио-
тиками. В  частности, адамантил‑2-амид эре-
момицина (3g) (рис.  15) проявлял активность 

Тип соединения Соединение

МПК, мкг/мл

MRSA GSE
GRE

(VanA)

Основание Манниха (3d) Y = -CH2NHC10H21 0.5–1 0.5 2–8

Амид (3e) X = -CONHC10H21 0.25–0.5 0.25–0.5 8

N’H-производное по 
сахару (3f) Z = -N’H-C10H21 0.5–1 0.25–0.5 4–8

Таблица 1. Антибактериальная активность производных эремомицина, модифицированных по различным 
положениям на периферии молекулы

Рис. 14. Формула соединений (3d–f), приведенных 
в табл. 1.

−
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в  отношении штаммов MSSA, MRSA, VISA, 
VRE, а также Bacíllus anthracis, включая штам-
мы, устойчивые к ципрофлоксацину. В модель-
ных опытах in vivo он лучше защищал живот-
ных, искусственно зараженных стафилококком 
или возбудителем сибирской язвы, от гибели, 
чем ципрофлоксацин [45].

Два других производных – пирролидид- 
(3h) [46] и  2-фторбензиламиноэтиламид эре-
момицина (флаванцин) (3i) [47, 48] (рис. 15) –  
показали высокую активность in vitro в  отно-
шении штаммов MSSA, MRSA, энтерококков 
VanA (МПК = 1–4 мкг/мл) и  стафилококков 
VISA (МПК = 0.5–1 мкг/мл). В доклинических 
испытаниях на животных амиды (3h) и (3i) име-
ли явные преимущества перед применяемыми 
в клинике аналогами и, что очень важно, реже 
приводили к развитию аллергических реакций. 
Как препараты нового поколения они перспек-
тивны для продвижения в клинику.

При обсуждении рассмотренных примеров 
возникает вопрос о механизмах антибактериаль-
ной активности, поскольку модификации вто-
рого типа, не затрагивающие функциональные 
группы в связывающем кармане, тем не менее 
привели к появлению активности в отношении 
резистентных энтерококков с измененной ми-
шенью. Этот факт имеет несколько объяснений.

С целью углубленного изучения механизма 
действия гидрофобных производных глико-
пептидов проведены серии экспериментов на 
модельном штамме Escherichia coli OV58 (pTA9), 
у  которого отсутствует наружная оболочка 
и  разделены стадии трансгликозилирования 
(сшивание димерных пептидилгликозидных 
фрагментов с  образованием незрелого ли-
нейного пептидогликана) и  транспептидации 
(сшивание цепей незрелого пептидогликана до 
трехмерной структуры) [49].

Рис. 15. Структуры карбоксамидных аналогов эремомицина (3g–3m) и де-Cl-F-оритаванцина (13b).

-Cl-F-
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Для построения незрелого линейного пепти-
догликана использовали его предшественники –  
дисахаридпептиды, содержащие в  одном слу-
чае D-Ala-D-Ala (т. е. нормальные, полноценные 
мономеры), а  в  другом, укороченные пепти-
ды с  одним остатком D-Ala (т. е. неполноцен-
ные мономеры). Показано, что ванкомицин (1) 
или эремомицин (3) ингибирует стадию тран- 
сгликозилирования только при использовании 
нормальных мономерных предшественников, 
при этом в  случае неполноценных мономеров 
ингибирования не происходит, поскольку анти-
биотик не может связаться с поврежденной ми-
шенью. Совсем иная ситуация наблюдается при 
ингибировании получения незрелого пептидо-
гликана с  помощью гидрофобного производ-
ного гликопептида c “разрушенным карманом” 
(например, н-дециламида де-D-MeLeu-эремо-
мицина (3k)). Оказалось, что в  присутствии 
3k стадия трансгликозилирования нарушает-
ся практически одинаково при использовании 
и  неполноценных, и  нормальных мономеров. 
Это говорит о том, что в присутствии гидрофоб-
ного антибиотика трансгликозилаза фактически 
не нуждается во взаимодействии с  концевым 
пептидом D-Ala-D-Ala.

Полученные результаты подтверждены экс-
периментами по изучению антибактериальной 
активности гидрофобных производных гли-
копептидов. Например, производное с  разру-
шенным связывающим карманом 3k проявляло 
активность в  отношении как чувствительных 
штаммов S. epidermidis 533 и  S. haemolyticus 
602, E. faecium (GSE) 568 и E. faecalis (GSE) 559 
(МПК = 0.5–1 мкг/мл и МПК = 2 мкг/мл со-
ответственно), так и  резистентных штаммов  
E. faecium 569 (GRE) и E. faecalis (GRE) 560 (МПК =  
= 2–4 мкг/мл).

Эти результаты позволили сделать важ-
ный вывод о  том, что замена мишени D-Ala-
D-Ala гидрофобного гликопептида на рези-
стентную мишень D-Ala-D-Lac не влияет на 
трансгликозилирование, при этом у такого произ-
водного сохраняется способность останавливать 
образование зрелого трехмерного пептидогликана, 
не связываясь априори ни с чувствительной ми- 
шенью D-Ala-D-Ala, ни с измененной D-Ala-D-Lac.

С  целью более подробного изучения меха-
низмов действия гликопептидных антибиоти-
ков в  Институте были специально синтезиро-
ваны производные эремомицина, содержащие 
ЯМР-меченые стабильные изотопы 19F и  15N, 
и методом твердофазного ЯМР REDOR изучены 
комплексы полученных гликопептидов с пепти-
догликаном непосредственно в нативных клет-
ках грамположительных бактерий.

Установлено, что 19F-содержащее гидрофоб-
ное производное эремомицина – 1-(4-фтор-
фенил)пиперазиниламид эремомицина (3j), 
в комплексе с интактной клеткой S. aureus тес-
но взаимодействует со вторым участком связы-
вания – с пептидной ножкой D-изо-Gln-L-Ala 
(рис. 16а) [50].

Похожие результаты получены и для 19F-со-
держащего гидрофобного производного ори-
таванцина – п-F-Ph-п-Bz-хлорэремомицина 
(13b) (рис. 16б). Методом REDOR обнаружено 
дополнительное место взаимодействия (13b) 
с  поперечным пентаглициновым мостиком – 
(Gly)5- [50].

В  результате проведенных исследований 
предложены модели механизмов антибактери-
ального действия на энтерококки VanA глико-
пептидов, содержащих гидрофобные заместите-
ли (3d–3j, а также 3l, 13a, 13b), и ванкомицина 
(1) (рис. 17) [22].

Согласно этой модели, ванкомицин (1) свя-
зывается с  концевым пептидом D-Ala-D-Ala 
стволового пептида преимущественно на стадии 
трансгликозилирования (механизм 1, рис. 17а). 
В  отличие от ванкомицина (1) такие произво-
дные (рис. 17б) ингибируют как трансгликози-
лирование (механизм 1), так и транспептидацию 
(механизм 2), а  также нарушают целостность 
бактериальных мембран (механизм 3). Анало-
гичная модель механизмов действия аналогов 
хлорэремомицина, в  частности оритаванцина 
(13a), предложена в работе [51].

Важно добавить, что положительный заряд 
гидрофобной части заместителя не снижает ак-
тивности изученных гликопептидов, направлен-
ной против резистентных грамположительных 
бактерий, но в ряде случаев способствует сни-
жению токсичности. Так, например, N-((1-те-
традецилпиридин‑1-иум‑4-ил)метил)амид эре-
момицина (3l) (рис.  15) проявляет активность 
в отношении как пяти чувствительных энтеро-
кокков и S. aureus АТСС 29213 (МПК 0.25–2 мкг/
мл), так и резистентных штаммов E. gallinarum 
1308 и E. faecium 3567 (МПК = 2 мкг/мл) [52].

Аналогичный эффект наблюдали и  для 
протонированных производных ванкомицина, 
содержащих гидрофобный радикал (рис.  18). 
Так, производное дипиколилванкомицина (1c) 
показало повышенную эффективность про-
тив бактерий, устойчивых к ванкомицину (1), 
а  производное VanQAmC10 (1d), содержащее 
гидрофобный заместитель и  протонирован-
ную группу, сохранило активность против бак-
терий, устойчивых к  ванкомицину. При этом 
соединение (1d) было значительно менее ток-
сичным как in vitro, так и  in vivo [53]. Предпо-
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Рис. 16. Модели взаимодействия 19F-содержащих аналогов эремомицина (3j) (а) и хлорэремомицина (13b) (б) 
с фрагментами пептидогликана интактной клетки Staphylococcus aureus c пептидной ножкой D-iso-Gln-L-Ala и, со-
ответственно, с мостиком –(Gly)5-, полученные методом REDOR. Прямой синей стрелкой указаны 19F-содержа-
щие гидрофобные радикалы (выделены зеленым) антибиотиков.

Рис. 17. Предполагаемая модель механизмов действия ванкомицина (1) (a) и производных гликопептидов, со-
держащих гидрофобный заместитель (3d–3j, а также 3l, 13a, 13b) (б). Ингибирование ванкомицином (1) стадии 
транспептидации в случае (а) незначительно, поэтому не показано.
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лагается, что при взаимодействии положитель-
но заряженных производных с  встроенными 
в  мембрану отрицательно заряженными бак-
топренолпирофосфатом и ундекапренилпиро-
фосфорил-NAG-NAM-пентапептидом (липи-
дом II) образуется ионная связь.

В связи с предположением о возможности ме-
ханизма 3 для производных (3d–3j, 3l, 13a, 13b) 
необходимо более подробно рассмотреть способ-
ность некоторых гликопептидов образовывать го-

модимеры. Ванкомицин (1) способен в определен-
ных условиях образовывать мономолекулярные 
димеры, что подтверждено методами молекуляр-
но-динамического моделирования, основанными 
на ЯМР [54]. Но особенно эта способность харак-
терна для эремомицина (3) и хлорэремомицина 
(13), димерный комплекс у которых дополнитель-
но стабилизирован моносахаридным остатком 
эремозамина при АК6. Еще в ранних работах при 
изучении спектров ЯМР в водных растворах было 
установлено, что молекула эремомицина (3) су-
ществует в виде гомодимера типа голова к хвосту 
(рис. 19) [55]. Молекулы антибиотика удержива-
ются в димере за счет водородных связей, обра-
зованных “спинками” пептидных групп, не уча-
ствующих в связывании с мишенью D-Ala-D-Ala.

В  этой связи следует напомнить, что еще 
в ранних исследованиях, проведенных методом 
УФ-спектроскопии, отмечали несоответствие 
между более высокой (в 3–5 раз) активностью 
эремомицина (3) в сравнении с ванкомицином 
(1) в отношении грамположительных бактерий, 

и  менее стабильным комплексом с  модельной 
мишенью Ac2-Lys-D-Ala-D-Ala (Kа ~ 4 × 104 M–1)  
у (3) в сравнении с (1) (Kа ~ 1 × 106 M–1). Была 
сделана попытка объяснить этот факт тем, что 
димеризация молекул способствует образова-
нию более прочного комплекса антибиотика (3) 
с лигандом Ac2-Lys-D-Ala-D-Ala [23].

Из последних данных, полученных методом 
ЯМР [56], также следует, что эремомицин (3) 
образует прочные димеры и олигомеры в при-

сутствии лиганда N-Ac2-D-Ala-D-Ala. Олиго-
меризация комплекса (3) с лигандом приводит 
к усилению его антибактериальной активности 
в отношении S. aureus. Ванкомицин (1) такого 
эффекта не оказывает.

Процесс образования гликопептидами гомоди-
меров подробно изучен методом ЯМР группой ис-
следователей под руководством Williams D.H. [57]. 
Наличие гомодимеров гликопептидных антибио-
тиков позже доказали, анализируя рентгеновские 
спектры [58] и результаты масс-спектрометрии ESI 
MS [59]. Оказалось, что многие полусинтетические 
производные эремомицина сохраняют присущую 
исходному антибиотику способность димеризо-
ваться при нейтральных значениях рН [59].

Предложена модель, согласно которой гли-
копептиды, содержащие гидрофобный фраг-
мент, например, тейкопланин (2) по АК4, могут 
заякориваться этим фрагментом на мембране 
[44]. Предполагается также, что оритаванцин 
может закрепляться на клеточной мембране 

Рис. 18. Производные ванкомицина (1c, 1d), содержащие гидрофобный радикал и положительно заряженную группу.

 

 

 

 

Рис. 18. 
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и самоассоциироваться в димеры, что приведет 
к нарушению целостности клеточной мембраны 
у грамположительных бактерий (рис. 17б) [51].

Интересные результаты получены при изуче-
нии упомянутым методом REDOR производного 
без заместителя при С-концевой группе пептид-
ного кора – 15N-амида эремомицина (3m). Обна-
ружено, что 15N-амидная группа при АК7 этого 
производного сильно сближена (3.5 Å) с остат-
ком L-[3–13C]Ala пептидной ножки, хотя 15N ас-
парагина АК3 больше удален от 13СО-групп обо-
их остатков D-Ala (5.1 и 4.8 Å) (рис. 20) [60].

Важно отметить, что это производное не ак-
тивно в отношении резистентных энтерококков 
VanA, но проявляет достаточно высокую актив-
ность в отношении стафилококков VISA (МПК =  
= 0.5 мкг/мл), малочувствительных к ванкоми-
цину (1) или эремомицину (3) при средних ве-
личинах концентрации (МПК > 8 мкг/мл).

Другие рассмотренные амиды эремомицина 
(3e, 3g–3i) были, как и (3m), активны в отноше-
нии стафилококков VISA. Вполне вероятно, что 
близость С-концевого амидного фрагмента моле-
кулы антибиотика к фрагменту пептидной ножки 
зрелого пептидогликана как-то влияет на прояв-
ление активности в отношении штаммов VISA.

Таким образом, с использованием 1-(4-фтор-
фенил)пиперазиниламида (3j) или 15N-амида 
(3l), содержащих метку 19F или 15N, получено 
прямое доказательство возможности связыва-
ния антибиотика с  определенными структура-
ми пептидогликана, помимо взаимодействия 
с основной мишенью D-Ala-D-Ala. Этим и объ-
ясняется возможность ингибирования синтеза 
пептидогликана в  присутствии гидрофобных 
производных как эремомицина, так и  орита-
ванцина (13а), в  клетках резистентных грам-
положительных бактерий типа VanA без взаи-

Рис. 19. Модель образования гомодимера эремомицина (3). R1–R7 – боковые радикалы пептидного кора антибиотика. 
Пунктиром обозначены водородные связи между HN- и CO-группами пептидных цепей двух молекул антибиотика.

Рис. 20. Модельная схема, показывающая близость 
15N-амидных групп эремомицина (3m) к 13C атомам 
пептидного фрагмента пептидогликана интактной 
клетки S. aureus, измеренную методом REDOR. 
Пунктиром показаны расстояния в Å.
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модействия с  основной мишенью, но за счет 
связывания с дополнительной мишенью.

В результате проведенных исследований сде-
ланы следующие выводы:

1)	 аналоги гликопептидных антибиотиков, 
содержащие дополнительные гидрофобные за-
местители размером ~ С9–C16, способны пре-
одолевать резистентность грамположительных 
бактерий типа VanA, VanB;

2)	 место присоединения гидрофобного ра-
дикала на периферии молекулы практически не 
имеет значения;

3)	 гликопептиды, содержащие гидрофоб-
ный радикал, имеют дополнительный механизм 
действия; они способны связываться не толь-
ко с концевым –D-Ala-D-Ala, но и еще с одной 
мишенью зрелого пептидогликана, т. е. обладают 
двойным механизмом действия;

4)	 гидрофобные производные гликопепти-
дов с разрушенным карманом, связываются не 
с основной мишенью D-Ala-D-Ala, а с элемен-
том структуры трехмерного пептидогликана, т. е. 
обладают только одним механизмом действия;

5)	 гликопептиды, образующие гомодимеры, 
также могут иметь еще один механизм действия 
за счет нарушения целостности бактериальных 
мембран.

ПРОТИВОВИРУСНАЯ АКТИВНОСТЬ
Совместное изучение биологических свойств 

полициклических гликопептидов и  их полу-
синтетических производных, проведенное со-
трудниками Института и исследователями Rega 
Institute for Medical Research (Leuven, Бельгия), 
привело к открытию у этих соединений проти-
вовирусной активности в  отношении опасных 
оболочечных корона- и  флавивирусов, HIV–1 
и –2, вируса гепатита С (HCV), цитомегалови-
руса (CMV), вирусов японского и  клещевого 
энцефалита (JEV и TBEV) и DENV (лихорадка 
Денге), коронавирусов кошек и человека (FIPV 
и SARS-CoV‑2) и др. [61–65]. Противовирусную 
активность серии производных антибиотиков 
группы ванкомицина–тейкопланина изучали 
также венгерские ученые из Университета Де-
брецена [66–68].

В экспериментах на клетках, зараженных ви-
русами, многие производные гликопептидов име-
ли EC50 ~ 10 мкM и меньше при цитотоксичнос- 
ти в  отношении клеток хозяина CC50 >80 мкM. 
Предполагалось, что механизм противовирусного 
действия агликонов гликопептидов связан с бло-
кированием входа в клетку ретровируса (HIV) или 

флавивируса (DENV) за счет взаимодействия с ре-
цепторами на поверхности клетки [65].

На рис. 21 приведены примеры производных 
гликопептидов, наиболее интересных с практи-
ческой точки зрения. Так, например, адаман-
тил‑1-метиламид агликона эремомицина (5d) 
и его аналог де-N-MeLeu (5e) ингибировали ре-
пликацию HIV‑1 в микромолярных концентра-
циях: EC50 = 1.6 и 5.5 мкM соответственно, при 
низкой токсичности CC50 > 80 мкM в отноше-
нии лимфобластных клеток хозяина CEM. де-N-
MeLeu с разрушенным связывающим карманом 
(5e) перспективен как анти-HIV-агент длитель-
ного применения, так как он не способен свя-
зываться с бактериальными мишенями и инду-
цировать резистентность к гликопептидам [62].

N–BOC-адамантил‑2-амид тейкопланина 
(6e) (рис.  21) ингибировал репликацию HCV 
(EC50 ~ 3 мкM), но не проявлял заметной ток-
сичности на клетках хозяина (CC50 >40 мкM). 
Совместное применение соединения (6е) с раз-
личными ингибиторами протеазы (VX‑950) и по-
лимеразы (2’-C-метилцитидин) HCV вызывало 
аддитивный эффект. Это производное тейко-
планина (6e) эффективно очищало клетки хозя-
ина (гепатомы) от репликонов HCV [64]. В ре-
зультате оказалось, что одно и то же соединение 
(6e) может предотвращать вход вируса DENV2 
в  клетки BS-C‑1 и  ингибировать репликацию 
HCV после проникновения в  клетки Huh 913.  
Поэтому важно отметить, что несмотря на род-
ство этих вирусов, а  они относятся к  одному 
семейству Flaviviridae, противовирусная актив-
ность (6e) не предполагает одинакового меха-
низма действия. Обнаружено, что производные 
агликона тейкопланина (6f–h) проявляют доста-
точно высокую активность (EC50 ~ 7.3–8.0 мкM)  
в  отношении вируса SARS-CoV‑2 (штамм 
Frankfurt 1) при низкой токсичности в отноше-
нии клеток Vero (CC50 > 80 мкM).

Детальный механизм противовирусной актив-
ности гликопептидов остается практически неиз-
ученным. В Институте совместно с сотрудниками 
Университета Падуи (Италия) и  группы MHG 
Kubbutat’s research (“ProQinase GmbH”, Германия) 
предпринято изучение протеинкиназной активно-
сти серии производных гликопептидов [69].

Впервые обнаружена ингибирующая актив-
ность полициклических пептидов, в частности, 
производных гликопептидных антибиотиков тей-
копланина и эремомицина, против панели из 12 
рекомбинантных протеинкиназ человека и двух 
протеинкиназ (СК1 и СК2) печени крыс. Напри-
мер, 5d, 6e, 6f (рис. 21) ингибировали различные 
протеинкиназы со значениями IC50 ≤ 10 мкМ 
и в концентрации 10 мкМ подавляли активность 
фермента более чем на 90%. Анализ кинетики 
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ингибирования протеинкиназы CK2α аналогом 
агликона тейкопланина (6f) обнаружил редкий 
пример неконкурентного механизма ингибиро-
вания (по отношению к АТР и пептидам).

Анализ полученных результатов показал, что 
противокиназная активность многих исследо-
ванных соединений коррелировала с их актив-
ностью против HIV, HСV, DENV2 и других обо-
лочечных вирусов и флавивирусов.

В  последние годы в  связи с  пандемией 
COVID‑19, вызванной коронавирусом SARS-
CoV‑2, возобновился интерес к  группе глико-
пептидных препаратов. В  этих работах особое 
внимание уделено тейкопланину (2), поскольку 
известно, что он и его производные, в отличие от 
ванкомицина (1) и эремомицина (3), не только об-
ладают высокой антибактериальной активностью, 
но и проявляют противовирусную активность в от-
ношении ряда оболочечных вирусов [61–63]. Так, 
например, величина ЕС50 (2) в отношении HIV‑1 
составляет 17 ± 3.5 мкM при цитотоксической ак-
тивности СС50 > 100 мкM в клетках C3H/3T3.

Как уже отмечалось, производные глико-
пептидных производных обладают важным свой-
ством – способностью ингибировать проникнове-

ние оболочечных вирусов (HIV, DENV) в клетку, 
т. е. первую и очень важную стадию заражения.

Недавно показали, что тейкопланин (2) спо-
собен ингибировать проникновение вирусов 
Эбола и SARS-CoV‑2 в клетку [8]. Эти резуль-
таты подтверждены данными о том, что (2) ин-
гибирует репликацию SARS-CoV‑2 в  концен-
трациях, достижимых при использовании этого 
антибиотика в  клинике. Установлено, что (2) 
связывается с  белком шипа (спайк, S) SARS-
CoV‑2, прерывает его взаимодействие с рецеп-
тором ACE2 и  избирательно ингибирует про-
никновение вируса в клетку [70].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на то, что легкие плоды открытия 

антибиотиков были, возможно, уже давно со-
рваны, разумные полусинтетические модифи-
кации гликопептидов по-прежнему имеют боль-
шие перспективы для дальнейшей оптимизации 
и  расширения клинической значимости этого 
важного класса гликопептидов как антибакте-
риальных средств.

Один из источников получения новых струк-
тур антибиотиков этого класса – геномные дан-

Рис. 21. Производные агликонов эремомицина (5d, e) и тейкопланина 6e–h, обладающие противовирусной актив-
ностью, и 5d, 6f–h, подавляющие киназную активность.

R1
 = N-Mе-D-Leu,
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ные о генах, вовлеченных в биосинтез полици-
клических гликопептидов [68, 69]. В частности, 
в  качестве примера приведены первые резуль-
таты получения новых структур – палеомицина 
и корбомицина – близких аналогов природных 
антибиотиков группы кистамицина–комплеста-
тина. Антибиотики этой группы представляют 
собой соединения, родственные полицикличес- 
ким гликопептидам, но лишенные углеводных 
остатков, они рассматриваются как структур-
ные архетипы известных полициклических гли-
копептидов, которые могут дать новые исход-
ные соединения “Scaffolds” для последующей 
химической трансформации с  возможностью 
преодоления бактериальной антибиотикорезис- 
тентности. Перспективы антибиотиков группы 
кистамицина–комплестатина, как основы для 
создания антимикробных препаратов нового 
поколения, рассмотрены в обзоре [70].

Полициклические гликопептиды априори не 
действуют на грамотрицательные бактерии, вы-
зывающие инфекционные заболевания, не под-
дающиеся лечению всеми доступными средства-
ми. Они, как и  грамположительные бактерии, 
имеют внутреннюю оболочку, построенную из 
трехмерного пептидогликана и на них, в прин-
ципе, могут подействовать полициклические 
гликопептиды, если удастся преодолеть наруж-
ную мембрану, состоящую преимущественно из 
липополисахаридов и фосфолипидов.

Описаны попытки сделать полициклические 
гликопептиды активными в  отношении гра-
мотрицательных бактерий [13, 53, 71–76]. Мо-
лекулы ванкомицина (1) конъюгировали либо 
с сидерофорами [13, 71], либо с постоянно по-
ложительно заряженными заместителями, либо 
с  функциональными группами, положительно 
заряженными при физиологических значени-
ях pH [13, 53, 72–76]. Сидерофоры можно ис-
пользовать как модераторы железозависимых 
процессов активного транспорта для доставки 
антибиотиков, особенно в  грамотрицательные 
бактерии, а положительно заряженные группы 
могут облегчить проникновение антибиотиков 
через наружную мембрану.

И  действительно, в  этом направлении до-
стигнуты определенные успехи. В опытах in vitro 
и в некоторых случаях in vivo получены предва-
рительные данные об активности производных 
ванкомицина в  отношении некоторых клини-
чески значимых грамотрицательных бактерий: 
Escherichia coli, P. aeruginosa и A. baumannii. Важ-
но отметить, что производные ванкомицина 
такого типа в  отличие от самого ванкомицина 
(1) показали способность к  разрушению био-
пленок, образованных в экспериментах in vitro 
как грамположительными (MRSA), так и грам- 
отрицательными бактериями. Например, произ-

водное ванкомицина VanQAmC10 (1d) снижало 
жизнеспособность клеток A. baumannii в стаци-
онарной фазе [53].

В результате было установлено, что такие со-
единения в отличие от ванкомицина (1) и дру-
гих гликопептидов второго поколения способны 
проникать через внешнюю мембрану и  дости-
гать своей периплазматической мишени. Сле-
довательно, конъюгирование сидерофоров или 
катионных групп с  гликопептидами является 
жизнеспособной стратегией, позволяющей сде-
лать грамотрицательные штаммы более чувстви-
тельными к  этому классу антибиотиков, хотя 
значения МПК обычно остаются в  “промежу-
точном диапазоне активности” [13]. Возникают 
также вопросы к истинному механизму такого 
действия на грамотрицательные бактерии, по-
скольку гликопептидные производные, содер-
жащие положительно заряженные радикалы, 
проявляют активность благодаря способности 
к  самопромотированию проникновения через 
внешнюю мембрану. Экспериментально показа-
но, что добавление ионов магния резко снижает 
активность производных типа (1d) в отношении 
грамотрицательных бактерий [72, 75, 76].

Другим направлением в  создании произ-
водных гликопептидных антибиотиков нового 
поколения, преодолевающих все более воз-
растающую резистентность грамположитель-
ных бактерий, может быть создание гибридных 
структур двойного действия, например, состоя-
щих из антибиотиков, обладающих различными 
механизмами действия [77, 78]. Проведенные 
исследования показали, что перспективно по-
лучение гибридных антибиотиков, состоящих, 
например, из ванкомицина (1) или эремомици-
на (3), ковалентно связанных с антибиотиками, 
обладающими иными механизмами действия.

Синтезированные гетеродимеры ванкомици-
на с цефалоспорином (цефилаванцин, TD‑1792) 
(1с) [79], а  также эремомицина с  азитромици-
ном (3n) [80] или с 3, 6’- ди-Bz-оксикарбонилка-
намицином А (3o) (рис. 22) [81] продемонстри-
ровали высокую активность в  отношении как 
чувствительных, так и  резистентных штаммов 
грамположительных бактерий, включая клини-
ческие изоляты. TD‑1792 (1с) с 2019 года нахо-
дится в фазе III клинических испытаний [82].

Важнейшей перспективой изучения глико-
пептидных антибиотиков и  их полусинтети-
ческих аналогов должны стать поиски новых 
структур как биологическими, так и химически-
ми методами в сочетании с углубленным изуче-
нием механизмов их молекулярного действия 
в отношении резистентных грамположительных 
и  грамотрицательных бактерий, а  также виру-
сов. Таким образом, можно сделать вывод о том, 
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что полициклические антибиотики группы ван-
комицина–тейкопланина представляют собой 
класс соединений, важный как для практичес- 
кого применения, так и для подробного изуче-
ния их влияния на микро- и макроорганизмы.

Обзор написан без привлечения дополни-
тельного финансирования.

Настоящая работа выполнена без привлече-
ния людей и животных в качестве объектов ис-
следования.

Автор заявляет об отсутствии конфликта ин-
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History of the Creation of a New Generation  
of Antibiotics of the Group of Polycyclic Glycopeptides

E. N. Olsufyeva1,*
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Increased resistance to polycyclic glycopeptide antibiotics has become a serious problem for chemotherapy of 
infections caused by resistant Gram-positive bacteria. Chemical modification of known natural antibiotics is 
the main direction in the creation of new generation anti-infective drugs. Over the past two decades, a series 
of hydrophobic glycopeptide analogues active against resistant strains of Gram-positive bacteria have been 
developed, three of which – oritavancin, telavancin, and dalbavancin – were approved by the US Food and 
Drug Administration (FDA) in 2013–2014 for the treatment of infections caused by sensitive and resistant 
strains of staphylococci and enterococci. It has been established that hydrophobic derivatives of glycopeptides 
can act on resistant strains of bacteria by a mechanism that does not allow binding to the modified target 
of resistant bacteria. Understanding the mechanism of action of natural and modified glycopeptides is con-
sidered as the basis for the rational design of compounds with valuable properties to achieve fundamental 
results. The possibility of using semi-synthetic glycopeptide analogues in the fight against viral infections 
caused by envelope viruses is also considered. The review outlines the main ways of chemical design in cre-
ating a new generation of glycopeptide antibiotics that overcome resistance to Gram-positive pathogens, and 
the mechanisms of their action.

Keywords: antibiotics, glycopeptides, resistance, synthesis, mechanism of action, antibacterial activity, an-
tiviral activity
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Несмотря на почти столетнюю историю терапии гонококковой инфекции разнообразными антимик- 
робными препаратами, в мире ежегодно регистрируют более 80 млн случаев данного заболевания. 
Возбудитель гонореи Neisseria gonorrhoeae обладает исключительными способностями формировать 
устойчивость к антибиотикам благодаря высокой генетической пластичности. Будучи облигатным па-
тогеном, гонококк выработал механизмы, позволяющие обходить защитные системы хозяина, взаи- 
модействуя как с врожденным, так и с адаптивным иммунитетом у мужчин и женщин, и способен 
обитать внутри эпителиальных клеток, макрофагов и нейтрофилов. Благодаря генетической измен-
чивости и горизонтальному транспорту генов сформировались штаммы, резистентные к каждому 
из препаратов, применяемых в терапии гонореи. Ключевую роль в горизонтальной передаче генов 
играет система секреции типа IV, функциональность которой служит двигателем развития устойчи-
вости к антимикробным препаратам. В представленном обзоре рассмотрены механизмы патогенеза 
гонококковой инфекции и ускользания возбудителя от иммунного ответа, формирования его устой-
чивости к антибиотикам и генетической изменчивости, методы лабораторного анализа и тенденции  
в развитии новых подходов к диагностике и терапии гонококковой инфекции.

Ключевые слова: Neisseria gonorrhoeae, горизонтальный перенос генов, T4SS, устойчивость к анти-
микробным препаратам, бактериальный патогенез
DOI: 10.31857/S0026898424060032, EDN: HNAIJU

Сокращения: C3BP (C3b-binding protein) – C3b-связывающий белок; C4BP (C4b-binding protein) – C4b-свя-
зывающий белок; CEACAM (carcinoembryonic antigen-related cellular adhesion molecules) – молекула клеточной 
адгезии, связанная с раковоэмбриональным антигеном; cgMLST (core genome multi-locus sequence typing) – 
коргеномная система мультилокусного типирования; CREE (correia repeat enclosed elements) – повторяющиеся 
вложенные элементы кореи; GGI (gonococcal genetic island) – генетический остров гонококка; HSPG (heparan 
sulfate proteoglycan) – гепарансульфатпротеогликан; IS (insertion sequence) – инсерционная последовательность; 
LOS (lipooligosaccharide) – липоолигосахарид; MLST (multilocus sequence typing) – мультилокусное типирова-
ние микроорганизмов; MME (minimal mobile elements) – минимальный мобильный элемент; NG-MAST (N. 
gonorrhoeae multi antigen sequence typing) – мультиантигенное типирование N. gonorrhoeae; NG-STAR (Neisseria 
gonorrhoeae sequence typing for antimicrobial resistance) – типирование последовательностей для определения 
устойчивости N. gonorrhoeae к антимикробным препаратам; NIME (neisserial intergenomic mosaic elements) – ней-
сериальный межгеномный мозаичный элемент; NLR (NOD-like receptors) – NOD-подобный рецептор; PAMP 
(pathogen-associated molecular patterns) – патогенассоциированные молекулярные паттерны; RCA (regulator of 
complement activation) – регулятор активации комплемента; ROS (reactive oxygen species) – активные формы 
кислорода; SREC (scavenger receptor еxpressed in endothelial cells) – рецепторы-мусорщики, экспрессируемые  
в эндотелиальных клетках; T4SS (type IV secretion system) – система секреции типа IV; TLR (Toll-like receptors) –  
Тоll-подобный рецептор; АМП – антимикробный препарат; ГTГ – горизонтальный транспорт генов; МПК – 
минимальная концентрация, подавляющая 100% микроорганизмов.
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ВВЕДЕНИЕ

Neisseria gonorrhoeae – грамотрицатель-
ная β-протеобактерия, принадлежащая к  роду 
Neisseria. N. gonorrhoeae инфицирует преиму-
щественно эпителий слизистой оболочки уро-
генитального тракта, а  также других органов, 
таких как прямая кишка, глотка и конъюнкти-
ва [1]. В исключительных случаях N. gonorrhoeae 
способна вызывать диссеминированные гоно-
кокковые инфекции (ДГИ) и  быть причиной 
септицемии, артрита, эндокардита, фарингита, 
тонзиллита, стоматита, паротита, мастита и те-
носиновита [2]. До 40% случаев заболевания 
у  мужчин [3] и  до 50% случаев гонококковой 
инфекции у женщин [4] могут оставаться бес-
симптомными, что приводит к  невыявленной 
и  невылеченной инфекции, которая, в  свою 
очередь, может повлечь за собой воспалитель-
ные заболевания органов малого таза, беспло-
дие у женщин и эпидидимит у мужчин, а также 
другие осложнения. В мире ежегодно регистри-
руют более 80 млн случаев гонореи [5].

Хромосома N. gonorrhoeae состоит из 
2.2 млн. п. н. В состав внехромосомных элементов 
входит криптоплазмида размером 4.2 т. п. н., воз-
можно присутствие плазмиды pblaTEM (7.5 т. п. н.) 
и  конъюгативной плазмиды (42  т. п. н.). Клетка 
гонококка содержит в среднем три генетически 
идентичных копии хромосомы [6, 7]. Благодаря 
естественной компетентности во всех фазах ро-
ста, N. gonorrhoeae осуществляет интенсивный го-
ризонтальный транспорт генов (ГТГ), в том числе 
ассоциированных с патогенезом и устойчивостью 
к антимикробным препаратам [8–10]. Значитель-
ная доля изолятов N. gonorrhoeae имеет гонокок-
ковый генетический остров (GGI), кодирующий 
систему секреции IV типа (T4SS), способную 
выбрасывать оцДНК во внеклеточную среду. 
Эта ДНК участвует в ГТГ и вносит вклад в фор-
мирование биопленок в  качестве структурного 
компонента на начальных этапах инфекции [11].  
Для гонококков и других микроорганизмов рода 
Neisseria, не имеющих GGI, передача ДНК мо-
жет осуществляться с  помощью везикул внеш-
ней мембраны (OMV), а также посредством ав-
толиза, хотя и с меньшей эффективностью [12]. 
Механизмы горизонтального переноса являются 
основным фактором быстрого формирования 
и  распространения детерминант устойчивости 
к антибиотикам в популяции N. gonorrhoeae, что 
стало проблемой для мирового здравоохранения.

Высокая генетическая изменчивость N. 
gonorrhoeae привела к тому, что для каждого ан-
тимикробного препарата, применяемого в  те-
рапии гонококковой инфекции, обнаружены 
устойчивые изоляты [13]. Все чаще встречаются 
мультирезистентные штаммы, способные одно-
временно формировать устойчивость к  боль-

шинству применяемых против них препаратов 
[14]. Рост уровня лекарственно-устойчивых 
форм гонореи в  мире повышается с  каждым 
годом; описаны случаи неудачной терапии го-
нореи препаратами последнего поколения, что 
вызвано формированием суперустойчивых ва-
риантов гонококка [15, 16]. За прошедшие де-
сятилетия антимикробной терапии гонококк 
накапливал генетические детерминанты устой-
чивости к  различным классам антибиотиков, 
что приводило к необходимости изменять схемы 
лечения, вводя новые препараты [17, 18].

Эволюционируя в  течение множества по-
колений гонококк, как облигатный патоген, 
выработал механизмы, позволяющие обходить 
защитные системы хозяина, взаимодействуя 
как с врожденным, так и с адаптивным имму-
нитетом у мужчин и женщин, обладая при этом 
способностью обитать внутри эпителиальных 
клеток, макрофагов и нейтрофилов [1, 19–21].

РАЗВИТИЕ ИНФЕКЦИИ И ПАТОГЕНЕЗ

Выделяют следующие этапы развития вы-
зываемой N. gonorrhoeae инфекции в слизистом 
эпителии половых путей: колонизация эпителия, 
инвазия в клетки хозяина, внутриклеточная пер-
систенция и перемещение в субэпителиальную 
ткань (рис. 1) [20]. Ключевыми адгезинами воз-
будителя являются пили, белки мутности Opa, 
ионный канал PorB и липоолигосахарид (LOS). 
Под действием фрагментов пептидогликана, 
LOS, OMV, высвобождаемых N. gonorrhoeae, 
происходит активация Toll-подобных рецеп-
торов (TLR2, TLR4) [22] и NOD-подобных ре-
цепторов (NOD1, NOD2) [23], эпителиальных 
клеток, макрофагов и дендритных клеток (DC), 
что запускает каскад цитокинов и  хемокинов 
(IL‑6, IL‑8, IL‑1B, IL‑17, интерферон-γ, TNF) 
посредством активации фактора транскрипции 
NF-κB [1, 24, 25]. Выделение провоспалитель-
ных цитокинов приводит к активации фагоци-
тов и лейкоцитов, их миграции в очаг инфекции 
и фагоцитозу N. gonorrhoeae [1]. Эпителиальные 
клетки также противодействуют N. gonorrhoeae 
с помощью аутофагии [26]. Важно отметить, что 
фагоциты не способны полностью элиминиро-
вать N. gonorrhoeae, которая может не только вы-
живать, но и персистировать и реплицировать-
ся как в нейтрофилах [27], так и в макрофагах 
[28–30]. Для противодействия адаптивному им-
мунитету N. gonorrhoeae стимулирует макрофа-
ги к секреции иммуносупрессивного цитокина 
IL‑10 [31]. Гонококк также подавляет Т-хелперы 
типа 1 и 2 и усиливает развитие клеток Th17 за 
счет индукции TGF-β [32]. Помимо этого, гоно-
кокковая инфекция индуцирует IL‑17A [33], эф-
фекторный цитокин Th17-клеток [25, 34]. При 
этом сигнализация IL‑17А–NF-κB активирует 
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несколько цепей отрицательной обратной свя-
зи, которые сдерживают активацию NF-κB [35].

Начальной стадией гонококковой инфекции 
является прикрепление бактерии к апикальной 
стороне эпителия хозяина с  использованием 
пилей типа IVa – многофункциональных мем-
браносвязанных тонких (≈6–8 нм) и  длинных 
(>1 мкм) филаментов, необходимых для виру-
лентности многих грамотрицательных патогенов 
[36]. Пили способны связываться с  рецептора-
ми, входящими в систему комплемента, такими 
как CR3 (гетеродимер интегринов CD11b/CD18), 
в женском мочеполовом эпителии [37, 38] и с ре-
гуляторным фактором комплемента CD46 (мем-
бранный кофакторный белок) [39], экспрессиру-
ющимся в эпителии женских половых органов, 

а  также с  I-доменсодержащими интегринами 
(IDC), которые могут служить рецепторами пи-
лей в  тканях уретры [40]. Показано, что пили 
значительно изменяются во время инфекции 
и обладают разной способностью к адгезии [41]. 
Антигенные вариации пилей происходят за счет 
рекомбинаций гена pilE, кодирующего наружный 
белок пилин, c одним из 19 вариантов этого гена 
(pilS) без промотора под действием RecF-подоб-
ных белков [42]. Помимо прикрепления к  раз-
личным клеткам и  тканям, пили играют роль 
в  формировании микроколоний, подвижности 
и естественной компетентности [43].

Дальнейшему связыванию, а также последую-
щим адгезии и колонизации, способствуют белки 
мутности Opa, гены которых представлены в ге-

Рис. 1. Патогенез инфекции N. gonorrhoeae. Цифрами обозначены следующие стадии: 1 – прикрепление бактерий 
из просвета цервикального/уретрального канала к эпителию хозяина, инициируемое пилями IV типа; 2 – связав-
шиеся с поверхностью клеток гонококки активируют Toll-подобные рецепторы, вызывая экспрессию цитокинов 
через путь NF-κB; 3 – колонизация, формирование микроколоний и биопленок; 4 – эндоцитоз, инвазия и внутри-
клеточная персистенция гонококков, активация NOD-подобных рецепторов; 4а – взаимодействие N. gonorrhoeae 
с уретральным эпителием, связывание LOS с рецептором ASPG-R, клатрин-зависимая интернализация; 4b – взаи-
модействие N. gonorrhoeae с цервикальным эпителием, связывание пилей с рецептором CR3, клатрин-независимая 
интернализация; 5 – фагоцитоз N. gonorrhoeae макрофагами и дендритными клетками, привлеченными градиента-
ми цитокинов; 6 – персистенция бактерий в макрофагах и нейтрофилах; 7 – эффлюкс нейтрофилов способствует 
распространению N. gonorrhoeae в составе гнойного экссудата.



890 ШАСКОЛЬСКИЙ и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 6 2024

номе не менее чем в 10 копиях. Каждый из генов 
opa способен к  независимой фазовой вариации 
из-за ошибок в репарации пентамерных повторов 
CTCTT [44], что ведет к прекращению или вос-
становлению экспрессии opa. Связывание белков 
Opa с рецепторами происходит за счет гиперва-
риабельных петель [45]. Выделяют два множества 
белков Opa: Opa57, связывающихся с семейством 
молекул клеточной адгезии раковоэмбрионально-
го антигена CEACAM, и Opa50, взаимодействую- 
щих с  гепарансульфатпротеогликанами HSPG 
и  белками внеклеточного матрикса ECM [46]. 
Большинство белков Opa связываются с рецепто-
рами CEACAM, среди которых выделяют 12 ти-
пов. Часть из них экспрессируется на клетках, 
имеющих отношение к патогенезу гонококковой 
инфекции, включая нейтрофилы, эндотелиаль-
ные и эпителиальные клетки [46]. Взаимодействие 
между CEACAM и  белками Opa N. gonorrhoeae 
позволяет гонококку прикрепляться к  клеткам 
человека, колонизировать их, а  также иниции-
рует поглощение бактерий клетками хозяина [47] 
и способствует их выживанию в нейтрофилах [48].

Ионный канал PorB принимает участие в та-
ких процессах, как адгезия, инвазия и ускольза-
ние от иммунного ответа посредством связыва-
ния с белками активации комплемента хозяина 
из семейства RCA, а также подавления антибак-
териальных процессов в  нейтрофилах и  мак- 
рофагах [19]. Показано, что везикулы внешней 
мембраны, содержащие PorB, вызывают апоп-
тоз макрофагов [49]. Подобным же образом 
присутствующий в OMV PorB играет ключевую 
роль в выживании гонококка в эпителиальных 
клетках, вызывая митофагию (селективное раз-
рушение митохондрий путем аутофагии) для 
уменьшения митохондриальной секреции ак-
тивных форм кислорода (ROS) [50]. По струк-
туре PorB – гомотримерный порин внешней 
мембраны (размеры мономеров от 32 до 38 кДа), 
стабилизированный пептидогликансвязываю-
щим белком RmpM [51]. PorB разделяют на два 
класса: PorBIA и PorBIB. Большинство изолятов 
N. gonorrhoeae (78% из 19018 геномов, собранных 
со всего мира) содержат изоформу гена porB1b. 
Каждый класс porB обладает широким генети-
ческим разнообразием [8], а сам ген не подвер-
гается фазовым вариациям. Штаммы, экспрес-
сирующие ген porB1a, с большей вероятностью 
вызывают диссеминированную гонококковую 
инфекцию [52, 53]. Выявлены специфичные 
взаимодействия PorBIA с гликопротеином Gp96 
человека и рецептором-мусорщиком SREC. По-
казано, что Gp96 действует как фактор, способ-
ствующий адгезии и препятствующий инвазии, 
а  SREC облегчает инвазию в  клетки хозяина, 
внося свой вклад в патогенез диссеминирован-
ной гонореи [53]. Согласованное взаимодей-
ствие PorB и пилей с клеткой хозяина вызывает 

изменения концентрации кальция [54]. Увели-
чение концентрации свободного Ca2+ в  цито-
золе индуцирует транспорт основного белка 
лизосомной мембраны Lamp1 в  плазматичес- 
кую мембрану, где он расщепляется протеазой 
иммуноглобулина А1 (IgA1), секретируемой N. 
gonorrhoeae, что ведет к уменьшению числа ли-
зосом в инфицированных клетках [55, 56]. Эти 
события способствуют внутриклеточному вы-
живанию (персистенции) N. gonorrhoeae [57].

Половина массы внешней мембраны  
N. gonorrhoeae приходится на LOS [58] – развет-
вленный олигосахарид, прикрепленный к мембра-
не через липид А. Одна из функций LOS – адге-
зия и инициация инвазии клеток N. gonorrhoeae за 
счет связывания c рецепторами асиалогликопро-
теинов (ASGP-R) на клетках уретрального эпи-
телия [59] и эндометрия [60]. Длина и состав LOS 
зависят от генов lgt, кодирующих цитозольные 
гликозилтрансферазы. Фазовые вариации цито-
зольных гликозилтрансфераз, которые фермента-
тивно определяют гликановый профиль молекул 
LOS, приводят к изменению структуры LOS [61, 
62]. Ключевой модификацией LOS является сиа- 
лирование – присоединение остатка N-ацетил-
нейраминовой кислоты (Neu5Ac) к лакто-N-нео- 
тетрозе (LNnT) – терминальному сахару LOS –  
c помощью сиалилтрансферазы Lst. Важно отме-
тить, что N. gonorrhoeae не синтезирует Neu5Ac из-
за потери гена siaB и должна получить ее извне [63]. 
С сиалированием LOS связано одно из различий 
в  патогенезе гонококковой инфекции у  мужчин 
и  женщин. Сиалирование LOS уменьшает виру-
лентность гонококков у мужчин, вызывает устой-
чивость к компонентам гуморального иммунитета, 
снижает эффективность киллинга под действием 
нейтрофилов и  антимикробных пептидов [64]. 
Инфицирование клеток женского мочеполового 
тракта не зависит от сиалирования LOS. При этом 
десиалирование LOS, необходимое для передачи 
гонококковой инфекции от женщин к мужчинам, 
может происходить под действием сиалидаз, обна-
руженных в цервиковагинальном секрете [65].

Механизмы ускользания от иммунного ответа

Иммунная система человека способна лишь 
к частичной эрадикации гонококка. Механизмы 
ухода N. gonorrhoeae от иммунного ответа выяс-
нены не полностью, хотя информация весьма 
обширна, поэтому приведем только ключевые 
механизмы. Расположенные на внешней мем-
бране N. gonorrhoeae антигены ограничивают эф-
фективность лизоцима хозяина, системы ком-
племента и распознавания PAMP-рецепторами 
(pathogen-associated molecular patterns). В геноме 
гонококка присутствуют гены двух ингибиторов 
лизоцима человека c-типа: белка адгезиново-
го комплекса ACP [66] и ингибитора лизоцима 
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SilC, не являющегося адгезином [67]. Сиалиро-
ванный LOS ингибирует все три пути активации 
комплемента, уменьшая связывание IgG и осаж-
дение компонента С4 системы комплемента на 
клетку патогена [68], связывая фактор H [69] 
и блокируя взаимодействие маннозосвязываю-
щего лектина MBL, компонентов C4 и C3b [70]. 
PorB, особенно PorBIA, может связывать инги-
битор комплемента C4BP [71] и фактор H [72]. 
Кроме того, взаимодействие C4BP с  белками 
Opa подавляет продукцию ROS и предотвраща-
ет фагоцитоз N. gonorrhoeae нейтрофилами [21]. 
Связывание адгезина OpaA с ингибитором ком-
племента витронектином может способствовать 
формированию устойчивости к  комплементу 
[73]. Показано, что в удерживании витронекти-
на и фактора H участвующий гепарин, связыва-
ющийся с Opa [74]. Cole и соавт. [75] показана 
устойчивость N. gonorrhoeae к гуморальному им-
мунитету из-за связывания белков Opa с C4BP. 
Ускользанию от комплемента способствует свя-
зывание IgG c мембранным белком Rmp, в ре-
зультате чего образующийся комплекс компо-
нентов системы комплемента c N. gonorrhoeae 
перестает быть летальным [76–78]. Истощение 
антител к Rmp приводит к эрадикации патоге-
на [78]. Следует отметить, что N. gonorrhoeae не 
удается полностью ускользнуть от комплемента, 
о чем свидетельствует ДГИ у пациентов с дефек-
тами системы комплемента [79, 80].

Локальный иммунный ответ на развитие го-
нококковой инфекции приводит к  инфильтра-
ции нейтрофилов, не способных к эрадикации 
патогена. Для ускользания от нейтрофильных 
внеклеточных ловушек (NET) N. gonorrhoeae сек- 
ретирует нуклеазу Nuc, разрушающую NET 
и  повышающую внеклеточное выживание го-
нококка в  присутствии нейтрофилов [81]. Ме-
ханизмы выживания в  нейтрофилах включают 
подавление продукции ROS и неокислительных 
цитотоксических белков и  пептидов [27, 30]. 
Один из механизмов подавления ROS в нейтро-
филах обусловлен наличием фенотипа Opa- [82]. 
В противном случае результатом взаимодействия 
клетки патогена с рецепторами CEACAM3 ней-
трофилов является фагоцитоз с  последующей 
продукцией ROS [27, 30]. Следует отметить, что 
нейтрофилы в суспензии не способны осущест-
влять фагоцитоз неопсонизированных клеток  
N. gonorrhoeae с фенотипом Opa-, однако приоб-
ретают такую способность после добавления IL‑8 
[83]. Другой механизм фагоцитоза, позволяющий  
N. gonorrhoeae избегать уничтожения нейтрофила-
ми, осуществляется через рецептор комплемента 
CR3 [84]. Каноническим лигандом CR3 являет-
ся комплементарный фрагмент iC3b, однако из-
вестен целый ряд лигандов CR3, включая белки 
внеклеточного матрикса, бактериальные токси-
ны, липополисахарид и  адгезины [85–88]. По-

давлению антимикробного ответа нейтрофилов 
на гонококковую инфекцию также способствует 
сиалированный LOS [89]. Следует отметить, что 
несмотря на целый спектр механизмов защиты от 
ROS, включающих каталазу, супероксиддисмута-
зу, систему импорта марганца, ферменты репара-
ции ДНК, N. gonorrhoeae не способна выживать 
в нейтрофилах при окислительном стрессе [27].

Существует ряд механизмов ускользания  
N. gonorrhoeae от макрофагов [28]. Гонококковый 
LOS имитирует сахариды человека, что приводит 
к снижению эффективности распознавания бак-
терий фагоцитами [90]. Многократное изменение 
белков на поверхности клеток N. gonorrhoeae пре-
дотвращает связывание антител и  способствует 
ускользанию от опсонического фагоцитоза [74]. 
Еще один механизм, препятствующий опсони-
зации, – взаимодействие фактора H с  порином 
PorB, которое предотвращает связывание iC3b 
[55]. Важный фактор выживания N. gonorrhoeae 
в  нейтрофилах – связывание C4BP, осущест-
вляемое преимущественно PorB, необходимо 
и  достаточно для подавления индуцированной  
N. gonorrhoeae продукции ROS нейтрофилами 
и предотвращения фагоцитоза нейтрофилами кле-
ток с фенотипом Opa+ [21]. N. gonorrhoeae подавля-
ет апоптоз и аутофагию макрофагов [29, 91]. Кроме 
того, N. gonorrhoeae могут стимулировать макрофа-
ги к принятию фенотипа М2, ассоциированного 
с иммуносупрессивными функциями и неспособ-
ного стимулировать деление T-клеток [92].

Адаптивный иммунитет хозяина к N. gonorr-
hoeae весьма ограничен. Гонококк подав- 
ляет Th1/Th2-зависимый адаптивный иммуни-
тет, индуцируя выработку TGF-β и стимулирует 
Th17-клеточный ответ [93]. Мыши, которым вво-
дили антитела к TGF-β во время первичного за-
ражения, смогли выработать антитела к гонокок-
ку и противостоять повторному заражению [93].  
Помимо этого, подавление иммунного ответа 
обусловлено способностью N. gonorrhoeae инду-
цировать выработку IL‑10 [31]. Ключевую роль 
в  подавлении способности дендритных клеток 
стимулировать пролиферацию CD4+ Т-клеток 
играет белок PorB [94]. Адаптивный иммунитет 
против гонококковой инфекции практически от-
сутствует даже при симптоматической инфекции, 
при этом часто встречается повторное инфици-
рование гонококками [95, 96]. Причины слабого 
адаптивного иммунитета связаны со способностью  
N. gonorrhoeae ускользать от врожденного иммуни-
тета за счет фазовых вариаций антигенов и нали-
чием у нее механизмов, препятствующих разви-
тию как В-, так и Т-клеточного иммунитета.
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УСТОЙЧИВОСТЬ К АНТИМИКРОБНЫМ 
ПРЕПАРАТАМ

Формирование устойчивости N. gonorrhoeae 
к  антимикробным препаратам (АМП), в  боль-
шинстве случаев ассоциировано с нуклеотидными 
заменами, заимствованием плазмид, рекомбина-
цией генов, приобретенных в результате селектив-
ного отбора [97, 98]. Молекулярные механизмы 
лекарственной устойчивости N. gonorrhoeae можно 
разделить на следующие группы.

•	 Модификация мишени АМП, ассоцииро-
ванная с мутациями в хромосомных генах. Так, 
изменение пенициллинсвязывающих белков 
(ПСБ) приводит к  устойчивости к  β-лактам-
ным антибиотикам [99, 100]. Мутации в генах, 
кодирующих ДНК-гиразу и  топоизомеразу IV, 
вызывают устойчивость к фторхинолонам, а ну-
клеотидные замены в генах, кодирующих рРНК, 
снижают чувствительность к  аминогликозид-
ным и макролидным антибиотикам [101–103].

•	 Синтез белков, предотвращающих связы-
вание препарата с его мишенью. Например, бел-
ки ТetM защищают рибосомы от тетрациклинов 

[104, 105]. Модифицировать 23S рРНК способ-
ны также различные erm-метилазы, снижающие 
тем самым аффинность связывания макролидов 
с рибосомой [106].

•	 Инактивация АМП в результате активности 
специфичных ферментов. В частности, β-лакта-
мазы способны гидролизовать β-лактамные анти-
биотики [107, 108].

•	 Изменение проницаемости наружной мем-
браны, связанное с увеличением эффлюкса и огра-
ничением поступления (инфлюкс) АМП в  клет-
ку. Такие механизмы обусловлены изменениями 
структуры пориновых каналов, которые снижа-
ют проницаемость мембраны. Так, при мутациях 
в  генах, кодирующих белки пориновых каналов, 
бактерии становятся менее чувствительными к пе-
нициллину, тетрациклину и азитромицину [109]. 
Важным фактором, обеспечивающим защиту от 
АМП в патогенных бактериях, является вывод пре-
паратов эффлюксными системами, состоящими из 
комплекса трансмембранных белков [110].

История применения АМП и эволюция устой-
чивости к ним, включая схематичное изображение 

Антимикробный 
препарат Генетическая детерминанта

Сульфонамиды
Снижение эффективности препарата за счет конкурентного ингибирования  
с избыточно синтезируемой аминобензойной кислотой 
мутации в гене folP: Arg228Ser

Пенициллины

мутации в гене penA: инсерция Asp345–346 в ПСБ2 с одновременным изменением 
4–8 аминокислотных остатков в С-концевой области ПСБ2 либо мозаичные аллели 
penA, кодирующие до 70 измененных аминокислотных остатков в ПСБ2, включая 
последовательности из близкородственных видов Neisseria
мутации в гене mtrR: “delA” в положении –35 в промоторной области, инсерция 
нуклеотидов insTT/instT в положении –10, мутации в кодирующей области 
мутации в гене porB: замены Gly120Lys и Ala121Asp
мутация в гене ponA: Leu421Pro
пенициллиназа: плазмиды, кодирующие фермент β-лактамазу, TEM-1 или TEM-135

Тетрациклины

мутации в гене rpsJ: Val57Met 
мутации в гене mtrR: “delA” в положении –35 в промоторной области, инсерция 
нуклеотидов insTT/instT в положении –10, мутации в кодирующей области
мутации в гене porB, замены Gly120Lys и Ala121Asp
tetM: ген плазмидной локализации (защита рибосом)

Аминогликозиды
мутация в гене 16S рРНК: C1192T 
мутации в гене rpsE: Thr24Pro, Lys26Glu, делеция Val25

Фторхинолоны
мутации в гене gyrA: Ser91Phe, Asp95Asn и Asp95Gly
мутации в гене parC: Asp86Asn, Ser88Pro и Glu91Lys

Макролиды

мутации в гене 23S рРНК: C2611T и A2059G. Уровень устойчивости зависит от 
количества rrn оперонов с мутациями
мутации в опероне mtrCDE, мутации в гене-репрессоре mtrR, мозаичные аллели генов mtrCDE
гены метилаз 23S рРНК: ermA, ermB, ermC, ermF

Цефалоспорины

мозаичные аллели гена penA: кодируют до 70 измененных аминокислот в ПСБ2, 
включая последовательности из негонококковых видов Neisseria. Аминокислотные 
замены, ассоциированные с резистентностью: Ala311Val, Ile312Met, Val316Thr, 
Val316Pro, Thr483Ser, Ala501Pro, Ala501Val, Asn512Tyr, Gly545Ser
мутации в гене penA: замены Ala501Val и Ala501Thr
мутации в опероне mtrCDE, мутации в гене репрессоре mtrR, мозаичные аллели генов mtrCDE
мутации в гене porB: замены аминокислот Gly120Lys, Gly120Arg и Ala121Asp

Таблица 1. Ключевые детерминанты устойчивости N. gonorrhoeae к ранее применяемым и актуальным анти-
микробным препаратам
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Рис. 2. История внедрения антимикробных препаратов в схемы терапии гонококковой инфекции и схематичное изо-
бражение клетки с основными мишенями действия антибиотиков и генетических детерминант устойчивости к ним. 
В верхней части рисунка изображена временная шкала основных рекомендованых классов антимикробных препара-
тов для терапии гонореи, символом (Х) отмечен приблизительный год исключения препарата из протокола лечения. 
Красными линиями и цифрами на шкале выделена приблизительная дата обнаружения в клинической практике 
первых устойчивых изолятов. Нижняя часть рисунка – белки, рРНК, гены, вовлеченные в механизмы формирования 
устойчивости к антимикробным препаратам. Красные цифры соответствуют мишеням применяемых антибиотиков.
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детерминант резистентности N. gonorrhoeae, пред-
ставлены на рис. 2. Перечень основных генетиче-
ских детерминант резистентности N. gonorrhoeae 
к  ранее использованным и  актуальным АМП 
представлен в табл. 1.

Сульфонамиды

Сульфонамиды стали первыми распростра-
ненными АМП, применяемыми при гонокок-
ковой инфекции, они вошли в  общую клини-
ческую практику в середине 1930-х годов [111]. 
Механизм действия сульфонамидов основан на 
конкуренции с п-аминобензойной кислотой за 
фермент дигидроптероатсинтазу, что препят-
ствует биосинтезу фолиевой кислоты. Устойчи-
вость N. gonorrhoeae к сульфонамидам возникла 
в  результате хромосомной мутации Arg228Ser 
в гене folP, кодирующем дигидроптероатсинтазу 
[112]. Также гонококки могут в избытке выраба-
тывать п-аминобензойную кислоту, что приво-
дит к  снижению эффективности препарата за 
счет конкурентного ингибирования [113]. Пер-
вые устойчивые изоляты появились в середине 
1940-х, а уже к их концу сульфонамиды переста-
ли использовать в терапии гонореи [114].

Пенициллины

Как и все β-лактамные антибиотики, пени-
циллины ингибируют синтез клеточной стенки, 
блокируя транспептидазную активность ПСБ. 
Пенициллин предложили использовать в тера-
пии гонококковой инфекции в 1943 г. [115, 116]. 
Показано, что разовое введение АМП приводит 
к неполной элиминации патогена из организма 
человека, а также к селекции наиболее устойчи-
вых штаммов, что, в  свою очередь, неизбежно 
снижает эффективность терапии [117]. Через 
несколько лет после начала терапии пеницилли-
ном начали появляться изоляты со сниженной 
чувствительностью, что заставило клиницистов 
повышать терапевтическую дозу препарата, 
а  спустя еще несколько лет были обнаружены 
первые резистентные изоляты [118].

Сегодня выявлено большое количество 
устойчивых к  пенициллину штаммов, что не 
позволяет вернуть данный АМП в схемы тера-
пии. Как и большинство патогенных грамотри-
цательных бактерий, N. gonorrhoeae использует 
несколько механизмов формирования устойчи-
вости к  пенициллинам, ассоциированных как 
с хромосомными, так и с плазмидными детер-
минантами [111, 119].

Cнижение аффинности пенициллинсвязыва-
ющих белков (ПСБ). Действие пенициллина 
направлено на бактериальные ПСБ, которые 

участвуют в синтезе пептидогликана, основного 
компонента клеточной стенки бактерий [120]. 
Поскольку синтез клеточной стенки является 
ключевым фактором деления и роста бактерий, 
изменение структуры ПСБ приводит к наруше-
нию формы и дефекту клеточных стенок, и ве-
дет в конечном итоге к гибели клеток [121].

Наиболее распространенной мутацией в гене 
penA (кодирует ПСБ2), ассоциированной с ре-
зистентностью N. gonorrhoeae к пенициллинам, 
является инсерция Asp345/346, локализован-
ная на C-концевом участке белка. Эта инсер-
ция и/или другие аминокислотные замены, та-
кие как Ala311Val, Ile312Met, Ala501Val/Thr/Pro, 
Asn512Tyr, Gly542Ser, Gly545Ser, Pro551Leu/Ser 
способны увеличить минимальную подавляю-
щую концентрацию (МПК) пенициллина в 6–8 
раз, понижая скорость ацилирования фермента 
[122–124]. Замена Leu421Pro в гене ponA, коди-
рующем ПСБ1, приводит к  уменьшению ско-
рости ацилирования пенициллином в 2–4 раза 
и к снижению чувствительности N. gonorrhoeae 
соответственно [125].

У изолятов N. gonorrhoeae со сниженной чув-
ствительностью к пенициллину обнаружены мо-
тивы транспептидазного домена ПСБ из других 
близкородственных видов Neisseria [126, 127]. 
Мозаичный ген penA является ключевой детер-
минантой устойчивости N. gonorrhoeae к β-лак-
тамным антибиотикам, включая пенициллины 
и цефалоспорины (см. ниже).

Вывод АМП из клетки посредством эффлюкс-
ных насосов. Большинство эффлюксных насосов 
N. gonorrhoeae состоят из трех полипептидных 
цепей – компонентов внешней и  внутренней 
мембраны, а  также периплазматического бел-
ка MFP (membrane fusion protein). В собранном 
виде трехкомпонентные системы эффлюкса 
пронизывают внутреннюю и внешнюю мембра-
ны и периплазматическое пространство между 
ними. Формирование устойчивости к АМП обу-
словлено нарушением в работе эффлюксных на-
сосов и связано со сверхэкспрессией кодирую- 
щих их генов или изменением конформации 
белков помпы, ассоциированных с  мутациями 
в хромосомных генах [128, 129].

Устойчивость к  АМП ассоциирована с  по-
лиморфизмом оперона mtrCDE, кодирующего 
эффлюксный насос MtrCDE и белок-репрессор 
транскрипции MtrR. Замены Ala39Thr, Arg44His, 
Gly45Asp, Leu47Pro а также делеция delA в поло-
жении –35 промоторной области и/или инсер-
ция insTT/instT в положении –10 приводят к уве-
личению экспрессии всего эффлюксного насоса 
MtrCDE и усиленному выводу АМП из клетки 
[130, 131]. Кроме того, в результате горизонталь-
ного переноса между N. gonorrhoeae, N. meningitidis 
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и  комменсальными Neisseria spp., такими как  
N. lactamica, N. cinerea, N. flavescens, могут воз-
никать мозаичные аллели оперона mtrCDE. Мо-
заичные варианты генов mtrR и mtrD способны 
вызывать изменения в  функционировании эф-
флюксной системы MtrCDE, приводящие к уси-
ленному выводу АМП из клетки, а значит, к по-
вышению МПК пенициллина [132, 133].

Стоит отметить, что большинство эффлюк- 
сных насосов способны транспортировать суб-
страты АМП разных классов. По этой причине 
штаммы с повышенной активностью таких на-
сосов часто имеют сниженную чувствительность 
к нескольким препаратам [134].

Изменение проницаемости пориновых каналов. 
Изменение проницаемости PorB приводит к сни-
жению притока АМП в периплазму, т. е. к пони-
жению чувствительности к  ним [135]. Замены 
Gly120Asp, Gly120Lys, Аla121Asp и  Ala121Asn 
в  PorB ассоциированы со снижением чувстви-
тельности к  целому ряду АМП, включая пени-
циллин, тетрациклин, ципрофлоксацин и цефа-
лоспорины разных поколений [109, 136].

Штаммы N. gonorrhoeae, продуцирующие пе-
нициллиназу. Гонококки, несущие плазмиды 
с  геном bla, способны продуцироваить β-лак-
тамазы семейства TEM, гидролизующие связь 
C-N в  β-лактамном кольце антибиотика [137]. 
У  N. gonorrhoeae выявлены различные вариан-
ты гена bla, кодирующие β-лактамазы типов 
TEM‑1, TEM‑135 и TEM‑220 [138, 139], расщеп- 
ляющих пенициллины.

Первые резистентные штаммы N. gonorrhoeae 
с  плазмидами pblaTEM обнаружили в  1976  г. 
в Азии, а позднее в Африке [140, 141], что по-
зволило классифицировать их как “Азиатские” 
(длина 7426 п. н.) и “Африканские” (5599 п. н.) 
плазмиды в соответствии с их эпидемиологиче-
ским происхождением. Позднее у N. gonorrhoeae 
идентифицировали шесть других плазмид, ас-
социированных с  устойчивостью к  пеницил-
линам, названных согласно географическому 
источнику: Торонто (5154 п. н.), Рио (5154 п. н.), 
Ним (6798 п. н.), Новая Зеландия (9309 п. н.), 
Йоханнесбург (4865 п. н.) и Австралия (3269 п. н.) 
[142–144]. Продуцирующие пенициллиназу изо-
ляты N. gonorrhoeae обладают чрезвычайно высо-
кими значениями МПК (16–32 мг/л) пеницил-
лина в  сравнении с  МПК штаммов, имеющих 
только хромосомные мутации (0.008–2.0 мг/л). 
Быстрое распространение высокорезистентных 
штаммов N. gonorrhoeae с плазмидами blaTEM, 
наряду с  хромосомными мутациями, привело 
к  отказу от терапии гонококковой инфекции 
пенициллинами в начале 1980-х [145].

Тетрациклины

Механизм действия тетрациклинов связан 
с подавлением синтеза белков в клетках бакте-
рий посредством нарушения взаимодействий 
аминоацил-тРНК с  16S рРНК рибосомной 
субъединицы 30S. Устойчивость N. gonorrhoeae 
к  тетрациклинам опосредована различными 
факторами: эффлюксом (удаление антибиотика 
из клетки), нарушением проницаемости наруж-
ней мембраны (мутации в гене porB), изменени-
ем конформации рибосомного белка S10 за счет 
мутаций в  кодирующем его гене rpsJ, а  также 
защитой рибосом путем экспрессии белка TetM 
[105, 146, 147]. Тетрациклин был рекомендован 
для терапии гонококковой инфекции в начале 
1950-х годов и назначался пациентам с индиви-
дуальной непереносимостью β-лактамов. Через 
несколько лет после начала терапии обнаружи-
ли штаммы со сниженной чувствительностью 
к  тетрациклину. Такие изоляты содержали за-
мену Val57Met в белке S10, уменьшая сродство 
тетрациклина к нему [105, 148]. Сопутствующие 
мутации в  опероне mtrCDE, ассоциированные 
с  выбросом тетрациклинов из клетки, также 
снижают чувствительность бактерий.

В  середине 1980-х обнаружили изоляты  
N. gonorrhoeae, несущие плазмиду с геном tetM, 
кодирующим белок защиты рибосом TetM. Этот 
белок является структурным аналогом фактора 
элонгации EF-G, также обладающим GTPаз-
ной активностью. Связывание TetM c рибосо-
мой вытесняет молекулу тетрациклина и  пре-
дотвращает подавление синтеза белка. Изоляты  
N. gonorrhoeae c плазмидами с tetM характеризо-
вались сверхвысокими уровнями устойчивости 
к тетрациклину, что быстро привело к исключе-
нию данного препарата из схем терапии [149].

Известно, что ген tetM N. gonorrhoeae располо-
жен на конъюгативной плазмиде, способствую- 
щей горизонтальному переносу иных плазмид 
[150]. При анализе механизма приобретения 
лекарственной устойчивости следует обращать 
особое внимание на изоляты N. gonorrhoeae, ре-
зистентные к тетрациклину и несущие плазми-
ду с  tetМ, поскольку ее присутствие облегчает 
конъюгативный перенос плазмид с blaTEM [151]. 
Подобные мультирезистентные изоляты обла-
дали чрезвычайно высокими уровнями МПК 
к пенициллину и тетрациклину и стремительно 
распространились по всему миру. Количество 
изолятов N. gonorrhoeae с  tetM и pblaTEM в ми-
ровой популяции достаточно велико, что не по-
зволяет вернуть эти АМП в схему терапии гоно-
кокковой инфекции [152, 153].
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Аминогликозиды

Аминогликозидные антибиотики связыва-
ются с сайтом распознавания аминоацил-тР-
НК в 16S рРНК, входящей в состав 30S субъ-
единицы, что приводит к подавлению синтеза 
белка и последующей гибели клеток. Штаммы 
гонококков, имеющие низкую чувствитель-
ность к спектиномицину, обладают хромосом- 
ными детерминантами устойчивости, среди 
которых однонуклеотидные замены в гене rrs 
(G1064C, G1058C и C1192T в сайте связывания 
аминогликозидов 16S рРНК), замена Thr24Pro 
и  делеция Val27 одновременно с  мутацией 
Lys26Glu в гене rpsE, кодирующем 5S субъеди-
ницу [154]. Изменения в  структуре белка 5S, 
вероятно, нарушают связывание с 16S рРНК, 
что приводит к высокому уровню устойчиво-
сти к спектиномицину [155].

В  терапии гонококковой инфекции при-
меняли стрептомицин, канамицин, спекти-
номицин (2.0  г однократно внутримышечно), 
рекомендованный в  России пациентам с  ин-
дивидуальной непереносимостью β-лактамных 
антибиотиков [153, 156, 157]. В настоящее время 
устойчивость N. gonorrhoeae к аминогликозидам 
встречается чрезвычайно редко [158].

Фторхинолоны

Фторхинолоны – синтетические препара-
ты, не имеющие природного аналога, действие 
которых направлено на топоизомеразу IV, со-
стоящую из двух субъединиц – ParC и  ParE, 
и ДНК-гиразу, также состоящую из субъединиц 
GyrА и  GyrB. Участок связывания комплек-
са ДНК–ДНК-гираза с  хинолонами получил 
название “хинолоновый карман”. Попадание 
хинолона в  карман останавливает движение 
ДНК-гиразы, а затем и продвижение реплика-
ционной вилки [159].

Фторхинолоны, особенно ципрофлоксацин, 
стали препаратом выбора для терапии гонокок-
ковой инфекции в конце 1980-х годов, а первые 
устойчивые изоляты появились уже в  начале 
1990-х [160]. Механизм устойчивости гонокок-
ков к  этой группе антибиотиков основан на 
снижении аффинности хинолонового карма-
на к  препаратам и  ассоциирован с  мутациями 
Ser91Phe и Asp95Asn/Gly в гене gyrA и Asp86Asn, 
Ser87Pro и  Glu91Lys в  гене parC. К  середине 
2000-х на фоне распространения данных мута-
ций в глобальной популяции гонококка фторхи-
нолоны были исключены из списка препаратов, 
рекомендованных для терапии гонореи [161].

Макролиды

Антимикробное действие макролидов на-
правлено на нарушение процесса трансляции. 
Макролиды связываются с 23S рРНК рибосом- 
ной субъединицы 50S, блокируя канал выхо-
да растущей пептидной цепи и  заставляя ри-
босому высвобождать неполные, обрезанные 
полипептиды. Значимыми генетическими де-
терминантами устойчивости N. gonorrhoeae 
к  макролидам являются мутации в  пепти-
дилтрансферазной петле II и  V домена 23S 
рРНК [162]. Геном N. gonorrhoeae содержит 
четыре копии оперона rrn (rrnA, rrnB, rrnC, 
rrnD), в состав которого входит ген 23S рРНК. 
Замена C2611T в  данном локусе приводит 
к  появлению изолятов c умеренной рези-
стентностью (МПК до 2 мг/л), а A2058G/A2059G –  
высокорезистентных (МПК > 256  мг/л) [163]. 
Следует отметить, что уровень устойчивости 
к  азитромицину зависит от количества мутан- 
тных аллелей гена 23S рРНК – изоляты с тре-
мя или четырьмя мутантными аллелями яв-
ляются высокорезистентыми (МПК от 256 до 
4096  мг/л), в  то время как изоляты с  одним 
аллелем обладают незначительным уровнем 
устойчивости, ниже или на уровне порогового 
значения МПК, составляющего 1  мг/л [164]. 
Кроме того, ухудшение связывания макролидов 
с рибосомой может быть обусловлено метили-
рованием оснований в  ключевых положениях. 
За это отвечает другой механизм резистентнос- 
ти к макролидам – наличие генов метилаз 23S 
рРНК группы erm (erm – erythromycin ribosome 
methylation) [106].

Эритромицин применяли при гонококковой 
инфекции с  середины 1950-х гг. В  1970-е гг. у   
N. gonorrhoeae обнаружили рРНК-метилазы 
ErmA, ErmB, ErmC, ErmF [165], что положило 
конец применению эритромицина в конце 1970-х  
и  исключению макролидов из схем монотера-
пии. В  настоящее время метилазы 23S рРНК 
у N. gonorrhoeae встречаются редко [166].

Азитромицин рекомендован как компонент 
двойной терапии с 2010-х гг., в настоящее время 
он используется в странах ЕС совместно с цефа-
лоспоринами III поколения [17, 167]. Изоляты 
с  мутацией A2059G в  одной копии оперона rrn, 
чувствительные к  азитромицину, способны бы-
стро формировать устойчивость за счет гомоло-
гичной рекомбинации во всех четырех копиях rrn.

Помимо мутаций в 23S рРНК, устойчивость 
N. gonorrhoeae к  макролидам обусловлена так-
же сверхэкспрессией эффлюкс-насоса MtrCDE 
[168]. Устойчивость к  азитромицину и  другим 
АМП формируется за счет ряда мутаций в генах 
эффлюксного насоса MtrCDE и его транскрип-
ционного репрессора (mtrD и mtrR соответствен-
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но) [169, 170]. Анализ клинических изолятов N. 
gonorrhoeae, собранных на территории Россий-
ской Федерации за период 2020–2021 г., выявил 
существенную долю (13.6%) штаммов, устойчи-
вых к азитромицину, несмотря на то, что дан-
ный антибиотик не рекомендован для терапии 
гонококковой инфекции в  России. Устойчи-
вость к азитромицину в основном связана с мо-
заичной структурой в  промоторной области 
гена mtrR – с делецией –35 delA или мутацией 
Ala86Thr, а также с мозаичной структурой гена 
mtrD [130]. Филогенетический анализ современ-
ной российской популяции гонококка выявил 
отдельный кластер азитромицинустойчивых 
изолятов, относящихся к молекулярному типу, 
широко распространенному в европейской по-
пуляции, при этом данный кластер оказался 
филогенетически удаленным от эндемичных 
российских изолятов. Таким образом, причиной 
возникновения в России нового варианта воз-
будителя гонококковой инфекции, устойчивого 
к  макролидам, стал трансграничный перенос 
резистентного штамма со специфическими ге-
нетическими детерминантами [130].

Цефалоспорины III поколения

В  настоящее время в  большинстве стран 
мира для лечения гонококковой инфекции 
рекомендуют цефалоспорины III поколения 
(цефтриаксон, цефиксим) [171, 172]. Механизм 
действия цефалоспоринов, как и других β-лак-
тамных антибиотиков, основан на связывании 
препарата с ПСБ2 (транспептидазами) и нару-
шении синтеза поперечных связей пептидог-
ликана в клеточной стенке. Одной из ключевых 
детерминант снижения чувствительности к це-
фалоспоринам является мозаичный аллель гена 
penA, кодирующего ПСБ2. Такой вариант penA 
может определять до 60–70 аминокислотных за-
мен. Он появился в результате трансформации 
ДНК от комменсальных видов Neisseria с после-
дующей рекомбинацией [102], подобно мозаич-
ным аллелям оперона mtrCDE.

Устойчивость гонококка к цефалоспоринам 
III поколения увеличивается с  каждым годом, 
описано немало неудачных случаев лечения 
гонореи [17, 173–175]. Изоляты со сниженной 
чувствительностью к  цефалоспоринам быстро 
распространяются по всему миру. Первона-
чально в Японии выявили несколько вариантов 
гонококков с  высоким уровнем устойчивости 
к  цефтриаксону и  цефиксиму, затем изоляты 
этой же генетической линии нашли во многих 
странах ЕС [119, 176]. Следует отметить, что 
на территории Российской Федерации пока не 
зарегистрированы случаи неудачного лечения 
гонококковой инфекции цефалоспоринами III 

поколения и  не обнаружены соответствующие 
устойчивые варианты [177, 178].

Устойчивость к  цефалоспоринам III поко-
ления ассоциирована с  мутациями Ala311Val, 
Ile312Met, Val316Thr, Val316Pro, Thr483Ser, 
Ala501Pro, Ala501Val, Asn512Tyr, Gly545Ser, кото-
рые встречаются в основном в аллелях гена penA 
мозаичного типа [126, 179]. Однако и немозаич-
ные аллели penA содержат мутации, вызываю-
щие повышение МПК цефалоспоринов III по-
коления: замены остатков Ala501Val и Ala501Thr, 
а также Gly542Ser, Pro551Ser и Pro551Leu. Мож-
но предположить, что эта замена возникла в ре-
зультате селективного отбора гонококков, а не 
обусловлена переносом из других видов бакте-
рий [14, 180, 181].

Номенклатура аллелей гена penA включает 
все их типы, в том числе, мутантные мозаичные 
и полумозаичные аллели. Аллели принято нуме-
ровать римскими цифрами от I до XXXVIII [182, 
183]. Основным механизмом резистентности 
к цефалоспоринам является специфическое из-
менение мишени ПСБ2, однако свой вклад вно-
сят также усиленный эффлюкс и  сниженный 
инфлюкс, опосредованные мутациями в mtrCDE 
и porB соответственно. Совокупность мутаций 
в  penA, ponA, porB и  mtrR приводит к  появле-
нию изолятов с МПК цефиксима 4 мг/л, МПК 
цефтриаксона 1–2 мг/л. Изоляты с подобными 
профилями детерминант устойчивости описаны 
в большинстве стран Европы и Азии [126, 184].

Встречающиеся у  гонококков β-лактамазы 
TEM‑1 и TEM‑135 отличаются одной аминокис-
лотной заменой – Met182Thr [185]. Всего одна 
замена G→A в гене blaTEM‑135 приводит к замене 
Gly238Ser, что превращает TEM‑135 в TEM‑20, 
которая относится к  β-лактамазам расширен-
ного спектра, способным гидролизовать как 
пенициллины, так и  цефалоспорины. Однако 
клинические изоляты N. gonorrhoeae с β-лакта-
мазой TEM‑20 в настоящий момент не обнару-
жены. В  то же время, данные из Китая свиде-
тельствуют о  стремительном распространении 
изолятов N. gonorrhoeae c TEM‑135 [143], что вы-
зывает опасения из-за риска появления β-лак-
тамаз расширенного спектра действия, которые 
поставят точку в применении цефалоспоринов 
III поколения. Тем не менее, эксперименты in vitro 
по созданию клеточных моделей N. gonorrhоeae 
с  β-лактамазой TEM‑20 показали, что жизне-
способность таких штаммов существенно сни-
жена, что, возможно, объясняет отсутствие со-
ответствующих клинических изолятов в природе 
и продлевает век применения цефалоспоринов 
в качестве основного препарата в терапии гоно-
кокковой инфекции [186].
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Новые антимикробные препараты,  
эффективные в отношении N. gonorrhoeae

В  2016  г. ВОЗ опубликованы обновленные 
рекомендации по лечению гонореи, в  которых 
подчеркнута необходимость разработки новых 
АМП [187]. В настоящий момент продолжаются 
клинические исследования золифлодацина и со-
литромицина, прошедших третью фазу, и гепо-
тидацина, завершившего вторую фазу [188–190].

Наиболее перспективным из перечис-
ленных препаратов является золифлодацин, 
который относится к  классу спиропирими-
динтрионов и  ингибирует бактериальную то-
поизомеразу II [191, 192]. Чувствительность  
in vitro к золифлодацину у клинических изоля-
тов, выделенных в странах Евросоюза, находится 
на уровне МПК 0.032–0.25 мг/л. Не обнаруже-
но перекрестной устойчивости этого препарата 
ни с одним из традиционно применяемых про-
тив гонококка АМП [193, 194]. In vitro анализ 
потенциальных детерминант резистентности 
N. gonorrhoeae к  золифлодацину показал воз-
можность формирования ряда мутаций в гене 
gyrB, например Asp429Ala или Lys450Asn [160]. 
Подобные и  сопутствующие замены в  топои-
зомеразе типа II могут встречаться у изолятов  
N. gonorrhoeae в  естественной среде и  в  пер-
спективе привести к формированию устойчи-
вого кластера в  популяции [152, 194]. Требу-
ются дальнейшие испытания золифлодацина, 
включая валидацию на большой выборке, опре-
деление оптимального режима дозирования 
и  порогового значения МПК, разделяющего 
чувствительные и устойчивые изоляты.

МОЛЕКУЛЯРНОЕ ГЕНОТИПИРОВАНИЕ 
ВОЗБУДИТЕЛЯ

Важным инструментом контроля гонокок-
ковой инфекции является молекулярное типи-
рование, направленное на выявление значимых 
молекулярных типов (генотипов, сиквенс-ти-
пов, ST) [17, 152]. Определение генотипа изоля-
та позволяет анализировать пути передачи гоно-
кокковой инфекции, а также идентифицировать 
и контролировать распространение эпидемио- 
логически опасных клонов. К  числу наиболее 
распространенных в настоящее время методов 
генотипирования N. gonorrhoeae относятся сле-
дующие методы.

Генотипирование NG-MAST, основанное на 
определении нуклеотидной последовательности 
двух гипервариабельных локусов porB (490 п. н., 
кодирует трансмембранный белок поринового 
канала) и  tbpB (390 п. н., кодирует β-субъедини-
цу трансферринсвязывающего белка) [195]. Со-
здана и  поддерживается мировая база данных 

NG-MAST v.2.0 (https://pubmlst.org/databases), 
в которую депонированы последовательности ге-
номных локусов porB и tbpB, позволяющие опре-
делить сиквенс-тип штамма. На 2024  год база 
насчитывает порядка 13000 аллелей porB и 3000 
аллелей tbpB и постоянно дополняется новыми 
последовательностями. Отдельно стоит отме-
тить, что генотипирование изолятов по прото-
колу NG-MAST позволяет достоверно различать 
аллели гена porB – porBIA и porBIB. Показано, что 
изоформа порина PorBIA ассоциирована с диссе-
минированной гонококковой инфекцией, однако 
в мировой популяции гонококка она встречается 
относительно редко [8, 196, 197].

Генотипирование N. gonorrhoeae по прото-
колу NG-MAST получило широкое распро-
странение, поскольку типы NG-MAST сцепле-
ны с  аллельными вариантами генов, которые 
ассоциированы с  устойчивостью к  АМП. Так, 
изоляты N. gonorrhoeae со сниженной чувстви-
тельностью к  цефалоспоринам III поколения 
относятся, как правило, к молекулярному типу 
1407 [152]. Обнаружено, что фенотипически 
устойчивые к азитромицину изоляты ассоции-
рованы с типом 12302 NG-MAST, который в по-
следние годы преобладает на территории стран 
Евросоюза. Появление этого варианта на терри-
тории России (рис.  3) в  2020–2021 гг. привело 
к резкому увеличению доли изолятов, устойчи-
вых к азитромицину [178]. Таким образом, гено-
типирование по протоколу NG-MAST позволя-
ет успешно изучать особенности генетической 
структуры популяции N. gonorrhoeae и отслежи-
вать тенденции, которые в ней происходят.

Генотипирование MLST основано на опре-
делении нуклеотидных последовательностей 
семи локусов генов домашнего хозяйства: abcZ 
(ABC-транспортер), adk (аденилаткиназа), aroE 
(шикиматдегидрогеназа), fumC (фумаратгидра-
таза), gdh (глюкозо‑6-фосфат-дегидрогеназа), 
pdhC (субъединица пируватдегидрогеназы), pgm 
(фосфоглюкомутаза) [197]. Последовательности 
локусов, применяемых для генотипирования по 
протоколу MLST, существенно консервативнее 
в сравнении с локусами протокола NG-MAST. 
Результаты типирования гонококка по протоко-
лу MLST депонируют в базу данных PubMLST 
(http://pubmlst.org/databases).

MLST-генотипирование N. gonorrhoeae по-
зволяет выделять большое количество генетичес- 
ких вариантов в популяции гонококка, а также 
выявлять эволюционно успешные генотипы. 
Как и NG-MAST, определенные MLST-геноти-
пы ассоциированы с устойчивостью к АМП раз-
личных классов. Так, изоляты доминирующего 
в мировой популяции MLST-генотипа 1901 ха-
рактеризуются сниженной чувствительностью 
к цефалоспоринам III поколения [115]. С каж-
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Рис. 3. Филогенетическое дерево российских изолятов N. gonorrhoeae, собранных в 2020–2021 г., построенное на 
основе данных NG-MAST-типирования. Цифры по периметру круга соответствуют коду изолята, красным отме-
чены коды изолятов, устойчивых к азитромицину. Основные геногруппы (G10800, G387 и др.) выделены разными 
цветами. Обнаруженные мутации (A-G), ассоциированные с устойчивостью к азитромицину, отмечены знаком 
“+”. Красным выделена геногруппа G12302, включающая азитромицинустойчивые изоляты с мутациями в гене 
mtrR и мозаичными вариантами гена mtrD. Изоляты геногруппы G12302 филогенетически удалены от эндемичных 
российских изолятов геногруппы G10800 (выделена зеленым).

А mtrR (мозаичный промотор)
B mtrR (-35delA)
C mtrR (Ala39Thr)
D mtrR (Gly45Ser)
E mtrR (Ala86Thr)
F mtrR (His105Tyr)
G mtrD (мозаичный)
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дым годом возрастает доля изолятов MLST 9363, 
ассоциированных с  устойчивостью к  азитро-
мицину, что, в  целом, отражает мировую тен-
денцию роста антимикробной резистентности  
N. gonorrhoeae [198].

NG-STAR [199] – стандартизированный метод 
классификации семи хорошо охарактеризованных 
генов N. gonorrhoeae (penA, mtrR, porB, ponA, gyrA, 
parC и 23S рРНК), ассоциированных с устойчи-
востью к цефалоспоринам, макролидам и фтор-
хинолонам. Комбинация аллелей семи генов по-
зволяет установить генотип изолята по протоколу 
NG-STAR, а также предсказать профиль феноти-
пической чувствительности к АМП на основе уже 
описанных генотипов. База данных NG-STAR 
(https://ngstar.canada.ca/) содержит около 2000 ге-
нетических профилей, соотнесенных с данными 
по чувствительности к  указанным выше АМП. 
Достоверность определения уровня устойчивости  
N. gonorrhoeae к АМП по протоколу NG-STAR со-
ставляет 95% (соответствие предсказанного значе-
ния МПК экспериментально определенному) [182]. 
Вместе с тем, метод NG-STAR не подходит для из-
учения молекулярной эпидемиологии гонококко-
вой инфекции, поскольку в большинстве случаев  
N. gonorrhoeae распространяется по сети контактов 
через клональное размножение. Таким образом, 
в разных популяциях, как правило, присутствует 
большое количество идентичных NG-STAR гено-
типов, что не позволяет в полной мере выделять 
и контролировать распространение наиболее эпи-
демиологически значимых клонов.

cgMLST. Новые подходы к  молекулярной 
эпидемиологии гонококковой инфекции ос-
нованы на использовании технологий высо-
копроизводительного секвенирования (NGS), 
позволяющих одновременно определять как 
совокупность генов, характеризующих проис-
хождение анализируемого клинического изо-
лята, так и  совокупность имеющихся у  него 
генетических детерминант антибиотикорезис- 
тентности [200]. По сути, NGS позволяет ре-
шать задачи генотипирования по протоколам 
NG-MAST и  MLST на более высоком уровне, 
при этом прямо, а не косвенно, связывая гено-
тип изолята и его чувствительность к АМП [201]. 
NGS успешно применяется для идентификации 
детерминант резистентности, исследования фи-
логенетических взаимосвязей, популяционной 
структуры и молекулярной эпидемиологии гоно-
кокка [202]. Несмотря на колоссальную инфор-
мативность, методу присущи такие недостатки, 
как невысокая дискриминирующая способность 
в отношении отдельных нуклеотидов, требующая 
большого покрытия генома и,  соответственно, 
дорогих наборов реагентов, отсутствие валиди-
рованных биоинформатических пайплайнов для 
интерпретации результатов.

Описанные методы генотипирования  
N. gonorrhoeae играют ключевую роль в  прове-
дении молекулярно-эпидемиологических ис-
следований. В  условиях растущей проблемы 
распространения мультирезистентных штаммов 
N. gonorrhoeae генотипирование представляет 
собой черезвычайно важный и мощный инстру-
мент не только для мониторинга гонококковой 
инфекции, но и для изучения процессов моле-
кулярной эволюции в популяции гонококка.

МЕХАНИЗМЫ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
ИЗМЕНЧИВОСТИ N. gonorrhoeae

Трансформация – ключевой путь  
горизонтального переноса у нейссерий

N. gonorrhoeae обладает исключительной спо-
собностью к  изменению своего генетического 
материала благодаря механизмам горизонталь-
ного переноса и естественной компетентности 
во всех фазах роста. Горизонтальный перенос 
генов может происходить посредством конъ-
югации, трансформации и  трансдукции, при 
этом трансформация, вероятно, является клю-
чевым способом передачи хромосомной ДНК у  
N. gonorrhoeae [203]. Трансдукция гонококков 
бактериофагами происходит сравнительно не-
часто, а конъюгация способна переносить толь-
ко плазмидную ДНК [204, 205].

У  большинства бактерий, способных к  ге-
нетической трансформации, состояние компе-
тентности достигается лишь на короткое время 
и  часто в  специальных условиях (электропора-
ция, химическая трансформация). Только малая 
часть видов (пока описано всего 82 [206]) компе-
тентны в естественных условиях, при этом пода-
вляющая их часть обладает непостоянной ком-
петентностью [207]. N. gonorrhoeae выделяется 
на их фоне, так как обладает этим свойством во 
всех фазах роста [205, 208, 209]. С течением вре-
мени именно высокая частота и эффективность 
трансформации гонококков привели к быстро-
му распространению детерминант устойчивости 
к антибиотикам в популяции N. gonorrhoeae, что 
стало проблемой для мирового здравоохранения.

Процесс трансформации клеток можно раз-
делить на три этапа: связывание донорной ДНК, 
поглощение и рекомбинация [205]. Прежде чем 
встроиться в  геном, ДНК должна быть распоз-
нана пилями клетки-реципиента по опреде-
ленной 10–12-буквенной последовательности 
(atGCCGTCTGAA) [210], встречающейся в хро-
мосоме N. gonorrhoeae и  других видов Neisseria 
в среднем 1 раз на 1100 п. н. Эту последователь-
ность называют DUS (DNA Uptake Sequence) 
и, вероятно, она служит своеобразным “водяным 
знаком”, устраняющим барьеры для проникно-
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вения собственной ДНК в геном в условиях от-
сутствия у гонококка функциональной системы 
CRISPR-Cas [211].

Механизмы передачи донорной ДНК  
для трансформации

Донорная ДНК может быть получена и пере-
дана гонококком с помощью автолиза, везикул 
внешней мембраны (OMV) или системы секре-
ции ДНК IV типа (T4SS), наиболее изученной 
в настоящее время.

Автолиз

В  отличие от многих грамположительных 
и  грамотрицательных бактерий, N. gonorrhoeae 
не может выживать в течение длительного вре-
мени после прекращения роста. Автолиз обыч-
но происходит в  стационарной фазе или в  ус-
ловиях отсутствия роста, таких как истощение 
питательных веществ, неоптимальные темпе-
ратура, pH или осмолярность [212]. Снижение 
жизнеспособности коррелирует с лизисом кле-
ток, происходящим после истощения запасов 
глюкозы в среде [213]. Автолиз может привести 
к образованию клеток с поврежденной оболоч-
кой (L-форма), способных подвергаться репара-
ции и возобновлять рост при благоприятных ус-
ловиях [214]. За процесс автолиза ответственны 
литические трансгликозилазы, такие как AtlA, 
LtgA, LtgB, LtgC, LtgX, эндопептидаза EppA, 
N-ацетилглюкозаминидаза NagZ и N-ацетилму-
рамоил-L-аланин-амидаза AmiC [215, 216].

В  процессе автолиза в  окружающую среду 
выделяются фрагменты пептидогликана, обла-
дающие цитотоксическими свойствами и  спо-
собствующие селективному уничтожению рес-
нитчатых клеток фаллопиевой трубы, что важно 
для развития гонококковой инфекции в органах 
малого таза [216]. Кроме модуляции иммунного 
ответа хозяина, потенциальная выгода автолиза 
может состоять в предоставлении ДНК для фор-
мирования биопленок, а также для естественной 
трансформации.

Везикулы внешней мембраны (OMV)

У N. gonorrhoeae, как и у N. meningitidis, еще 
одного облигатного патогена рода Neisseria, об-
наружены OMV [214]. Они наиболее интенсивно 
вырабатываются в экспоненциальной фазе либо 
в ответ на стресс [218] и могут содержать фос-
фолипиды, нуклеиновые кислоты, компоненты 
клеточной стенки, метаболиты, сигнальные мо-
лекулы и белки [223].

Экспериментальные данные свидетельству-
ют о том, что OMV гонококков влияют на клет-
ки хозяина, стимулируя иммунный ответ в не-
фагоцитирующих клетках и индукцию апоптоза 
макрофагов [49]. Помимо этого, OMV содержат 
как плазмидную, так и хромосомную ДНК, обес- 
печивая горизонтальный перенос, в том числе, 
генов устойчивости к антибиотикам, например, 
плазмид с генами blaTEM [219].

Система секреции IV типа (T4SS)

Отличительным механизмом выделения 
хромосомной оцДНК во внешнюю среду у  го-
нококка является система T4SS, кодируемая 
генами GGI. Полагают, что наличие T4SS свя-
зано с  высокой эффективностью горизонталь-
ного переноса между различными популяциями  
N. gonorrhoeae из-за увеличения количества ДНК, 
доступной для трансформации в  окружающей 
среде. Кроме того, T4SS играет важную роль 
в  формировании биопленок за счет большого 
вклада “липкой” ДНК в  построение матрикса 
этих пленок [11]. Функционирующая система 
T4SS обеспечивает в 500 раз более высокую эф-
фективность трансформации гонококков, чем 
автолиз [12]. Основной комплекс T4SS гонокок-
ков состоит из мультимерных белков TraB, TraK 
и TraV, формирующих помпу (рис. 4). Он охва-
тывает клеточную стенку от внутренней мем-
браны через периплазму до внешней мембраны. 
Периплазматические и трансмембранные белки 
TraE, TraF, TraG, TraH, TraL, TraN, TraW, TraU, 
Yag, DsbC и  TrbC участвуют в  сборке аппарата 
секреции и его закрепления в клеточной стенке 
[220–222]. Предполагается, что перед встраива-
нием помпы в  клеточную стенку в  этом месте 
должно произойти расщепление пептидогликана 
литическими трансгликозилазами AtlA и LtgX.

Ведущую роль во взаимодействии ДНК 
с T4SS играют белки ParA-ParB и TraI – релак-
саза, принадлежащая к  семейству MOBH. Ка-
нонически ParA-ParB необходимы для точной 
сегрегации сестринских пар молекул ДНК в ци-
топлазме при делении клетки [223], но в случае 
T4SS N. gonorrhoeae они соединяются с TraI, об-
разуя релаксосому TraI-ParAB на внутренней 
мембране [224]. При этом ParB, вероятно, отве-
чает за привлечение хромосомной ДНК к TraI, 
а АТРазная активность ParA облегчает процесс 
разрезания ДНК релаксосомой. Главный ком-
понент релаксосомы – белок TraI закреплен на 
внутренней мембране гидрофобным N-кон-
цом, каталитически активен в  присутствии  
ионов Mn2+ и осуществляет несколько функций, 
включая одноцепочечный сайт-специфический 
разрез хромосомы по мотиву oriT, ее расплета-
ние и повторное, но неспецифичное разрезание 
[225, 226]. Последовательность oriT состоит из 
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инвертированного повтора (IR), образующего 
вторичную структуру типа “шпилька”, которая 
распознается TraI, и nic-сайта, по которому этот 
фермент производит разрез. Кроме того, oriT 
присутствует и  в  самом GGI, способствуя его 
распространению в популяции.

Белок TraD способствует сопряжению релак-
сосомы TraI-ParAB с остальными структурными 
компонентам помпы T4SS. АТРаза TraC обеспе-
чивает транспорт оцДНК через помпу за преде-
лы клетки, высвобождая необходимую для этого 
энергию из АТР. Интересно, что образующаяся 

оцДНК защищена с  5’-конца от экзонуклеаз. 
Предполагалось, что она выбрасывается из клет-
ки, будучи связанной с TraI, подобно тому, как 
это происходит в  конъюгативных T4SS-систе-
мах, и поэтому не подвержена 5’-расщеплению 
[226]. Однако позже выяснилось, что комплекс 
“TraI-оцДНК” не образуется, а  5’-деградации 
препятствует то, что 5’-конец, начинающийся 
с nic-сайта, находится на слишком малом рас-
стоянии от IR-шпильки (3 н.), которая и  пре-
пятствует расщеплению экзонуклеазой [225].  
Оказавшись за пределами клетки, оцДНК, со-
держащая мотив DUS, может специфически 

Рис. 4. Горизонтальный перенос генов N. gonorrhoeae с помощью T4SS. Показаны основные компоненты T4SS, 
системы компетентности и пилей IV типа. 1 – Релаксосома TraI-ParAB разрезает одну из цепей хромосомы клет-
ки-донора по мотиву oriT, расплетает ее и производит оцДНК; 2 – оцДНК выходит через помпу T4SS за пределы 
клетки; 3 – находящийся во внешней среде комплекс TraI-оцДНК связывается с пилями клетки-акцептора по-
средством белка компетентности ComP, распознающего мотив DUS; 4 – молекулярный мотор PilT осуществляет 
втягивание пили, в результате чего ДНК переносится в периплазму через пориновый канал PilQ. Связывание ДНК 
с ComE препятствует обратному перемещению ДНК из клетки и способствует переносу молекулы через канал 
ComA в цитоплазму; 5 – ДНК встраивается в геном клетки-акцептора посредством рекомбинации RecBCD.
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связаться с белком ComP на поверхности пили 
IV типа клетки-акцептора и участвовать в про-
цессе естественной трансформации, изображен-
ном на рис. 4. После связывания ДНК с ComP, 
мотор пили PilT с  силой притягивает ДНК по 
направлению к  клетке, чтобы затем она мог-
ла пройти через мембранный порин PilQ да-
лее в периплазму. По мере прохождения через 
мембрану, ДНК связывается многими копиями 
белка ComE, который количественно регулиру-
ет пропускную способность периплазмы [227]. 
PilQ не специфичен к  поступающей ДНК, он 
может пропускать ее как внутрь, так и наружу. 
ComE связывается с ДНК, препятствуя ее дви-
жению назад. Из периплазмы ДНК проходит 
через внутреннюю мембранную пору ComA 
и попадает в цитозоль [228]. Полученная ДНК 
становится доступной для включения в хромо-
сому путем гомологичной рекомбинации систе-
мой RecA и RecBCD [229].

Гонококковый генетический остров – 
молекулярный двигатель распространения 

антибиотикорезистентности N. gonorrhoeae

Система T4SS N. gonorrhoeae кодируется ге-
нами GGI, который включает 66 генов и имеет 
длину ~59000 п. н. [209, 220, 230]. Как и все ге-
нетические острова, GGI является мобильным 
элементом, сам он когда-то был получен путем 
горизонтального переноса, о  чем свидетель-
ствует пониженный GC-состав GGI (43% при 
среднем составе 52% по геному N. gonorrhoeae) 
и гораздо меньшее количество DUS на едини-
цу длины [231]. За мобильность GGI отвечает 
система сайт-специфической рекомбинации 
XerCD, способная вырезать/вставлять остров 
по фланкирующим сайтам difA и  difB [232]. 
Эксперименты по анализу генов GGI, обеспе-
чивающих функционирование T4SS, показали, 
что только 21 из 66 генов (traG, atlA, traI, parA 
и parB, traK, traV, traB, traD, ltgX, yag, traL, traE, 
dsbC, traC, traW, traU, trbC, traN, traF, traH) необ-
ходим для сохранения способности к секреции 
ДНК [209, 233, 234].

Описаны значительные вариации GGI в об-
ласти генов traG-atlA-ych-exp1-cspA-exp2 [12]. 
Трансмембранный белок TraG имеет три изо-
формы (TraG1, TraG2, TraG3), которые разли-
чаются C-концевой последовательностью, обра-
щенной в цитоплазму, и связываются с другими 
компонентами T4SS [235]. Выделяют три класса 
GGI, которые различаются уровнем секреции 
ДНК во внеклеточную среду: I – traG1+atlA; II – 
traG2+atlA; и III – traG3 + eppA (класс III содер-
жит eppA вместо atlA, ген ych заменен геном ych1, 
а  ген exp1 отсутствует) [235]. Изоляты с  GGI 
класса III утратили способность секретировать 

ДНК. При этом эндопептидаза EppA, функцио-
нально схожая c литической трансгликозилазой 
AtlA, не обеспечивает формирования необходи-
мого отверстия в клеточной стенке для сборки 
системы T4SS на мембране. Предполагается, что 
потеря способности секретировать ДНК связа-
на не только с отсутствием atlA, но и с “плохой” 
аффинностью C-конца TraG3 к другим ключе-
вым белкам GGI, таким как белок сопряжения 
TraD, АТРаза TraC или релаксаза TraI [220].

В отличие от двух других механизмов пере-
дачи ДНК, таких как автолиз и OMV, в ряде ра-
бот была установлена статистическая значимая 
связь между присутствием GGI и устойчивостью 
к АМП на популяционном уровне. Обнаружена 
ассоциация между наличием GGI и увеличени-
ем доли изолятов, устойчивых к цефиксиму, пе-
нициллину, тетрациклину, ципрофлоксацину, со 
снижением доли изолятов, устойчивых к азитро-
мицину [200]. Отмечено также, что устойчивость 
к азитромицину и опосредованная плазмидами 
устойчивость к  пенициллину и  тетрациклину 
не ассоциированы с  GGI. Это вполне объяс-
нимо, ведь GGI передает только хромосомную 
ДНК [236]. Сравнительный полногеномный 
анализ молекулярных типов возбудителя, до-
минирующих в России и в мире, выявил cвязь 
между снижением чувствительности изолятов 
N. gonorrhoeae к АМП и отсутствием нарушений 
в  генах GGI, значимых для функционирова-
ния T4SS [237]. Далее на глобальной популяции  
N. gonorrhoeae сравнили распределение устойчи-
вости к АМП среди изолятов с функциональным 
GGI и без GGI, а также между геномами с функ-
циональным и нефункциональным GGI, и выя-
вили различие между долями изолятов, устойчи-
вых к цефиксиму, тетрациклину, пенициллину 
и ципрофлоксацину [238]. При удалении из вы-
борки изолятов с плазмидами с генами blaTEM 
и tetM и сравнении долей устойчивых изолятов 
в выборках без GGI и с функциональным GGI, 
доля устойчивых к пенициллину изолятов вы-
росла с  1.2 до 2.6, а  к  тетрациклину – с  1.9 до 
3.4. Выявленные изменения можно объяснить 
тем, что плазмиды передаются посредством ко-
ньюгации, а не T4SS. В то же время, доля изоля-
тов без GGI, устойчивых к азитромицину, была 
выше, чем изолятов с  функциональным GGI. 
Отметим, что при сравнении выборок с функ-
циональным и  нефункциональным GGI доля 
изолятов, устойчивых к  азитромицину, была 
одинаковой. Это наблюдение может указывать 
на распространение устойчивости к азитроми-
цину по иному механизму [238].

Филогенетический анализ GGI в  мировой 
популяции гонококка выявил разделение GGI на 
три кластера, соответствующих описанным ранее 
классам [235], которые отличаются последова-
тельностью генов traG, atlA, ych, exp1, cspA, exp2 
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[238]. Детальный анализ с разделением кластеров 
на субкластеры показал, что системы молекуляр-
ного типирования MLST и NG-MAST позволяют 
отнести анализируемый изолят к определенному 
субкластеру GGI с точностью 83 и 91%, соответ-
ственно, и сделать вывод о наличии GGI и его 
функциональности, а  значит и  о  способности 
изолята секретировать ДНК [238].

Роль секретируемой ДНК  
в формировании биопленок

ДНК является важным компонентом биопле-
нок, она стабилизирует биопленку и участвует 
в прикреплении клеток к клеткам. В частности, 
обработка ДНКазой I заметно ингибировала об-
разование биопленок или даже приводила к их 
разрушению [239–241].

Образование биопленок N. gonorrhoeae изу-
чено не только на штамме MS11, обладающем 
функциональным T4SS, но и на штаммах 1291 
и FA1090, у которых нет этой системы [242]. Все 
три штамма способны образовывать биоплен-
ки, т. е. T4SS не является обязательным услови-
ем формирования биопленки. Однако мутант 
MS11 с делецией ключевого для T4SS гена traB, 
приводящей к остановке секреции оцДНК, де-
монстрировал существенно более медленную 
динамику образования биопленки с  заметно 
худшей стабильностью [11]. оцДНК, секрети-
руемая T4SS, играет важную роль на начальных 
этапах формирования биопленки, когда клет-
ки прикрепляются к поверхности, ускоряя этот 
процесс, в то время как на последующих этапах 
больший вклад вносит дцДНК, высвобождаемая 
автолизом или везикулами [11].

Комменсальные Neisseria – резервуары 
генетического материала и детерминант 

устойчивости N. gonorrhoeae к антибиотикам

На настоящий момент описаны по мень-
шей мере 15 комменсальных видов Neisseria 
spp., колонизирующих человека, не считая 
таксонов внутри полифилетических групп. Во-
семь из них упоминаются часто (кокковидные  
N. lactamica, N. mucosa, N. cinerea, N. polysaccharea, 
N. oralis, N. subflava и палочковидные N. elongata,  
N. bacilliformis), а  семь открыты относитель-
но недавно (N. bergeri, N. maigaei, N. uirgultaei, 
N. basseii, N. blantyrii, N. viridiae, N. benedictiae) 
[243]. Комменсальные Neisseria, как правило, не 
представляют угрозы для здоровья. Они состав-
ляют значительную долю микрофлоры рото/
носоглотки [244] и  могут обмениваться гене-
тическим материалом с патогенными Neisseria, 
являясь резервуаром детерминант устойчи-
вости к  АМП [245]. Около 6% всего генома  

N. gonorrhoeae получено от других представите-
лей рода Neisseria [245–248], вероятно, при оро-
фарингеальной гонорее. Именно таким путем 
в  популяции гонококка возникли мозаичные 
аллели гена penA, где донорами рекомбинантной 
ДНК для N. gonorrhoeae были N. subflava либо  
N. cinerea [102, 249–251]. Произошло это собы-
тие в Японии в 1990‑х годах на фоне перораль-
ного потребления сублетальных концентраций 
цефиксима [102]. Затем штаммы с мозаичными 
penA распространялись в условиях рекомендо-
ванной терапии цефалоспоринами [252].

Нельзя не упомянуть и о мозаичных аллелях 
генов оперона mtrCDE. Впервые такие аллели 
описали в 2012 году в небольшой группе изоля-
тов из Австралии, устойчивых к азитромицину 
[253]. Последовательность промотора гена mtrR 
у этих штаммов гомологична последовательно-
сти из менингококкового, но не гонококкового 
генома (meningitidis-like). Дальнейшие исследо-
вания выявили не только изоляты N. gonorrhoeae 
c геном mtrR и его промотором, гомологичны-
ми N. meningitidis, но и  изоляты N. gonorrhoeae 
в  которых гены оперона mtrCDE были цели-
ком или частично гомологичны N. lactamica  
и N. polysaccharea [133, 254].

Анализ геномов методами вычислительной 
филогенетики выявил ряд мутаций в генах rplB, 
rplD rpsY, которые, вероятно, возникли в  ре-
зультате химеризации с  N. cinerea, N. subflava 
и N. lactamica [10]. Показано также, что детер-
минанты устойчивости к фторхинолонам в ге-
нах gyrA, gyrB, parC и parE появились в геноме 
гонококка в результате горизонтального пере-
носа [9]. Доказательства внутривидового и вну-
триродового горизонтального транспорта полу-
чены и для гена porB [8].

Барьеры для межвидового горизонтального 
переноса генов внутри рода Neisseria

Несмотря на приведенные примеры успеш-
ного межвидового горизонтального переноса 
ДНК, внутри рода Neisseria существуют опре-
деленные барьеры, препятствующие данным 
событиям [245]. Так, коэволюция мотивов 
DUS и связывающего их белка компетентности 
ComP способствовала возникновению “репро-
дуктивной изоляции” между видами Neisseria, 
которая усиливается по мере их филогенети-
ческого расхождения [255]. Восемь вариантов 
мотивов DUS в сочетании с альтернативными 
формами белка ComP создают дивергентные 
“диалекты”, которые сильно увеличивают ча-
стоту связывания, поглощения и трансформа-
ции ДНК внутри вида по сравнению с межви-
довыми взаимодействиями [256].
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Другим препятствием для межвидово-
го обмена генетическим материалом являет-
ся различие в  количестве и  идентичности си-
стем рестрикции-модификации у  патогенных 
и  комменсальных видов Neisseria. Например,  
N. gonorrhoeae может содержать от 14 до 19 таких 
систем, филогенетически близкая N. lactamica –  
от 14 до 17, а  дальнородственная N. elongata –  
лишь 7–10 [257] (данные из базы REBASE, 
http://tools.neb.com/genomes/index.php?page=N). 
Эти виды по-разному модифицируют мотивы 
CpG и GpC, создавая видоспецифичные паттер-
ны метилирования. На примере ДНК N. elongata 
показано, что несовпадающее метилирование 
приводит к расщеплению хромосомы рестрик-
тазами и смерти клетки N. gonorrhoeae, которая 
попыталась встроить в  свой геном фрагменты 
ДНК другого вида [258, 259]. Примечательно, 
что другие естественно-компетентные роды, 
такие как Streptococcus, Helicobacter, Moraxella 
и Haemophilus, также обладают большим количе-
ством систем рестрикции-модификации [257], 
которые, вероятно, защищают их от попадания 
чужеродной ДНК и  способствуют сохранению 
клональных линий. Впрочем, вопреки этим ба-
рьерам, межвидовая рекомбинация in vitro и  in 
vivo отражает важность комменсальных Neisseria, 
особенно близкородственных N. gonorrhoeae, как 
резервуаров генетических вариаций и детерми-
нант лекарственной устойчивости гонококка.

Фазовые и антигенные вариации

Фазовая вариация – это случайное обрати-
мое переключение фазы экспрессии гена в со-
стояние включена/выключена, либо изменение 
уровня экспрессии в  определенных границах 
[231]. Антигенная же вариация не регулирует 
экспрессию гена, а  изменяет последователь-
ность белка, что приводит к  потенциальному 
появлению нескольких форм антигена (напри-
мер, сдвиг рамки считывания может приводить 
к  экспрессии трех разных продуктов). Геномы 
патогенных N. gonorrhoeae и  N. meningitidis со-
держат в  среднем 54 и  47 фазово- и  антиген-
но-вариабельных генов соответственно [260]. 
Не всегда, но часто эти гены кодируют факто-
ры патогенности, а  их высокая изменчивость 
может быть вызвана необходимостью уходить 
от иммунного ответа. Так, типичными фазово- 
и антигенно-вариабельными локусами являются 
гены пилей IV типа, адгезинов, белков мутности 
Opa и биосинтеза LOS.

Некоторые фазовые и антигенные вариации 
можно наблюдать фенотипически, например, 
при взаимопревращении типов морфологии ко-
лоний. Культуры первичных изолятов, выделен-
ных при острой гонорее, дают в основном виру-
лентные, имеющие пили, колониальных типов 
Т1 и  Т2. После нескольких пассажей на агаре 

они утрачивают эти свойства, переходя в авиру-
лентные типы Т3 и Т4, у которых нет пилей [261, 
262], которые, впрочем, могут быть восстановле-
ны при селективном пересеве в определенных ус-
ловиях. Частота фазовых и антигенных переходов 
пилей (P+/P-) и  белков мутности (Opa+/Opa-) 
может достигать 10–2–10–3 событий на колонию 
за поколение [263, 264]. При этом такая частота 
слишком высока, чтобы ее можно было объяс-
нить классическими мутационными событиями.

Фазовые вариации из-за неспаривания  
скользящей цепи (SSM)

Большинство фазовых вариаций у Neisseria 
возникают в  результате ошибок репликации 
нуклеотидных повторов. Данный механизм но-
сит название “неспаривание скользящей цепи” 
(slipped-strand mispairing, SSM), при котором 
один повтор спаривается с  соседним на про-
тивоположной цепи, что приводит к проскаль-
зыванию ДНК-полимеразы. Затем в этот локус 
направляются белки системы репарации, после 
чего повтор либо вырезается, либо дублирует-
ся, при этом частота последнего события выше. 
В случае нарушений в системе репарации mutS/
mutL частота фазовых вариаций может повы-
шаться в 100–1000 раз [265]. Число нуклеотид-
ных повторов в последовательности зависит от 
генетической изменчивости локуса: большее 
число повторов приводит к увеличению скоро-
сти изменчивости и наоборот [266]. Кроме того, 
чем длиннее повтор, тем меньше его копий нуж-
но для обеспечения высокой частоты мутаций. 
Среди гомополимерных повторов у N. meningitidis 
и  N. gonorrhoeae наиболее часто встречаются 
(G)9–26 и (T)11–30, а среди тандемных повторов – 
(GC)6, (CTTG)5–34, (CTTCT)5–24, (CAACCG)3, 
(GCGCGT)3, (TAGGCT)3, (CATTTCT)3–22 
и (GCCAAAGTT)5–25 [260].

Наиболее распространенными простыми 
короткими нуклеотидными повторами у  ми-
кроорганизмов рода Neisseria, вовлеченными 
в  процесс фазовой вариабельности, являются 
poly(G)-повторы, чаще всего расположенные 
в  кодирующей области гена около 5’-конца 
[260, 267]. Проскальзывания в повторе приво-
дят к  сдвигу рамки считывания и  трансляции 
дефектного белка, либо к образованию стоп-ко-
дона и  остановке трансляции. В  качестве из-
вестных примеров можно привести гены пили-
на (pilC) [268], гемоглобинсвязывающих белков 
(hpuA/hpuB) [269], а также pglA [270] и lgtA/lgtC/
lgtD [271], ответственных за гликозилирова-
ние пилей и  биосинтез LOS соответственно. 
С другой стороны, если повтор находится бли-
же к 3’-концу, то SSM может приводить к пере-
ключению между тремя рамками считывания на 
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C-конце кодируемого белка, результатом кото-
рого является антигенная вариация. Например, 
этому подвержен полиморфный ген токсина 
(mafB) [267], который, как полагают, способ-
ствует конкуренции между видами и штаммами 
в пределах одной ниши [272]. Гомополимерные 
повторы также встречаются в промоторных об-
ластях, где SSM изменяет расстояние между по-
ложениями –10 и –35, влияя на эффективность 
транскрипции. Примеры такого рода фазовых 
вариаций обнаружены в менингококковых генах 
порина (porA) [273] и белка внешней мембраны 
(opc) [274], а  также гонококкового рецептора 
сидерофора (fetA), участвующего в поглощении 
железа [275].

Тандемные повторы встречаются реже гомо-
полимерных [260, 276], среди них наиболее рас-
пространены (CTCTT)n-повторы в генах белков 
мутности (opa). Почти в каждой из копий гена 
ближе к 5’-концу локализован участок CTCTT 
длиной от 5 до 24 повторов. Кроме того, из-за 
высокого нуклеотидного сходства копии opa мо-
гут гомологично рекомбинировать друг с другом 
(генная конверсия), порождая еще больший ре-
пертуар белков мутности [277]. Встречаются так-
же внутригенные тандемные повторы, по длине 
кратные трем, не приводящие к  сдвигу рамки 
считывания, что обеспечивает генерацию струк-
турного разнообразия белков [278]. Например, 
они с разной копийностью присутствуют в виде 
повторов длиной 15 п. н. в генах липопротеино-
вого антигена (lip) [279], 24 п. н. в гене порино-
вого канала (pilQ) [280] и 108 п. н. в гене деления 
и биосинтеза клеточной стенки (dcaC) [281].

Интересно, что фазовые вариации в  одних 
генах могут влиять на эпигенетическую моди-
фикацию множества других. Тандемные повто-
ры (AGCC)n и (CCCAA)n вызывают фазовые ва-
риации в генах метилтрансфераз (modA и modB), 
соответственно, входящих в систему рестрикци-
и-модификации типа III. Показано, что указан-
ные выше изменения приводят к  изменению 
паттернов метилирования в промоторах, влияя 
на уровень экспрессии десятков генов, форми-
рование биопленок и взаимодействие с эпите-
лиальными клетками человека [282, 283].

Фазовые вариации на уровне генной конверсии

Генная конверсия происходит в результате го-
мологичной рекомбинации схожих фрагментов 
ДНК, что приводит к фазовым или антигенным 
вариациям. Часто эти фрагменты расположены 
в  виде генных кассет и  уровень разнообразия, 
вносимого конверсией, зависит от числа генов 
в кассете и их вариабельности [284]. Генная кон-
версия определяет антигенную вариабельность 
пилей N. gonorrhoeae. Разбросанные по хромо-
соме кассеты беспромоторных усеченных генов 

pilS, гомологичных гену основной субъединицы 
пилина pilE, служат для него резервуаром вариа-
бельной генетической информации.

Геном гонококка обычно содержит четы-
ре–пять кассет, несущих суммарно до 19 генов 
pilS, менингококка – одну кассету с  четырь-
мя–шестью pilS [285]. Перенос гомологичной 
ДНК из копии pilS в  экспрессирующийся pilE 
происходит независимо от RecBCD [286] за счет 
RecF-подобных белков (RecA), причем для со-
бытия рекомбинации необходим G4-квадру-
плекс [42]. Частота рекомбинации в pilE являет-
ся одной из самых высоких среди систем генной 
конверсии у патогенных микроорганизмов, она 
может достигать 6.8 × 10–3 событий на клетку за 
поколение, способствуя уклонению от действия 
иммунной системы [287].

Геномные перестройки

Известно, что порядок генов на хромосоме 
прокариот часто изменяется в процессе эволю-
ции и, как правило, быстрее, чем аминокислот-
ные последовательности, которые они кодируют 
[288–291]. Геномные перестройки могут про-
исходить в  результате событий гомологичной, 
сайт-специфической и незаконной рекомбина-
ции: инсерций, делеций, инверсий и транслока-
ций. При этом частота перестроек коррелирует 
с состоянием систем репарации/рекомбинации 
и количеством мобильных элементов в геномах 
[291, 292]. В  ходе сравнения трех геномов фи-
логенетически удаленных молекулярных типов  
N. gonorrhoeae были выявлены крупномасштаб-
ные хромосомные перестройки [293]. Показано 
также, что перестройки могут происходить за от-
носительно небольшой промежуток времени (8 
недель) в лабораторных условиях под воздействи-
ем стресса (повышенной температуры и добавле-
ния сублетальной концентрации хинолонового 
антибиотика – налидиксовой кислоты) [294].

При этом в  “горячих точках” между перес- 
троенными фрагментами генома (синтенны-
ми блоками) обнаруживают последовательности 
профагов (NgoФ1–9) и  других мобильных эле-
ментов, таких как инсерционные элементы IS 
(IS5, IS110, IS1595) и  MITE (miniature inverted-
repeat transposable elements). К последним относят 
нейссериальные межгенные мозаичные элементы 
(NIME) длиной 70–200 п. н. (в среднем 80 на ге-
ном); элементы Корреи (CREE) длиной 100–150 п. н.  
(126 на геном); элементы Спенсера–Смита 
(SSREE) длиной 650 п. н. (три на геном) [295]. 
Вовлеченность перечисленных мобильных эле-
ментов в процесс перестроек различна, лишь ме-
нее половины (44%) событий перестройки можно 
объяснить их присутствием в горячих точках [295].
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СЕКРЕТЫ ВЫЖИВАНИЯ Neisseria gonorrhoeae

Изучение взаимосвязи перестроек с  фи-
логенетической близостью N. gonorrhoeae и  
N. meningitidis показало, что количество перестро-
ек в  популяции гонококка не зависит от мо-
лекулярного типа изолята и  слабо коррелирует 
(ρ = 0.33)с филогенетической близостью, тогда 
как у N. meningitidis такая корреляция существует 
(ρ = 0.62) [295]. Вероятным объяснением может 
быть тот факт, что популяция менингококков 
обладает примерно в 6 раз большим нуклеотид-
ным разнообразием, чем популяция гонокок-
ков, которая, по-видимому, не так давно про-
шла через бутылочное горлышко [295].

Известно, что геномные перестройки мо-
гут влиять на экспрессию генов. Например, 
многие IS-элементы содержат на своих концах 
ориентированные наружу –35 промоторные 
фрагменты, поэтому вставка на правильном 
расстоянии от подходящего мотива –10 мо-
жет привести к усилению транскрипции [296]. 
У представителей рода Neisseria роль регулято-
ров экспрессии могут играть элементы CREE, 
также фланкированные промоторными фраг-
ментами. Подвергаясь инверсии под воздей-
ствием стресса [297] и находясь в горячих точках 
рекомбинации [293, 295], они способны влиять 
на транскрипцию близлежащих генов. Так, у   
N. meningitidis транскрипция генов эф-
флюкс-помпы MtrCDE управляется CREE-эле-
ментом, находящимся неподалеку от промотора 
[298]. Кроме того, элементы NIME, служащие 
сайтами для гомологичной и сайт-специфиче-
ской рекомбинаций, могут способствовать как 
генерации новых мозаичных аллелей ближай-
ших генов, так и протеканию фазовых и анти-
генных вариаций в них. Тем не менее, несмотря 
на приведенные примеры, влияние геномных 
перестроек на фенотип и  экспрессию генов 
у  N. gonorrhoeae и  других представителей рода 
Neisseria пока остается малоизученным.

ДИАГНОСТИКА ГОНОКОККОВОЙ 
ИНФЕКЦИИ

Микроскопическая (бактериоскопическая) 
диагностика

Микроскопическая диагностика основана 
на исследовании нативных или окрашенных 
препаратов в оптическом микроскопе. Анализи-
руют отделяемое уретры у мужчин или отделяе-
мое эндоцервикса у женщин. Мазки исследуют 
в два этапа: 1) окраска по Граму для сокращения 
списка предполагаемых возбудителей, вызыва-
ющих сходные симптомы; 2) окраска метилено-
вым синим или бриллиантовым зеленым с це-
лью выявления микроорганизмов рода Neisseria 
с  характерной морфологией и  расположением 
относительно нейтрофилов и  клеток эпителия 

[299, 300]. К отличительным морфологическим 
признакам нейссерий относятся бобовидная 
форма и парное расположение: снаружи кокки 
имеют выпуклую поверхность, вогнутой сто-
роной они обращены друг к другу. При острой 
инфекции в препаратах отделяемого пациентов 
гонококки обнаруживаются внутри нейтрофи-
лов и на поверхности клеток плоского эпителия. 
В препарате, окрашенном по Граму, гонококки 
выглядят оранжево-красными, контрастируя 
с  фиолетовыми ядрами лейкоцитов и  клеток 
эпителия. В  окрашенных метиленовым синим 
препаратах темно-синие диплококки выделя-
ются цветом и  размером на фоне голубой ци-
топлазмы, синих ядер эпителиальных клеток 
и нейтрофилов [300].

К  преимуществам микроскопического ме-
тода относятся быстрота, низкая стоимость, 
высокая чувствительность и  специфичность 
(>95%) анализа мазков из уретры. Основные 
недостатки – низкая чувствительность анали-
за цервикальных проб (45–65%), непримени-
мость для фарингеальных и ректальных проб, 
а также в случае ранней и бессимптомной го-
нореи. По этим причинам микроскопию ре-
комендуют применять только в  совокупности 
с другими методами [301, 302] (рис. 5).

Культуральная (бактериологическая)  
диагностика

Культуральная (бактериологическая) диа-
гностика, основанная на получении культуры  
N. gonorrhoeae с  использованием селективных 
питательных сред с последующей идентифика-
цией вида по биохимическим и  морфологиче-
ским признакам, является золотым стандартом 
[301]. Для выделения культуры гонококка при-
меняют среды Тайера–Мартина, Мартина–
Льюиса, Нью-Йоркский агар. Все эти методы 
основаны на шоколадном агаре с добавлением 
различных антибиотиков, подавляющих рост 
грамположительных кокков, энтеробактерий 
и грибов. Взятые образцы немедленно высева-
ют на предварительно прогретые до 37C чашки 
с плотной питательной средой. После 24 ч ин-
кубации при 37C в  атмосфере 5% CO2 коло-
нии гонококка могут иметь диаметр 0.5–2.0 мм 
и  округлую форму с  блестящей поверхностью. 
Они могут быть как прозрачными, так и непро-
зрачными, бесцветными или беловатыми, иметь 
разную консистенцию и  степень выпуклости. 
Наиболее характерные колонии маркируют для 
приготовления окрашиваемых по Граму препа-
ратов. Микроскопически оценивают чистоту 
культуры, в  идеале наблюдают монокультуру 
грамотрицательных диплококков, не образую-
щих гроздей или цепочек, свойственных стреп-
тококкам и стафилококкам. Посевы на чашках, 
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не давшие роста, вновь помещают в CO2-инку-
батор. При отсутствии признаков роста через 
48–72 ч инкубации наблюдение прекращают. 
Дополнительно измеряют МПК антибиотиков, 
используя либо диско-диффузионный метод, 
либо метод серийных разведений в агаре и др. 
[299, 300].

Морфологические свойства колоний  
N. gonorrhoeae могут сильно варьировать вслед-
ствие частых фазовых вариаций, что затрудня-
ет идентификацию возбудителя. Во избежание 
этого проводят качественные реакции на ак-
тивность оксидазы, каталазы и  расщепление 
сахаров. Свежеприготовленный 1%-ный рас-
твор ди- или тетраметил-п-фенилендиамина 
вступает в реакцию с Neisseria, окрашивая коло-
нию в  розово-фиолетовый цвет. В  каталазном 
тесте используют 3–30%-ный пероксид водо-
рода, обильное выделение пузырьков кислоро-
да свидетельствует о принадлежности колонии 
к  Neisseria spp. Поскольку все представители 
рода Neisseria оксидазо- и каталазоположитель-
ные, для видовой идентификации дополнитель-
но анализируют метаболизм сахаров. В  ряду 

моносахаридов, которые Neisseria spp. могут ис-
пользовать в качестве субстрата, N. gonorrhoeae 
расщепляет исключительно глюкозу [299, 300].

Кроме того, для видовой идентификации 
применяют коммерческие тест-системы Vitek 
2 NH system (“bioMerieux”, Франция), Rapid 
NH system (“Thermo Fischer Scientific”, США), 
BBL Crystal NH ID system (“Becton Dickinson”, 
США). Они могут включать до нескольких де-
сятков биохимических тестов в  одной панели, 
что позволяет выявлять множество микроорга-
низмов, что важно при коинфекциях. К преиму-
ществам бактериологического метода по сравне-
нию с бактериоскопическим относится высокая 
чувствительность (80–90%) и  специфичность 
(до 100% при видовой идентификации), а также 
применимость к  широкому спектру образцов. 
Эффективность этого метода особенно важна 
при исследовании патологического материала, 
полученного из цервикального канала, экстра-
генитальных очагов инфекции и при диагности-
ке гонореи у детей [299, 300].

Рис. 5. Методы обнаружения N. gonorrhoeae в биологических образцах человека и/или определения МПК.
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Молекулярная диагностика

Широкое распространение получила 
масс-спектрометрическая идентификация гоно-
кокка (времяпролетная масс-спектрометрия с ма-
трично ассоциированной лазерной десорбцией/
ионизацией, MALDI-TOF), при которой полу-
чают протеомный спектр – “отпечаток пальца”, 
характерный для определенного микроорганизма 
[303]. MALDI-TOF хорошо зарекомендовал себя 
для выявления гонококка, а его прогностическая 
значимость может достигать 99.3% [304]. Что же 
касается обнаружения антител к N. gonorrhoeae, то 
ни один из молекулярно-иммунологических мето-
дов не позволяет отличить текущую инфекцию от 
инфекций, перенесенных в прошлом. Трудности 
вызывают и постоянные фазовые вариации по-
верхностных антигенов гонококка, способствую-
щие его уклонению от иммунного ответа. Поэтому 
иммунологические методы, хорошо зарекомендо-
вавшие себя для диагностики других инфекций, 
передающихся половым путем (сифилиса, трихо-
моноза), при гонорее не используются [301].

Для выявления возбудителя гонореи при-
меняют также молекулярно-генетические ме-
тоды, основанные на амплификации нуклеино-
вых кислот возбудителя (NAAT – Nucleic Acid 
Amplification Technologies) с последующей флу-
оресцентной детекцией продуктов амплифика-
ции (например, в ходе ПЦР в реальном времени 
или гибридизации на микрочипах). Тесты NAAT 
быстры, высокочувствительны (>95%) и специ-
фичны (>99%), их можно проводить на широ-
ком спектре клинических образцов, при этом 
наличие жизнеспособных бактерий не требуется 
[305]. Многие из тестов многопараметрические 
и могут выявлять сразу несколько возбудителей 
ИППП (например, Chlamydia trachomatis вместе 
с N. gonorrhoeae).

Рынок молекулярной диагно стики  
N. gonorrhoeae насыщен отечественными и  за-
рубежными NAAT-тестами, такими как COBAS 
AMPLICOR (“Roche Diagnostics”, Швейцария), 
GeneXpert CT/NG assay (“Cepheid”, США), 
Abbott m2000 Real Time CT/NG assay (“Abbott”, 
США), BD Max CT/GC/TV (“Becton Dickinson”), 
ГОНО-ГЕН, Андрофлор (“ДНК-Технология”, 
Россия), AmpliSens NG (ЦНИИ Эпидемиоло-
гии Роспотребнадзора, Россия), ГОНОПОЛ 
(НПФ “ЛИТЕХ”, Россия). Мишени для иден-
тификации возбудителя включают гены 16S 
рРНК, белков мутности (opa) и адгезина (opcA), 
цитозин-метилтрансферазы (dcmG), гомолога 
белка инверсии пилей (pivNG), псевдоген porA 
гонококков, гены мобильных элементов [301, 
305]. Следует учитывать, что на эффективность 
выявления возбудителя может влиять генети-
ческая изменчивость гонококка. Показано, что 
потеря или модификация ДНК-мишени снижа-

ет чувствительность теста [306, 307], тогда как на 
специфичность влияет наличие в образце ДНК 
Neisseria spp., а также горизонтальный перенос 
ДНК от N. gonorrhoeae к Neisseria spp. [308, 309]. 
Кроме того, ДНК гонококка может присутство-
вать в урогенитальных образцах в течение 2 не-
дель после успешного лечения, приводя к лож-
ноположительным результатам тестирования 
[310]. Ключевым недостатком NAAT-диагности-
ки в сравнении с бактериологическим методом 
является невозможность получения фенотипи-
ческих данных об устойчивости изолята к анти-
биотикам, для чего требуется выделение чистой 
культуры.

Разнообразие молекулярных детерминант 
лекарственной устойчивости N. gonorrhoeae не 
позволяет рассматривать тесты на основе ПЦР 
как оптимальные для идентификации широкого 
спектра генетических маркеров резистентности 
к  АМП. Интенсивно разрабатываются новые 
методы выявления детерминант устойчивости 
и  предсказания уровня МПК на основе дан-
ных о генотипе изолята [110, 177, 311]. Особенно 
информативным могут быть сведения о  пол-
ном геноме N. gonorrhoeae, полученные с  ис-
пользованием методов высокопроизводитель-
ного секвенирования. Полногеномный анализ 
с  помощью как коротких (“Illumina”, США; 
“MGI Tech”, Китай), так и длинных прочтений 
(“Охford Nanopore Technologies”, Великобрита-
ния), как правило, проводят, используя геном-
ную ДНК изолятов, выращенных на специаль-
ных микробиологических средах [312]. Задачу 
получения геномных данных из клинических 
образцов N. gonorrhoeae без предварительного 
культивирования изолятов можно решить, ис-
пользуя процедуру целевого обогащения (target 
enrichment) [313], позволяющую перед секве-
нированием увеличить концентрацию геномов 
или геномных фрагментов, представляющих 
интерес. Процедура основана на применении 
биотинилированных РНК-олигонуклеотид-
ных зондов, дающих возможность захватывать 
и  увеличивать долю интересующих регионов 
путем гибридизации и выделения на магнитных 
частицах [313]. Вместе с  тем, эффективность 
полногеномного анализа N. gonorrhoeae на кли-
ническом материале еще предстоит установить.

Модели машинного обучения для предсказания 
устойчивости N. gonorrhoeae  

к антимикробным препаратам

Технологии машинного обучения сегодня 
являются глобальным направлением развития 
научных исследований и клинической диагно-
стики. Предсказание устойчивости к АМП ста-
новится неотъемлемым компонентом диагно-
стических тест-систем и  эпидемиологических 
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баз данных. Устойчивые тенденции увеличения 
объема данных и развития методов их анализа 
дают надежду на увеличение чувствительности 
и специфичности предсказательных моделей.

Существующие методы предсказания устой-
чивости N. gonorrhoeae к АМП можно концепту-
ально разделить на два класса, различающихся 
априорными данными о генетических детерми-
нантах лекарственной устойчивости. В первом 
случае в качестве размеченных данных выступа-
ют значения МПК и сведения о выявленных де-
терминантах, во втором – значения МПК и весь 
геном патогена. Методы предсказания МПК 
можно подразделить на бинарные/тернарные 
(деление на устойчивые и чувствительные, либо 
устойчивые, промежуточные и чувствительные) 
и  многоклассовые. В  бинарных методах клас-
сификации, основанных на анализе известных 
детерминант, часто применяют логические пра-
вила и  решающие деревья [314, 315]. Так, база 
данных Pathogenwatch (https://pathogen.watch/
genomes/all?genusId=482&speciesId=485) содер-
жит (на  апрель 2024 г.) информацию о  38000 
геномов N. gonorrhoeae и  алгоритм предска-
зания устойчивости по бинарной/тернарной 
классификации к азитромицину, цефтриаксону, 
цефиксиму, ципрофлоксацину, тетрациклину, 
пенициллинам, спектиномицину, сульфанила-
мидам, используя данные о  генетических де-
терминантах резистентности, автоматически 
определяемых при анализе генома [314]. На 
тестовой выборке значения специфичности 
и чувствительности предсказания устойчивости  
N. gonorrhoeae к  различным АМП находились 
в диапазонах 61.3–99.9% и 33.3–99.2% соответ-
ственно [314]. В  многоклассовой классифика-
ции по известным локусам применяют прежде 
всего регрессию [311, 316–318].

Согласно валидированным регрессионным 
моделям предсказания устойчивости N. gonor-
rhoeae к  цефалоспоринам, наибольший вклад 
в  увеличение МПК цефтриаксона внесли за-
мены Ala501Pro, Ala311Val, Gly545Ser, вставка 
Asp(345–346) в ПСБ2, а также замена Gly120Arg 
в PorB [311, 316]. При сравнении моделей наи-
большее значение точности и  площади под 
кривой при ROC-анализе показано с  исполь-
зованием логистической регрессии, k-соседей, 
дерева решений и случайного леса [318].

В  методах без априорного задания локусов 
(входными данными является последователь-
ность полного генома) предсказание значений 
МПК сводится к  задаче классификации или 
регрессии с применением методов машинного 
обучения. В  качестве исходных данных берут 
набор нередуцированных перекрывающихся 
нуклеотидных k-меров из анализируемых ге-
номов и значения МПК препаратов. Получают 

матрицу, в  которой k-меры и  значения МПК 
рассматриваются как признаки каждого генома. 
Для решения задачи классификации при пред-
сказании МПК применяется, в том числе и для 
N. gonorrhoeae [319], метод решающих списков, 
называемый также “машиной покрывающих 
множеств” (set covering machine (SCM)), и ме-
тод случайного леса (СЛ) и СЛ-регрессия. Yasir 
и  соавт. сравнивали разные методы машинно-
го обучения без априорного задания локусов 
и  получили наилучшие результаты на моделях 
случайного леса, CATBoost и  XGBoost [320]. 
В  работе Eyre и  соавт. показана неравнознач-
ная эффективность прогностических моделей 
на основе машинного обучения в  случае раз-
ных лекарственных препаратов, что может быть 
объяснено размером выборки и ее несбаланси-
рованностью [317]. Может показаться, что пред-
почтительными являются модели предсказания 
МПК, построенные не по известным детерми-
нантам, а по k-мерам. Однако сравнение эффек-
тивности прогностических моделей с использо-
ванием геномных наборов показало, что даже 
при относительно больших и  фенотипичес- 
ки сбалансированных наборах данных нельзя 
ожидать, что алгоритмы машинного обучения 
смогут успешно моделировать сложные и разно-
образные механизмы резистентности, особенно 
учитывая, что представленность механизмов 
резистентности в  обучающих наборах данных 
априори неизвестна [319].

АЛЬТЕРНАТИВА ПРИМЕНЕНИЮ 
АНТИМИКРОБНЫХ ПРЕПАРАТОВ  

В БОРЬБЕ С ГОНОКОККОВОЙ 
ИНФЕКЦИЕЙ

Способность N. gonorrhoeae формировать 
устойчивость к  АМП представляет глобаль-
ную угрозу и  побуждает искать альтернатив-
ные методы борьбы с гонококковой инфекци-
ей. Одним из таких подходов могла бы стать 
эффективная и доступная вакцина. Основные 
факторы, препятствующие разработке эффек-
тивной вакцины – антигенная и фазовая вари-
ация потенциальных мишеней, а также отсут-
ствие защитного иммунитета после инфекции. 
Первые попытки получить вакцину против 
N. gonorrhoeae были сделаны более 40  лет на-
зад и стартовали с таких антигенов, как уби-
тые клетки возбудителя [321] и  пили [322]. 
За прошедшие годы были проанализированы 
антигены к компонентам внешней мембраны 
(PorB, Opa, OpcA, OmpA, OmpU), участникам 
метаболизма железа (TbpA, TbpB, LbpA, LbpB, 
FetB), цинка (TdfJ, TdfH) и  анаэробного ме-
таболизма (AniA), эффлюксной помпе (MtrE) 
и  многим другим клеточным компонентам 
[323]. Подающие надежды результаты получе-
ны при использовании менингококковой вак-
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цины серогруппы B4CMenB (Bexsero) [324]. 
4CMenB это многокомпонентная вакцина, 
содержащая четыре основных иммуногенных 
компонента, включая нейссериальный гепа-
ринсвязывающий антиген (NHBA), слитый 
с  геномным антигеном Neisseria GNA1030; 
fHbp, слитый с  GNA2091; и  нейссериальный 
адгезин А  (NadA); обработанные детерген-
том OMV, содержащие белок PorA в качестве 
основного антигена [324]. К  достоинствам 
менингококковых OMV следует отнести рас-
творимость и  нативную форму белковых ан-
тигенов внешней мембраны [325]. Интерес 
к  изучению антигонококкового потенциала 
менингококковых вакцин возник после ре-
троспективного исследования пациентов из 
Новой Зеландии [326]. В данной работе пока-
зано, что снижение частоты диагностики го-
нореи (эффективность вакцины 31%) связано 
с  вакцинацией MeNZB [326] – вакциной на 
основе OMV, выделенных из менингококково-
го штамма NZ98/254 [327]. В настоящее время 
вакцина 4CMenB находится на II–III фазах 
клинических исследований. Математическое 
моделирование последствий использования 
вакцины предсказывает значительное сниже-
ние уровня заболевания гонококковой инфек-
цией даже при низкой эффективности вакцин 
[328, 329].

Альтернативный метод терапии гонококко-
вой инфекции может исходить из механизмов 
межвидовой борьбы бактерий, выраженной 
в  продукции бактериоцинов, выработке ток-
сичных липидов, конкуренции за питательные 
вещества. Бактериоцины – это белковые веще-
ства, продуцируемые одной бактерией и обла-
дающие бактерицидной активностью против 
того же или родственного вида бактерий. Счи-
тается, что летальное действие бактериоцинов 
обусловлено их связыванием с  поверхност-
ными рецепторами с  последующим взаимо-
действием с  внутриклеточной мишенью. Ряд 
штаммов стафилококка содержит плазмиду 
вирулентности 56S, которая кодирует бактери-
оцин “Bac R1”. Показано, что он ингибирует 
рост значительного количества грамположи-
тельных бактерий, а  также и  N. gonorrhoeae. 
Потеря жизнеспособности 7/7 штаммов гоно-
кокка через 30 мин роста составила около 90%, 
а через 5 ч достигла 99.9% [330]. Показано что 
пиоцины – бактериоцины, вырабатываемые 
P. aeruginosa, также подавляют рост Neisseria, 
в  том числе 56/56 протестированных штам-
мов N. gonorrhoeae, 3/20 N. meningitidis и  5/16 
N. lactamica [331]. Гибель гонококков происходила 
одномоментно и требовала всего одну молеку-
лу пиоцина на колониеобразующую единицу, 
сопровождаясь эндогенным лизисом. Однако 
выяснилось, что N. gonorrhoeae может развивать 

устойчивость к  бактериоцинам P. aeruginosa, 
изменяя структуру LOS последовательными де-
лециями и инсерциями сахаридов [332].

И с с л е д о в а н о  п о д а в л е н и е  р о с т а  
N. gonorrhoeae in vitro с использованием микро-
организмов, титры которых в вагинальном или 
цервикальном секрете превышают 105 КОЕ/мл. 
Установлено, что большинство штаммов  
S. epidermidis, S. aureus, меньшинство штаммов  
S. viridans, Neisseria spp., Candida и Bifidobacterium 
могут ингибировать рост гонококка [333]. По-
мимо этого, во влагалище обитает около 50 
различных видов микроорганизмов, например 
Lactobacillus. Вырабатывая молочную кислоту, 
лактобациллы могут способствовать поддер-
жанию низкого уровня рН во влагалище, что 
может подавлять рост других бактерий. Так, 
колонизация Lactobacillus sp., продуцирующи-
ми пероксид водорода, ассоциирована с более 
низкой частотой гонореи [334].

Отношения между культурами клеток обли-
гатно-патогенных и комменсальных нейссерий 
далеки от благоприятных. N. cinerea [335] по-
давляет рост N. meningitidis в культуре эпители-
альных клеток, а ДНК, выделяемая N. elongata 
и  несколькими другими непатогенными вида-
ми Neisseria, способна убивать N. gonorrhoeae 
[258]. Aho и соавт. [336] сообщали об антими-
кробной активности N. mucosa по отношению к  
N. gonorrhoeae, хотя позднее это было опро-
вергнуто [337]. Обнаруженная же способ-
ность N. cinerea подавлять рост N. meningitidis и   
N. gonorrhoeae обусловлена экспрессией системы 
секреции типа VI (T6SS), что не стало сюрпри-
зом [338]. T6SS – это одна из важнейших систем 
межвидовой борьбы, она присутствует более чем 
в 25% всех грамотрицательных бактерий и спо-
собна вводить токсины как в другие бактерии, 
так и в эукариотические клетки [339].

Еще одной альтернативой борьбы с гонокок-
ковой инфекцией могла бы стать фаговая тера-
пия [340, 341]. К преимуществам бактериофагов 
относится их нетоксичность и специфичность, 
а  значит и  отсутствие неблагоприятного вли-
яния на микробиом человека. Сообщается об 
успешной терапии уропатогенной E. coli [342]. 
Основная проблемой фаговой терапии – выде-
ление литических фагов. В 1955 году был опи-
сан полученный из смывов носоглотки человека 
бактериофаг, активный против ряда штаммов 
N. perflava [343]. Проверить активность этого 
фага в  отношении N. gonorrhoeae не удалось, 
но была показана его активность в отношении 
N. subflava, N. sicca, N. flavescens, M. catarrhalis 
и N. meningitidis [343]. В 1967 г. выделены фаги 
с  лизогенной активностью в  отношении не-
скольких штаммов N. perflava и N. subflava, од-
нако не удалось добиться эффективного лизиса  
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N. gonorrhoeae этими фагами [344]. В  2021 г. 
описали антигонококковую активность оро-
фарингеальных и аноректальных смывов в от-
ношении клинических штаммов N. gonorrhoeae 
[345]. Наблюдали образование фаговых бляшек, 
но попытка выделения антигонококкового бак-
териофага закончилась неудачно [345]. Таким 
образом фаговая терапия имеет большой потен-
циал, но пока еще остается темой для умозри-
тельных рассуждений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Высокая генетическая пластичность по-

зволяет N. gonorrhoeae формировать устой-
чивость ко всем терапевтическим антими-
кробным препаратам, что на фоне множества 
механизмов ускользания от иммунного ответа 
справедливо ставит гонококк в ряд патогенов, 
представляющих глобальную угрозу. Для от-
слеживания тенденций в  развитии устойчи-
вости к  антимикробным препаратам необхо-
дим постоянный мониторинг с применением 
глубокого секвенирования гонококковой, ме-
нингококковой и  комменсальной популяций 
Neisseria spp. Усилия, предпринимаемые на 
пути разработки вакцин, а  также новых ан-
тимикробных препаратов и  альтернативных 
методов терапии, оставляют надежду на воз-
можность благоприятного прогноза развития 
эпидемиологической ситуации, возможного 
при комплексном подходе к решению вопро-
са о гонококковой инфекции, сочетающего не 
только терапию, но и профилактику.
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Unveiling Neisseria gonorrhoeae Survival: Genetic Variability,  
Pathogenesis, and Antimicrobial Resistance

B. L. Shaskolskiy1,*, I. D. Kandinov1, D. A. Gryadunov1, D. V. Kravtsov1

1Center for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine,  
Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
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Despite nearly a century of therapy for gonococcal infection with a variety of antimicrobials, more than 80 
million cases of this disease are reported annually worldwide. The gonorrhea pathogen, Neisseria gonorrhoe-
ae, exhibits an exceptional ability to develop resistance to antibiotics due to its high genetic flexibility . As an 
obligate pathogen, the gonococcus has evolved mechanisms to evade host defenses, engaging with the innate 
and adaptive immune responses in both men and women. The bacterium can establish residence within ep-
ithelial cells, macrophages, and neutrophils. Through genetic variability and horizontal gene transfer, strains 
resistant to each of the drugs used in gonorrhea therapy have emerged. The type IV secretion system plays 
a critical role in horizontal gene transfer, driving the development of antimicrobial resistance. This review 
explores the pathogenesis and immune evasion mechanisms, antibiotic resistance formation, genetic vari-
ability, laboratory analysis methods for the pathogen, and emerging trends in the diagnosis and treatment of 
gonococcal infections.

Keywords: Neisseria gonorrhoeae, horizontal gene transfer, T4SS, antimicrobial resistance, bacterial patho-
genesis
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ВВЕДЕНИЕ
Появление все новых и новых противоми-

кробных препаратов с последующим их широ-
комасштабным и бесконтрольным использова-
нием как в клинической практике, так и в быту, 
привело к возникновению большого количества 
резистентных штаммов патогенных микроорга-
низмов, осложняющих хирургическое вмешатель-
ство и лечение таких социально значимых забо-
леваний, как туберкулез, венерические болезни, 
иммунодефицитные состояния [1]. Синтез анти-
биотиков новых поколений, обладающих альтер-
нативной химической структурой, не позволяет 
решить проблемы, связанные с множественной 
лекарственной устойчивостью, поскольку их при-

менение неизбежно ведет к эволюции защитных 
механизмов бактериальной клетки: модификации 
ферментов-мишеней, изменению структуры кле-
точной стенки и систем транспорта антибиотика, 
активации процессов деградации молекул анти-
биотика [2]. В настоящее время практически пол-
ностью исчерпан спектр возможных механизмов 
действия веществ, обладающих потенциальной 
антибиотической активностью. Проблема анти-
биотикорезистентности требует принципиально 
нового подхода к ее решению. В последние годы 
появилось много публикаций, посвященных 
взаимосвязи метаболического статуса бактери-
альной клетки и ее чувствительности к антибак-
териальным препаратам [3–7]. Были открыты 
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Решение проблемы множественной лекарственной устойчивости требует нестандартных подходов, 
поскольку потенциал создания новых антибиотиков практически исчерпан. Управление метаболиз-
мом патогена с целью повышения его восприимчивости к антибактериальной терапии рассматри-
вается как наиболее перспективное направление создания новых комбинированных лекарствен-
ных средств. В последние годы возросло количество исследований, посвященных роли биосинтеза 
компонента клеточной стенки ADP-гептозы в чувствительности бактерий к антибиотикам, а также 
в патогенезе бактериальной инфекции. В настоящем обзоре рассмотрены основные направления 
исследований в области применения ADP-гептозы и ее аналогов в терапии бактериальных инфек-
ций. Известна исключительная роль ADP-гептозы в индукции иммунного ответа через активацию 
сигнального пути NF-κB и синтезе провоспалительных цитокинов. В наших последних работах 
показано, что нарушение синтеза ADP-гептозы и оттока седогептулозо-7-фосфата из пентозофос-
фатного пути индуцирует редокс-дисбаланс и полностью дезорганизует метаболизм низкомолеку-
лярных тиолов, таких как сероводород, цистеин, глутатион, что делает бактериальную клетку чрез-
вычайно уязвимой к действию антибиотиков. Нами показано, что сверхчувствительность мутантов 
с нарушенным синтезом ADP-гептозы к широкому спектру антибиотиков объясняется скорее но-
вым метаболическим статусом, чем изменением проницаемости клеточной стенки. Таким образом, 
потенциальные ингибиторы биосинтеза ADP-гептозы могут сочетать в себе такие положительные 
качества, как иммуномодулирующий эффект и мощное потенцирующее действие при проведении 
антибиотикотерапии.
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новые неспецифические системы защиты бак-
терий от действия антибиотиков с участием низ-
комолекулярных тиолов, таких как сероводород 
[7–10]. Наиболее перспективным подходом к мо-
дулированию чувствительности микроорганиз-
мов к антибиотику вне зависимости от механизма 
его действия, с нашей точки зрения, выглядит 
поиск наиболее уязвимых точек в центральном 
метаболизме бактериальной клетки, воздействуя 
на которые можно значительно повысить эффек-
тивность антибактериальной терапии. Создание 
нового поколения метаболических адъювантов, 
не обладающих собственным антибиотическим 
действием, но значительно усиливающих дей-
ствие уже существующих препаратов, позволит 
продлить клиническое использование известных 
антибиотиков.

Пентозофосфатный путь (ПФП) – один 
из ключевых метаболических процессов, служа-
щий источником пентозофосфатов для синтеза 
всех нуклеотидов и нуклеиновых кислот, в том 
числе и пиридинового нуклеотида NADPH, необ-
ходимого для роста клеток и их защиты от окис-
лительного стресса. В  каскаде превращений 
неокислительной ветви ПФП в клетках разных 
микроорганизмов синтезируется уникальный 
семиуглеродный сахар – седогептулозо‑7‑фос-
фат (С7Ф) – предшественник широкого спектра 
вторичных метаболитов, включая компоненты 
клеточной стенки и антибиотики, в частности 
аминогликозидные [11]. В клетках грамотрица-
тельных бактерий С7Ф является предшественни-
ком активированной ADP-глицероманногептозы 
(ADP-гептозы), важного компонента липополи-
сахарида (ЛПС) клеточной стенки, соединяющего 
внутренний кор (2‑кето‑3‑дезоксиоктанат, КДО) 
с поверхностным О-антигеном (рис. 1) [12, 13].

Нарушение синтеза ADP-гептозы приводит 
к формированию шероховатых колоний (так на-
зываемый фенотип “deep rough”). Клетки с этим 
фенотипом характеризуются повышенной чув-
ствительностью к различным гидрофобным соеди-
нениям, в том числе к антибиотикам новобиоцину, 
актиномицину D, эритромицину и др. [12, 16]. Ра-
нее ферменты биосинтеза ADP-гептозы рассма-
тривали как потенциальные мишени для проти-
вомикробных препаратов [17–20], но отсутствие 
структурных данных для ферментов-гомологов 
из разных видов патогенов существенно затруд-
няет исследования и подбор оптимальных хими-
ческих структур ингибиторов. Инактивация генов 
ферментов биосинтеза ADP-гептозы не оказывает 
существенного влияния на скорость роста бакте-
риальной культуры, однако заметно повышает чув-
ствительность к широкому спектру антибиотиков 
[14], поэтому адъюванты на основе ингибиторов 
ферментов синтеза ADP-гептозы могут использо-
ваться в качестве новых препаратов, усиливающих 
действие традиционных антибиотиков.

БИОСИНТЕЗ ADP-ГЕПТОЗЫ:  
ФЕРМЕНТЫ И МЕХАНИЗМЫ  

РЕГУЛЯЦИИ
Предшественником активированной ADP-геп-

тозы является семиуглеродный сахар С7Ф, синте-
зируемый в неокислительной ветви ПФП (рис. 2). 
Следует отметить, что образование С7Ф тесно свя-
зано с синтезом пентозофосфатов и их возвратом 
в гликолиз через неокислительную ветвь ПФП. 
Таким образом, нарушение оттока С7Ф может ока-
зывать существенное влияние на метаболическое 
равновесие в ПФП.

У Escherichia coli гены, участвующие в синтезе 
и транслокации компонентов ЛПС, распреде-
лены по трем оперонам в локусе rfa (известном 
также, как waa), однако гены gmhA, hldE и gmhB, 
кодирующие ферменты (рис.  2), отвечающие 
за начальные этапы синтеза ADP-гептозы, в него 
не входят [21]. Седогептулозо‑7‑фосфатизомераза 
(GmhA) осуществляет первый этап превращения 
С7Ф в D-глицеро-D-манногептозо‑7‑фосфат. 
Экспрессия гена gmhA находится под положи-
тельным контролем ДНК-связывающего транс-
крипционного регулятора OmpR [22]. Регулон 
ompR представляет собой совокупность генов, 

ЛПС

Периплазматическое пространство

ADP-гептоза
КДО

O-антиген

Наружная 
мембрана

Внутренняя 
мембрана

Рис.  1. Строение клеточной стенки грамотрица-
тельных бактерий [14, лицензия Creative Commons 
Attribution (CC BY)]. ADP-гептоза является связую-
щим звеном между полисахаридными цепями О-ан-
тигена и внутренним ядром (KДO) [13]. Структура 
ЛПС-мутантов, утративших АDP-гептозу, неста-
бильна из-за отсутствия отрицательно заряженных 
фосфатных групп на гептозных остатках, которые в 
норме стабилизируют структуру за счет взаимодей-
ствия с положительно заряженными ионами. Кро-
ме того, клеточная стенка мутантов, утративших 
ADP-гептозу, характеризуется повышенной прони-
цаемостью для гидрофобных соединений [15].
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участвующих в ответе на так называемый “стресс 
оболочки” (envelope stress response) и кодирую-
щих неспецифические транспортеры, такие как 
порины OmpF, OmpC, OmpA, OmpX, а также си-
стемы белков-переносчиков AcrAB-TolC, играю-
щих роль в возникновении множественной ле-
карственной устойчивости [23]. Антагонистом 
OmpR является регулятор CpxR, который, в свою 
очередь, тормозит экспрессию генов, снижая 
тем самым уровень соответствующих белков-
транспортеров в мембране клетки и ограничи-
вая синтез ЛПС [24]. HldE представляет собой 
бифункциональный фермент, N-концевой домен 
которого является рибокиназой, присоединяю-
щей фосфат в первом положении к D-глицеро-
D-манногептозо‑7‑фосфату с  образованием 
D-глицеро-D-манногептозо‑1,7‑бифосфата. Фос-
фат в седьмом положении отщепляет фосфатаза 
Gmh B. С-концевой домен HldE функционирует 
как нуклеотидсахартрансфераза и присоединяет 
ADP к D-глицеро-D-манногептозо‑1‑фосфату 
с  образованием ADP-D-глицеро-β-D-манно-

гептозы. Регуляция экспрессии генов hldE и gmhB 
остается малоизученной.

Заключительный этап активации ADP-гепто-
зы с последующим ее переносом на внутренний 
кор ЛПС осуществляется ферментами, гены кото-
рых объединены в первый rfa-оперон, состоящий 
из rfaD (или gmhD), waaF (или rfaF), waaC (или 
rfaC) и waaL (или rfaL). RfaD ADP-L-глицеро-
D-манногептозо‑6‑эпимераза осуществляет пре-
вращение ADP-D-глицеро-β-D-манногептозы 
в  ADP-L-глицеро-β-D-манногептозу. Гепто-
зилтрансферазы I и II (WaaC и WaaF) переносят 
первый и второй остатки гептозы на КДО вну-
треннего кора ЛПС. Ген waaL кодирует лигазу, 
необходимую для прикрепления О-антигена или 
альтернативного М-антигена к внешнему кору 
ЛПС (рис. 2) [21]. Гены первого rfa-оперона на-
ходятся под положительным контролем двух-
компонентной системы ZraSR, включающей 
ZraS – мембраносвязанную сенсорную киназу, 
и ZraR – регулятор цитоплазматического отве-
та [25]. Роль системы Zra остается неопределен-

− −

Рис. 2. Структура ЛПС клеточной стенки грамотри-
цательных бактерий. Этапы биосинтеза ADP-гептозы 
из седогептулозо‑7‑фосфата. Гены gmhA, hldE и gmhB 
не входят в состав rfa-оперонов. Последующие эта-
пы сборки ЛПС осуществляются ферментами, гены 
которых объединены в два rfa-оперона. Геп I, II, III, 
IV — остатки АDP-гептозы. Ф — фосфат. КДО — 
3‑дезокси-D-манно-окт‑2‑улозоновая кислота.
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ной: она участвует в ответе на стресс, вызванный 
действием двухвалентных металлов (в частности, 
Pb2+, Zn2+, Cu2+) [26], а также на стресс оболочки.

Второй оперон содержит гены waaQ (rfaQ) 
и  waaU (rfaK), которые кодируют гептозил-
трансферазы, добавляющие третий и четвертый 
остатки гептозы, соответственно (рис. 2), гены 
waaG(или rfaG), waaO (или rfaI) и waaJ (или rfaJ) 
кодируют глюкозилтрансферазы, участвующие 
в формировании наружного кора ЛПС из трех 
остатков глюкозы, waaB (rfaB) кодирует галакто-
зилтрансферазу и добавляет остаток галактозы 
к первому остатку глюкозы наружного кора. Гены 
waaY (rfaY) и waaP (rfaP) кодируют киназы, от-
ветственные за фосфорилирование гептоз, waaZ 
(rfaZ) участвует в прикреплении третьего остатка 
KДO во время биосинтеза ядра ЛПС и, наконец, 
ген waaS (rfaS), кодирует фермент, необходимый 
для прикрепления рамнозы к ядру ЛПС путем 
связывания с остатком KДO II [21]. Следует отме-
тить, что наружный кор ЛПС не формируется при 
инактивации синтеза или транслокации гептозы, 
в результате возникает фенотип “deep rough”.

Короткий третий оперон waa содержит ген 
waaA, который кодирует трансферазу, добавляю- 
щую два остатка KДO к липиду A, и ген coaD, 
не участвующий в синтезе ЛПС [15, 27]. Опре-
деляющей особенностью ЛПС E. coli являются 
фосфорильные заместители в гептозных остатках 
ЛПС, необходимые для стабильности и струк-
турной организации мембраны. Благодаря своим 
отрицательным зарядам, эти заместители обеспе-
чивают соединение соседних молекул ЛПС, опо-
средованное двухвалентными катионами [28, 29].

РОЛЬ ADP-ГЕПТОЗЫ В ПАТОГЕНЕЗЕ  
БАКТЕРИАЛЬНЫХ ИНФЕКЦИЙ

Поверхность внешней мембраны грамотри-
цательных бактерий покрыта ЛПС, которые 
состоят из трех компонентов – липида А, оли-
госахаридов кора, обычно содержащих глюко-
зу, гептозу, галактозу, 2-кето-3-дезоксиоктонат 
(КДО) и высоковариабельный компонент О-ан-
тигена [30]. ЛПС действует как барьер, защищаю- 
щий от крупных молекул и гидрофобных сое-
динений окружающей среды. Молекулы ЛПС 
интегрированы в фосфолипидный слой наруж-
ной мембраны, они поддерживают правильную 
структурную организацию таких белков, как 
порины, осуществляющие неспецифический 
транспорт малых молекул и выступающие в ка-
честве рецепторов бактериофагов [31]. 

ЛПС грамотрицательных бактерий непро-
ницаем для различных токсинов, протеаз, ли-
зоцима, детергентов и гидрофобных антибак-
териальных соединений. Компоненты ЛПС, 

высвобождающиеся в больших количествах при 
лизисе бактериальных клеток, по сути, являют-
ся эндотоксинами, вызывающими тяжелые ос-
ложнения бактериальных инфекций, в том чис-
ле сепсис. Недавно в опытах на Shigella flexneri, 
Salmonella enterica серовар typhimurium, птичьей 
патогенной E. coli (APEC) и Campylobacter jejuni 
установили, что длина ЛПС играет ключевую 
роль в способности возбудителей колонизиро-
вать кишечник, проникать в  клетки хозяина, 
образовывать биопленки и в их подвижности 
[32–34]. Таким образом, ЛПС представляет 
собой фактор вирулентности, ответственный 
за патогенез бактериальной инфекции [35, 36].  
Относительно недавно стали появляться дан-
ные о  том, что ключевой промежуточный 
метаболит биосинтеза ЛПС, D-глицеро-β-
D-манногептозо‑1,7‑бисфосфат, может акти-
вировать сигнальный путь транскрипционного 
регулятора NF-κB и  индуцировать экспрес-
сию генов провоспалительных цитокинов, хе-
мокинов, молекул адгезии, запуская врожден-
ный иммунный ответ [37, 38]. Обнаружено, 
что D-глицеро-β-D-манногептозо‑1‑фосфат 
(β-HMP) также может индуцировать TIFA-за-
висимую передачу сигналов NF-κB и  вос-
палительный ответ, как и  D-глицероβ-
D - м а н н о г е п т о з о ‑ 1, 7 ‑ б и с ф о с ф а т  [ 3 9 ] .  
Однако оставалось неясным, является  ли 
D-глицеро-β-D-манногептозо‑1,7‑бисфосфат 
истинным патогенассоциированным молеку-
лярным паттерном (pathogen-associated molecular 
pattern, PAMP). Группа исследователей под руко-
водством Шао показала, что ключевой промежу-
точный продукт биосинтеза ЛПС, ADP-гептоза, 
может транспортироваться в клетки млекопитаю- 
щих и связываться с ALPK1 (альфа-киназой 1), что 
приводит к серии сильных иммунных реакций [40].  
Предположили, что связывание ADP-гептозы 
с ALPK1 может вызвать конформационные из-
менения, которые приводят к фосфорилирова-
нию ее киназного домена и дальнейшей акти-
вации TIFA, что, в конечном итоге, активирует 
нижележащий путь NF-κB. Важно отметить, что 
в этой же работе показано, что D-глицеро-β-
D-манногептозо‑1,7‑бисфосфат не может дей-
ствовать непосредственно как РАМР. Вместо 
этого аденилаттрансфераза хозяйской клетки 
превращает его в ADP-гептозо‑7‑фосфат, кото-
рый активирует ALPK1 в меньшей степени, чем 
ADP-гептоза. Более того, инъекции ADP-гепто-
зы вызывали у мышей сильные воспалительные 
реакции, в то время как инъекции D-глицеро-β-
D-манногептозо‑1,7‑бисфосфата не оказывали 
заметного эффекта на продукцию медиаторов 
воспаления. Участие во взаимодействии ADP-геп-
тозы, а не других интермедиатов гептозного пути 
подтверждено in vitro путем скрининга библиоте-
ки мутантов транспозона Y. pseudotuberculosis [40]. 
Установлено, что инактивация gmhA и hldE пре-
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пятствует активации пути NF-κB, в то время как 
делеции gmhB и rfaD не влияли на активацию это-
го ядерного фактора [40]. Эти данные расширяют 
наши представления о бактериальных метаболи-
тах как новом типе РАМР, обладающих большим 
потенциалом использования в разработке новых 
иммуномодуляторов и антивирулентных адъю-
вантов.

РОЛЬ БИОСИНТЕЗА ADP-ГЕПТОЗЫ  
В РЕГУЛЯЦИИ РЕДОКС-СТАТУСА  
КЛЕТКИ И ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ  

К АНТИБИОТИКАМ

Согласно опубликованным данным, наруше-
ние синтеза ADP-гептозы влечет за собой реорга-
низацию компонентов внешней мембраны кле-
точной стенки, приводя к изменению барьерной 
функции в сторону повышения проницаемости 
для гидрофобных соединений [41]. Однако ме-
таболическим предшественником ADP-гепто-
зы является С7Ф, образующийся в ПФП наряду 
с пентозофосфатами и генерацией восстанови-
тельных эквивалентов NADPH [42]. Таким об-
разом, направление С7Ф из ПФП на синтез ЛПС 
может влиять на поддержание восстановительного 
потенциала NADPH и стрессоустойчивости бак-
териальной клетки в целом.

В наших работах мы сосредоточились на из-
учении фенотипа и метаболического статуса 
штаммов с инактивированными генами био-
синтеза ADP-гептозы (gmhA, hldE, gmhB, rfaD), 
а также дефектным по генам транслоказ (waaC 
и  waaF), отвечающих за  формирование геп-
тозного мостика, связывающего внутренний 
и внешний кор ЛПС (рис. 2). Штаммы ∆gmhA, 
∆hldE, ∆rfaD и ∆waaC демонстрировали высокую 
чувствительность к широкому спектру антибио-
тиков и резкое изменение параметров централь-
ного метаболизма (снижение пула NADPH, 
АТР, низкомолекулярных тиолов). Интересно, 
что мутант ∆waaF оказался значительно менее 
чувствительным к тестируемым антибиотикам, 
из чего следует, что добавление второго остатка 
гептозы к КДО, по-видимому, не имеет столь 
драматических последствий. Штамм с мутацией 
∆gmhB практически не отличается от штамма 
дикого типа. Это связано с тем, что делеция 
гена gmhB не приводит к полному нарушению 
синтеза ADP-гептозы, поскольку клетки E. сoli 
содержат гомологичные ферменты. Продукт 
гена gmhB (D-глицеро-β-D-манногептозо‑1,7
‑бисфосфат‑7‑фосфатаза) представляет собой 
фермент, принадлежащий к подклассу фосфа-
таз. В клетках E. coli присутствует несколько 
подобных ферментов, например, имидазолгли-
церинфосфатдегидратаза/гистидинолфосфата-
за HisB, участвующая в биосинтезе гистидина. 
Согласно опубликованным данным, активность 

этих ферментов может компенсировать дефект 
делеции gmhB [20]. Кроме того, изменения 
редокс-статуса и других измеряемых параметров 
у этих мутантов (∆waaF, ∆gmhB) были не столь 
значительными, как у штаммов с высокой чув-
ствительностью к антибиотикам (∆gmhA, ∆hldE, 
∆rfaD и ∆waaC).

Ранее мы показали, что инактивация ге-
нов gmhA, hldE, rfaD и waaC наряду с утратой 
ADP-гептозы провоцирует развитие мощного 
окислительного стресса, сопровождающегося 
нарушением гомеостаза низкомолекулярных 
тиолов, сероводорода, цистеина и глутатио-
на, которые играют важную роль в стрессо-
устойчивости клеток [7, 9, 43]. Ограничение 
метаболизма цистеина (∆cysB и ∆cysE) и ин-
гибирование синтеза глутатиона (∆gshAB) вли-
яют на редокс-статус исследуемых мутантов 
и  приводят не  к  ожидаемому повышению, 
а к снижению чувствительности мутанта ∆gmhA 
к антибиотикам. В то же время блокирование 
экспорта цистеина (∆eamA) или увеличение 
импорта (Ptet-tcyP) цистина, являющего окис-
ленной формой цистеина, приводит к  еще 
большей чувствительности клеток с делецией 
gmhA к антибиотикам [43]. Выявлена корре-
ляция между ростом чувствительности к ан-
тибиотикам и повышением доли окисленно-
го глутатиона (GSSG) [44]. Снижение пула 
восстановительных эквивалентов NADPH 
в  мутантах, утративших ADP-гептозу, ведет 
к возрастанию уровня окисленного глутатио-
на и редокс-модификации белков, следствием 
чего может стать изменение метаболического 
статуса клетки [44]. Таким образом, установ-
лено, что весь метаболизм низкомолекуляр-
ных тиолов в “deep rough” мутантах направлен 
на обеспечение глутатионилирования белков 
[45], которое не только защищает белки от не-
обратимого окисления, но и может существен-
но изменять их функционирование [46]. В ходе 
проведенных исследований обнаружено, что 
чувствительность мутантов ΔgmhA, утратив-
ших ADP-гептозу, может быть супрессирована 
активацией биосинтеза пуринов (рис. 3). Ока-
залось, что конститутивная экспрессия генов 
purR-регулона, включая серин-глициновый 
путь (рис. 3), приводит к супрессии чувстви-
тельности к  антибиотикам и  окислителям, 
а также к нормализации пула восстановитель-
ных эквивалентов NADPH, активности систе-
мы SoxRS защиты от окислительного стресса 
и к снижению уровня окислительной модифи-
кации белков [44].

Нам удалось показать, что высокую чувстви-
тельность “deep-rough” мутантов нельзя объ-
яснить исключительно нарушением барьерной 
функции ЛПС. Наибольшую чувствительность 
к антибиотикам и изменения в центральном 
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метаболизме демонстрировали мутанты по ге-
нам биосинтеза (gmhA, hldE, rfaD) и мутант по 
транслоказе первого остатка гептозы (waaC). 
Нарушение синтеза ADP-гептозы, по-видимо-
му, провоцирует усиление центрального мета-
болизма, включая цикл трикарбоновых кислот. 
На фоне делеции gmhA существенно возрастает 
уровень редокс-чувствительной глюконеоген-
ной альдолазы FbaB [44]. Изменение активности 
ферментов путем глутатионилирования игра-
ет важную роль в регуляции биосинтетических 
процессов [47]. Увеличение активности альдола-
зы FbaB у мутантов gmhA на фоне повышенного 
уровня глутатионилирования белков свидетель-
ствует о значительном перераспределении цен-
тральных метаболических потоков.

СОЗДАНИЕ ИНГИБИТОРОВ  
КЛЮЧЕВЫХ ФЕРМЕНТОВ СИНТЕЗА  

ADP-ГЕПТОЗЫ
Ферменты биосинтеза ADP-гептозы давно вы-

зывают интерес в качестве мишеней для создания 
адьювантов, повышающих эффективность антибак-
териальной терапии [17, 19, 20, 48]. Следует отметить, 
что у клинически значимых грамотрицательных ми-
кроорганизмов ферменты биосинтеза ADP-гептозы 
обладают высокой степенью гомологии [18, 20]. Од-
нако создать клинически значимые, эффективные, 
биодоступные ингибиторы до сих пор не удалось, 
что, по-видимому, связано с недостатком данных 
о структуре этих ферментов у различных патогенов. 
Сами ингибиторы биосинтеза ADP-гептозы не долж-

б

а

Рис. 3. Биосинтез пуринов как фактор, модулирующий чувствительность мутантов по ADP-гептозе. а – Метаболи-
ческая схема пентозофосфатного пути, показывающая взаимосвязь процессов синтеза предшественника ADP-геп-
тозы – седогептулозо-7-фосфата, рибозо-5-фосфата и восстановления NADPH. Репрессор PurR регулирует синтез 
пуринов, начиная с образования фосфорибозилпирофосфата, а также серин-глициновый путь (ген glyA), который 
наряду с окислительной ветвью пентозофосфатного пути является источником генерации NADPH. б – Инактивация 
синтеза ADP-гептозы приводит к фенотипу “deep rough”, гиперчувствительности к антибиотикам и окислительному 
стрессу. Активация биосинтеза пуринов в бактериальных клетках с нарушенным синтезом ADP-гептозы подавляет 
чувствительность к антибиотикам и окислительный стресс [44], лицензия Creative Commons Attribution (CC BY). Г6Ф 
– глюкозо-6-фосфат, Ф6Ф – фруктозо-6-фосфат, 3-ФГА – глицеральдегид-3-фосфат, Ф1,6ДФ – фруктозо-1,6-ди-
фосфат, ДГАФ – дигидроксиацетонфосфат, Ру5Ф – рибулозо-5-фосфат, Р5Ф – рибозо-5-фосфат, Кси5Ф – ксило-
зо-5-фосфат, С7Ф – седогептулозо-7-фосфат, ТГФ –тетрагидрофолат, ЦТК – цикл трикарбоновых кислот.
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ны обладать противомикробной активностью, по-
скольку инактивация генов этого биосинтетическо-
го пути не влияет существенно на скорость роста 
бактериальной культуры [14] и позволяет избежать 
появления новых резистентных форм в процессе их 
клинического и бытового использования.

Известны попытки создания ингибиторов 
первых двух ферментов биосинтеза ADP-гептозы 
(GmhA и HldE) на основе аналогов D-глицеро-D-
манногептозо‑7‑фосфата. Обнаружено, что GmhA 
и HldE чрезвычайно чувствительны к структурным 
модификациям в положениях 6 и 7 гептозного кар-
каса. Эпимерный аналог гептозо‑7‑фосфата, име-
ющий конфигурацию D-глюкопиранозы, оказался 
лучшим ингибитором обоих ферментов, но также 
и единственной молекулой этого ряда, которая могла 
ингибировать GmhA (IC50 = 34 мкМ) и HldE (IC50 = 
9.4 мкМ) в микромолярном диапазоне концентра-
ций [19]. Еще одной попыткой стала работа, посвя-
щенная изучению ингибирующей активности ряда 
фосфорил- и фосфонилзамещенных производных, 
содержащих гидроксаматный фрагмент, рибозы или 
гексозы, направленных на связывание иона Zn2+ 
в  активном сайте фермента Gmh A. Некоторые 
из этих соединений оказались наномолярными ин-
гибиторами Gmh A. Они лишены цитотоксичности 
в отношении клеток гепатокарциномы HepG2 и соб-
ственной антибактериальной активности, но при 
этом предотвращают гептозилирование ЛПС in vitro 
у Enterobacteriaceae, а также усиливают действие эри-
тромицина и рифампицина на клетки E. coli дикого 
типа [48]. Результатом высокопроизводительного 
скрининга (HTS) 40000 соединений из внутренней 
библиотеки Mutabilis с использованием люминес-
центного анализа HldE-киназной активности E. coli 
стало открытие ингибиторов 1 и 2 с IC50 в диапазоне 
50–70 мкМ. Показано, что эти соединения являются 
конкурентоспособными и обратимыми ингибитора-
ми по отношению к АТР в реакции, катализируемой 
киназой Hld E. Исследование взаимосвязи струк-
туры и активности соединений этого ряда привело 
к значительному улучшению эффективности соеди-
нения 5х, имеющего IC50 = 0.11 мкМ [18]. Соедине-
ния этого ряда были также способны ингибировать 
HldA Neisseria meningitidis, гомолог киназного домена 
HldE E. coli, но полностью неактивны в отношении 
рибокиназы E. coli. Учитывая сходство между HldE E. 
coli и HldA N. meningitidis, соединения этой серии, 
скорее всего, селективны в отношении HldE/HldA 
грамотрицательных бактерий [18]. В качестве воз-
можных мишеней для создания ингибиторов рас-
сматривали также гептозилтрансферазы I и II (WaaC 
и WaaF) [48]. Особенно интересным представляется 
обнаружение ингибирующего эффекта аминогли-
козидных антибиотиков на эти ферменты. Экспе-
риментально подтверждено, что несколько аминог-
ликозидов это первые в своем классе наномолярные 
ингибиторы гептозилтрансфераз, причем у лучшего 
ингибитора величина Ki = 600 ± 90 нМ [49]. Таким 

образом, ингибирование рибосомы не является 
единственным и основным механизмом действия 
аминогликозидов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Рассмотренные данные свидетельствуют о том, 

что ADP-гептоза представляет собой уникальный 
фактор вирулентности грамотрицательных пато-
генов, обладающий иммуномодулирующими свой
ствами. Терапия инфекций, вызванных бактериями 
с множественной лекарственной устойчивостью, 
выделенных в  группу ESKAPE (Pseudomonas. 
aeruginosa, Klebsiella рneumoniae и  Acinetobacter 
baumannii), зачастую требует применения высоко-
токсичного антибиотика — колистина, мишенью 
которого является липид А [50]. Комбинированная 
терапия ацинетобактерной (A. baumannii) инфекции 
колистином в сочетании с дорипинемом снижала 
уровень трех метаболитов ПФП, а именно С7Ф, 
D-рибозо‑5‑фосфата и D-эритрозо‑4‑фосфата [51]. 
Результаты упомянутых исследований показывают, 
что эти антибиотики мешают биосинтезу ADP-геп-
тозы у A. baumannii путем ингибирования ПФП. 
Нами показано, что инактивация синтеза ADP-геп-
тозы в клетках E. coli влечет за собой кардинальную 
перестройку центрального метаболизма, в том чис-
ле ПФП, приводя к снижению восстановительных 
эквивалентов NADPH и уровня АТР, необходимых 
для осуществления анаболических процессов при 
росте и делении. Кроме того, клетки, утратившие 
ADP-гептозу, не способны генерировать серово-
дород, важный антибиотикопротективный фактор 
[14]. Блокирование пути биосинтеза ADP-гептозы 
провоцирует развитие мощного окислительного 
стресса, сопровождающегося полной дезоргани-
зацией метаболизма тиолов, выражающейся в то-
тальном глутатионилировании белков и изменении 
активности редокс-зависимых ферментов централь-
ного метаболизма [43]. Таким образом, фермен-
ты биосинтеза ADP-гептозы представляют собой 
перспективные мишени для создания антивиру-
лентных адъювантов, обладающих как иммуномо-
дулирующими, так и потенцирующими действие 
антибиотиков свойствами. Следует отметить, что 
несмотря на высокую гомологию ферментов дан-
ного метаболического пути у грамотрицательных 
бактерий, еще недостаточно структурных данных 
для создания высокоселективных и нетоксичных 
ингибиторов, что представляется важным направ-
лением дальнейших исследований.
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Solving the problem of multidrug resistance currently requires the development of non-standard approaches, 
since the potential for creating new antibiotics is almost exhausted. Controlling the metabolism of a pathogen 
in order to increase its susceptibility to antibacterial therapy is considered the most promising area of research 
for the creation of new combination drugs. In recent years, the number of studies devoted to investigation the 
role of the biosynthesis of the cell wall component ADP-heptose in the sensitivity of bacteria to antibiotics, 
as well as in the pathogenesis of bacterial infection, has increased. This review examines the main directions 
of scientific research in the field of use of ADP-heptose and its analogues in the treatment of bacterial in-
fections. The exclusive role of ADP-heptose in the induction of an immune response is known, through the 
activation of the NF-κB signaling pathway and the synthesis of pro-inflammatory cytokines. Our latest work 
has shown that disruption of the synthesis of ADP-heptose and the efflux of sedoheptulose-7-phosphate 
from the pentose phosphate pathway induces a redox imbalance and completely disorganizes the metabolism 
of low molecular weight thiols such as hydrogen sulfide, cysteine, glutathione, which makes the bacterial cell 
extremely vulnerable to the action of antibiotics. We demonstrate that the hypersensitivity of ADP-heptose 
mutants to a wide range of antibiotics is explained by a new metabolic status rather than by changes in cell 
wall permeability. Thus, potential inhibitors of ADP-heptose biosynthesis can combine several positive qual-
ities: an immunomodulatory effect and a powerful potentiating effect in combination with antibiotic therapy.

Keywords: Gram-negative bacteria, antibiotics, ADP-heptose synthesis, oxidative stress, cell redox status, 
inhibitors of ADP-heptose biosynthesis enzymes, antimicrobial adjuvants
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ВВЕДЕНИЕ
В  последние десятилетия значительно уве-

личилось количество штаммов бактерий, обла-
дающих множественной лекарственной устой-
чивостью (МЛУ). Соответственно сократился 
репертуар эффективных антибиотиков, пригод-
ных для клинической практики. По этой причине 
возрос интерес к природным микробиомам как 
к источникам новых антибиотиков и генов анти-
биотикорезистентности (АРГ) [1]. С  одной сто-
роны, природные микробные сообщества – это 
источник АРГ ко всем уже применявшимся в кли-
нике и ветеринарии, перспективным и даже еще 
не открытым антибиотикам естественного про-
исхождения. С  другой стороны, разнообразные 
таксоны микроорганизмов, включая почвенные 

бактерии и грибы, служат резервуаром природных 
антибиотиков [2].

Антибиотики, как средства коммуникации 
и  конкуренции популяций, появились у  древ-
них микроорганизмов задолго до того, как они 
были открыты. Вероятно, и антибиотики, и АРГ 
эволюционировали в  природных микробных 
сообществах на протяжении миллиардов лет [3]. 
Хотя именно природные микробиомы – источ-
ник и  резервуар АРГ, необходимо учитывать, 
что в окружающую среду постоянно возвраща-
ются штаммы, мутировавшие под действием 
антибиотиков в антропогенных условиях, под-
вергшиеся адаптивной эволюции и  селектив-
ному отбору [4]. Можно сказать, что постоянно 
происходит круговорот генов резистома между 
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антропогенными микробиомами и природными 
микробными сообществами.

К  настоящему моменту АРГ признаны но-
вым классом антропогенных биологических 
поллютантов [5, 6], способных самостоятельно 
распространяться в  окружающей среде, испы-
тывающей антропогенный прессинг, и опасных 
для здоровья человека.

В  исследованиях почвенных коллекций за 
последние 70 лет выявлено, что содержание АРГ 
в  образцах неуклонно растет с  расширением 
производства антибиотиков [7, 8]. Один из ве-
дущих факторов, под влиянием которого растет 
число и  скорость распространения АРГ, – ан-
тропогенное загрязнение окружающей среды. 
Мобилизация АРГ и рост содержания антибио-
тикорезистентных бактерий (АРБ) в природных 
экосистемах под влиянием деятельности челове-
ка привели к появлению термина “экологичес- 
кая устойчивость к антибиотикам” [9].

МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ ДЛЯ 
ИЗУЧЕНИЯ РАСПРОСТРАНЕНИЯ АРГ 
БАКТЕРИЙ В ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЕ
В  настоящее время для исследования рас-

пределения и распространения АРГ используют 
множество подходов, включая методы выделе-
ния и изучения чистых культур, разные форма-
ты ПЦР-анализа, ДНК-микрочипы и метагено-
мику [10]. Эти методы позволяют дать точную 
количественную и  пространственную оценку 
распространения АРБ и АРГ, а также исследо-
вать генетическое и  функциональное разно- 
образия резистома окружающей среды [11].

В последние годы для определения содержа-
ния целевых АРГ в  мусоре и  фильтратах поли-
гонов твердых коммунальных отходов широко 
использовали метод количественной ПЦР. Уста-
новлено, что гены устойчивости к сульфанила-
мидам, β-лактамам, тетрациклинам, макролидам, 
аминогликозидам, фторхинолонам, а также МЛУ 
присутствуют в клетках бактерий, обнаруженных 
в бытовых отходах и фильтратах свалок [10].

Однако применение метода ПЦР для исследо-
вания АРГ накладывает свои ограничения. Из-за 
необходимости синтеза и верификации прайме-
ров в одной работе, как правило, исследуют лишь 
несколько типов АРГ: например, sul1, sul2, tetO, 
tetW и ermB [12]. Более того, из-за низкой про-
пускной способности и систематической ошибки 
амплификации рутинной и количественной ПЦР 
комплексный анализ АРГ бактерий, обнаруживае- 
мых на свалках, затруднен.

Метагеномный анализ, основанный на высо-
копроизводительном секвенировании, – мощ-

ный инструмент, лишенный ограничений ПЦР. 
Метагеномный анализ успешно использовали 
для определения АРГ бактерий в активном иле 
[13] и стоках очистных сооружений [14]. Одна-
ко подобных исследований проводится гораздо 
меньше, чем основанных на применении ПЦР. 
Zhao с  соавт. [15] применили метагеномный 
подход для изучения спектра и  распределения 
АРГ в бактериях, обитающих в фильтратах сва-
лок 12 городов Китая, и  обнаружили 562  АРГ, 
среди которых доминировали гены резистен- 
тности к  сульфаниламидам, макролидам-лин-
козамидам-стрептограмину, аминогликозидам, 
тетрациклину и  МЛУ. Другая группа исследо-
вателей на основании метагеномного подхода 
проанализировала динамику и закономерности 
изменения спектра АРГ и изучила состав бакте-
риального сообщества при разложении мусора, 
а  также взаимосвязь между АРГ и бактериаль-
ными сообществами [16].

Кроме того, по мере роста интереса к  изу-
чению резистомов природных и антропогенно 
измененных микробных сообществ репертуар 
доступных праймеров для АРГ также увеличи-
вается. Gorecki с соавт. [17] создали базу данных 
ПЦР-праймеров для обнаружения АРГ бакте-
рий в различных средах. База основана на лите-
ратурных источниках, поддерживается вручную 
и  включает 629 пар ПЦР-праймеров для АРГ. 
Таким образом, в настоящее время ПЦР мож-
но использовать для обнаружения АРГ бакте-
рий в различных образцах окружающей среды. 
С использованием 296 пар праймеров и метода 
высокопроизводительной количественной ПЦР 
исследовано содержания АРГ в грунтовых водах 
полигонов твердых коммунальных отходов [18]. 
Использованные праймеры “покрывали” все 
основные типы АРГ. Наиболее распространен-
ными оказались гены МЛУ, а также устойчиво-
сти к β-лактамам и тетрациклину.

ИСТОЧНИКИ ПОСТУПЛЕНИЯ 
АНТРОПОГЕННО ИЗМЕНЕННЫХ АРГ 

В ОКРУЖАЮЩУЮ СРЕДУ

Очистные сооружения сточных вод

Одной из наиболее “горячих точек” крат-
ного увеличения количества АРГ и источником 
поступления АРБ и  АРГ в  окружающую среду 
служат очистные сооружения муниципальных 
сточных вод. Причина кроется в  постоянном 
притоке АРБ, АРГ, антибиотиков, их метаболи-
тов и  других поллютантов, высокая плотность 
бактерий и циркуляция активного ила [19–21].

Муниципальные очистные сооружения при-
нимают для очистки сточные воды, богатые лег-
ко метаболизируемым органическим веществом, 
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которое служит питательной средой микробного 
сообщества. Кроме того, стоки содержат веще-
ства, вызывающие стресс у бактерий. К таким 
соединениям относятся продукты органическо-
го синтеза, включая ксенобиотики, антибиоти-
ки и их метаболиты, а также соли металлов и их 
соединения. Эти вещества формируют микро-
биом очистных сооружений – в первую очередь, 
состоящий из микроорганизмов, устойчивых 
к  стрессу, вызываемому поллютантами [22]. 
В сочетании с большим количеством питатель-
ных субстратов, тесным пространственным 
контактом бактериальных клеток во флокку-
лах активного ила, стабильными температурой 
и кислотностью среды вещества-стрессоры так-
же способствуют горизонтальному переносу ге-
нетического материала (ГПГ), содержащего АРГ 
[23, 24]. В очистных сооружениях на стадии био-
логической очистки стоков создаются условия, 
приводящие к росту бактериальной популяции, 
устойчивой к  стрессовым условиям, включая 
воздействие антибиотиков.

В  сточных водах медицинских учреждений 
заключен еще больший потенциальный риск 
повышения экологической антибиотикорезис- 
тентности, а значит и биологической опасности 
[25]. В лечебных стационарах антибиотики ис-
пользуют особенно широко, поэтому их остат-
ки, а  также сами АРБ и  их гены присутствуют 
в  значительных количествах в  стоках этих уч-
реждений, что способствует распространению 
АРГ в окружающей среде [26].

Животноводство и ветеринария

Животноводство входит в ряд наиболее зна-
чимых составляющих адаптивной эволюции, 
воспроизводства и  распространения АРГ, так 
как примерно половина всех используемых ан-
тибиотиков применяется в этой сфере деятельно-
сти человека. Самым большим резервуаром АРБ 
и АРГ является пищеварительная система сель-
скохозяйственных животных, а их помет служит 
источником масштабного распространения гене-
тических детерминант резистентности [27–29]. 
Отходы животноводства служат особенно значи-
мым источником АРГ для агроценозов [30].

Реализуя механизмы горизонтального пере-
носа, АРГ передаются от АРБ, вносимых в почву 
с навозом, в микробиомы окружающей среды, 
а  затем и  условно-патогенным или патоген-
ным штаммам бактерий, что создает проблемы 
в антибактериальной терапии [31]. Выделяемые 
организмом животного антибиотики и их мета-
болиты могут сохранять заметную часть своей 
активности, что служит фактором селективного 
давления при распространении как поступаю-
щих с  навозом АРГ, так и  уже существующих 
в резистоме окружающей среды [32, 33]. Кроме 

того, в навозе часто присутствуют металлы, ис-
пользуемые как стимуляторы роста сельскохо-
зяйственных животных, такие как медь и цинк, 
что может приводить к коселекции генетических 
детерминант резистентности и  усилению рас-
пространения АРГ в  микробных сообществах 
даже в  отсутствие антибиотиков [34]. Следует 
учитывать и  тот факт, что при стоке с  земель 
агроценозов и  их выщелачивании происходит 
загрязнение поверхностных и  грунтовых вод 
привнесенными с навозом АРБ и АРГ [35, 36].

Хотя микробиомы сельскохозяйственных 
животных и  агроценозов служат одновремен-
но и резервуаром аккумуляции АРГ, и путем их 
распространения, резистом сельскохозяйствен-
ных микробных сообществ в настоящий момент 
исследован недостаточно полно, чтобы оценить 
его роль в распространении генетических детер-
минант резистентности [37, 38].

Полигоны твердых коммунальных отходов

На полигоны твердых коммунальных отхо-
дов постоянно поступают и  там же аккумули-
руются антибиотики, АРГ и АРБ [39, 40]. При 
сбросе бытовых отходов на свалки попадают 
в  большом количестве остатки лекарственных 
препаратов и дезинфектантов, которые служат 
мощным фактором селективного давления при 
отборе АРГ и АРБ. Вещества, обладающие се-
лективным давлением, такие как антибиотики, 
тяжелые металлы и органические поллютанты, 
способствуют распространению резистентных 
к ним бактерий и их закреплению в подобных 
антропогенных экосистемах. В процессе разло-
жения мусора условия свалки могут благопри-
ятствовать как отбору, так и  горизонтальному 
переносу генетических детерминант резистен- 
тности, создавая экологические преимущества 
АРБ и увеличивая спектр и количество присут-
ствующих в их геноме АРГ [16]. Более того, из-
за отсутствия эффективных стратегий очистки 
фильтратов свалок АРГ могут и дальше распро-
страняться в окружающей среде [10, 41–43].

ОДНА ИЗ ВАЖНЕЙШИХ ПРИЧИН 
РАСПРОСТРАНЕНИЯ АРГ В ПРИРОДЕ – 

АНТРОПОГЕННОЕ ЗАГРЯЗНЕНИЕ
Антропогенное загрязнение способствует 

эволюции резистентности, увеличению спек-
тра и распределения АРГ в резистоме микроб-
ных сообществ окружающей среды. Многие 
химические вещества, включая органические 
поллютанты и  ксенобиотики, существенно 
влияют на селективный отбор резистентных 
штаммов и адаптивную эволюцию детерминант 
резистентности [44]. Публикуется все больше 
исследований о влиянии на накопление и рас-
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пространение АРБ и  АРГ таких веществ, как 
углеводороды и их галогенированные произво-
дные, пестициды, дезинфицирующие средства, 
металлы и  металлоиды [45]. D. Zheng с  соавт. 
[46] также включают питательные вещества, 
содержащие различные формы углерода, азота 
и фосфора; органические поллютанты, включая 
микропластик; температуру и pH в число крити-
ческих факторов окружающей среды, влияющих 
на численность АРГ в микробных сообществах. 
С  ростом уровня загрязнения в  микробиоме 
увеличивается также содержание мобильных 
элементов бактериального генома, таких как 
интегроны I  класса, способствующих распро-
странению АРГ среди патогенных и условно-па-
тогенных бактерий [47].

Распространение, накопление и круговорот 
клинически и  ветеринарно селекционирован-
ных АРГ происходит различными путями: при 
взаимодействии людей с  микробиомами сель-
скохозяйственных животных, через агроценозы 
и другие антропогенно преобразованные сооб-
щества, а также природную среду [48–50].

МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ 
ФАКТОРОВ, СПОСОБСТВУЮЩИХ 

РАСПРОСТРАНЕНИЮ АРГ  
В ПРИРОДНЫХ И АНТРОПОГЕННО 

ПРЕОБРАЗОВАННЫХ МИКРОБИОМАХ

Абиотические факторы

Антибиотики и дезинфектанты. В недавнем 
прошлом считали, что бактерицидная актив-
ность антибиотиков обусловлена индукцией 
окислительного стресса в  микробной клетке. 
James Imlay [51] привел наиболее системный 
критический разбор этой гипотезы, рассмотрев 
ее в аспекте активных форм кислорода (АФК), 
продуцируемых бактериальной клеткой. Автор 
указал на многочисленные методические ошиб-
ки исследователей, поддерживающих гипотезу 
АФК-индуцируемой цитотоксичности под дей-
ствием антибиотиков, и привел доказательства, 
что при действии летальных доз антибиотика 
генерируемые в клетке АФК индуцируют, в луч-
шем случае, бактериостатический эффект.

Такой же эффект дают дезинфектанты. Под 
действием низких концентраций триклозана, хло-
рита или йодоуксусной кислоты в бактериальной 
клетке возникает окислительный стресс, проду-
цируются АФК и, как следствие, образуются ре-
зистентные к различным антибиотикам мутанты 
[52, 53]. P. Merchel с соавт. [54] описали развитие 
резистентных к  биоцидам мутантов в  ходе 
лабораторной адаптивной эволюции в  течение 
500 поколений. Авторы отмечали, что при этом 
эволюционная траектория и  тип мутаций, 

приводившие к  резистентности, определялись 
свойствами конкретного биоцида, причем 
некоторые вещества приводили к  появлению 
перекрестной антибиотикорезистентности.

Металлы. Токсичность металлов обусловле-
на вытеснением и заменой нормальных кофак-
торов-металлов из металлопротеинов, инакти-
вацией ферментов при реакциях с SH-группами 
и,  как следствие, индукцией окислительного 
стресса и генерации АФК [55].

Металлы, такие как Cu и Zn, являются важ-
ными кормовыми добавками в животноводстве, 
которые необходимы для здоровья и роста живот-
ных. Выделяемые с продуктами жизнедеятель-
ности избытки металлсодержащих добавок вме-
сте с навозом попадают в почву и другие среды, 
вызывая их загрязнение. Тяжелые металлы мо-
гут вызывать стресс и относятся к селективным 
факторам отбора АРГ посредством корезистен- 
тности, перекрестной резистентности и корегу-
ляции, тем самым поддерживая распростране-
ние АРГ [56–59]. H. Lin с  соавт. [60] оценили 
уровни тяжелых металлов и  содержание АРГ 
в почве, которую удобряли навозом, содержащим 
тяжелые металлы. Авторы обнаружили, что 
с  увеличением массы используемого навоза 
с тяжелыми металлами в почве повышается не 
только содержание металлов, но и  количество 
АРГ. Это, фактически, прямое свидетельство 
того, что тяжелые металлы в  навозе скота 
способствуют накоплению и распространению 
АРГ в почвенном микробиоме.

В  работе L. Li и  др. [61] продемонстриро-
вано, что мультирезистентность к  антибио-
тикам у  бактерий часто сочетается с  устойчи-
востью к  металлам (до  25% всех образцов). 
А B. Christgen с соавт. [62], проведя метагеном-
ный анализ, показали, что в микробных сооб-
ществах систем биологической очистки стоков 
и мест хранения и переработки коммунальных 
отходов самыми распространенными генетичес- 
кими детерминантами мультирезистентности 
к  металлам и  антибиотикам (50–80%) служат 
эффлюксные насосы.

Окислительно-восстановительные соедине-
ния и пестициды. Под воздействием редокс-со-
единений в клетках Escherichia coli активируется 
регулятор ответа на супероксидный стресс – бе-
лок SoxR. Клетки в аэробных условиях окисли-
тельно-восстановительные соединения генери-
руют супероксид. Учитывая тот факт, что ген 
супероксиддисмутазы (СОД) входит в  регулон 
soxRS, многие полагали, что именно супероксид 
является активатором SoxR. Однако Gu & Imlay 
[63] показали, что активировать SoxR напрямую 
могут продуцируемые в клетке производные хи-
нонов, экскретируемые отдельными бактериями 
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пиоцианины, гербициды (например, паракват), 
а также широкий спектр природных соединений 
и ксенобиотиков.

Влиянию пестицидов на бактерии посвя-
щено немного исследований. Так, паракват 
и атразин, широко применяемые в качестве пе-
стицидов, индуцируют АФК и вызывают у поч-
венных бактерий окислительный стресс [64]. 
Недавно установлено, что широко применяе-
мый гербицид глифосат также вызывает в клет-
ках E. coli окислительный стресс и  усиливает 
мутагенез, даже в  концентрации, в  тысячу раз 
ниже рекомендованной для агротехнического 
применения [65].

Углеводороды и  ксенобиотики. Под воз-
действием углеводородов различных классов 
в  клетках бактерий Acinetobacter calcoaceticus 
и Achromobacter xylosoxidans усиливается генера-
ция супероксида и происходит индукция СОД, 
а в среде культивирования накапливается пере-
кись водорода [66, 67]. Кроме того, установлено, 
что актинобактерия Rhodococcus erythropolis при 
инкубации с различными углеводородами уси-
ливает в клетках генерацию супероксид-аниона, 
а в среде происходит накопление пероксида во-
дорода. Одновременно в клетках R. erythropolis 
индуцируется Fe-СОД и  Cu/Zn-СОД, а  также 
активируется SOS-ответ [68].

На начальных стадиях бактериальной дегра-
дации углеводородов и ксенобиотиков решаю-
щую роль играют оксигеназы. Эти ферменты 
с  расширенной субстратной специфичностью 
при окислении неоптимальных субстратов мо-
гут при шунтировании каталитического цикла 
генерировать АФК [69]. Генерация эндогенных 
АФК в  значительных количествах приводит 
к  нарушению целостности клеточной мембра-
ны, повреждению белков и ДНК, усилению му-
тагенеза и ГПГ в процессе биодеградации угле-
водородов и  их производных [70]. Более того, 
недавно в работе, выполненной нашей группой, 
продемонстрирована тесная взаимосвязь кон-
центрации биодоступных полиароматических 
углеводородов в почвах и распространения АРГ 
в почвенных микробных сообществах [71].

Нанопластик. Действие микро- и наноплас- 
тиков на окислительный стресс и генетические 
процессы в бактериальных клетках в настоящее 
время практически не исследовано. Посвящен-
ные этому вопросу публикации только начи-
нают появляться. В  одной их таких работ [72] 
показано, что частицы полистирола размером  
30 нм вызывают в клетках E. coli окислительный 
стресс, в то время как частицы размером 200 нм 
оказывают слабый эффект. В результате воздей-
ствия наночастиц полистирола увеличивалась 

доля поврежденной ДНК и  уровень мутантов, 
устойчивых к рифампицину (Rif-мутантов).

Заметим, что микропластик в  воде служит 
эффективным физическим носителем бактерий 
окружающей среды, в том числе и АРБ, что обес- 
печивает постоянное поступление АРГ в среду 
аквакультуры. Гидрофобная поверхность плас- 
тика способствует формированию биопленок, 
которые образуются на частицах микропласти-
ка и  обеспечивают прочное взаимодействие 
микроорганизмов с богатой питательными ве-
ществами средой. Образование биопленки за-
щищает АРБ, предотвращая воздействие есте-
ственного и  искуственного (при дезинфекции 
стоков) ультрафиолетового излучения на микро-
организмы, находящиеся на поверхности частиц 
микропластика. Таким образом, микропластик ‒  
это еще одна “горячая точка” для обмена ге-
нами, способствующая распространению АРГ 
в воде и донных отложениях [73].

Биотические факторы

Механизмы горизонтального переноса ге-
нетического материала между бактериями. 
Распространение устойчивых к антибиотикам 
штаммов в  основном происходит благодаря 
активности мобильных генетических элемен-
тов (МГЭ), способных перемещаться меж-
ду репликонами или внутри одной молекулы 
ДНК. Мобилом (совокупность МГЭ микроб-
ного сообщества) включает инсерционные по-
следовательности (IS-элементы), интегроны 
и  их генные кассеты, транспозоны, а  также 
МГЭ, которые могут перемещаться между бак-
териальными клетками: например, плазмиды 
и  интегративные конъюгативные элементы. 
Мобилом играет центральную роль в  ГПГ 
и, следовательно, способствует приобретению 
и распространению АРГ [28, 74]. IS-элементы 
и  транспозоны представляют собой дискрет-
ные сегменты ДНК, которые могут переме-
щаться (вместе с  содержащимися в  них АРГ) 
в новые сайты в одном и том же или в разных 
репликонах внутри одной клетки. IS-элементы 
могут влиять на резистентность к антибиоти-
кам/ксенобиотикам, непосредственно инакти-
вируя гены, кодирующие пути их поглощения. 
Так, повышенная устойчивость к  карбапене-
мам развивается при транспозиции IS-элемен-
тов в  гены, кодирующие порин: oprD в  изо-
лятах Pseudomonas aeruginosa и  P. putida; carO 
в Acinetobacter baumannii; ompE36 в Enterobacter 
aerogenes; ompK36 в  Klebsiella pneumoniae [75]. 
Опубликованы обзоры, посвященные влия-
нию IS-элементов на фенотипы устойчивости 
АРБ [28, 75]. Резистентность к неблагоприят-
ным факторам передается посредством ГПГ, 
важного для адаптивной эволюции бактерий. 
К основным механизмам горизонтального пе-
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реноса у бактерий относятся конъюгация (опо-
средованная плазмидами и  интегративными 
конъюгативными элементами), трансдукция 
(опосредованная бактериофагами) и  есте-
ственная трансформация (поглощение вне-
клеточной ДНК) [76].

Плазмиды резистентности. Плазмиды от-
носятся к важным носителям МГЭ и АРГ, свя-
занных с  ними как в  грамотрицательных, так 
и  грамположительных бактериях, а  их размер 
варьирует от тысячи до нескольких миллионов 
пар нуклеотидов [77]. В  плазмидах резистен- 
тности области, несущие АРГ, обычно состоят 
из одного или нескольких генов и  связанных 
с ними МГЭ, описанных выше (IS-элементов, 
транспозонов и  интегронов) [28]. Увеличение 
количества плазмид происходит не только за 
счет вертикальной передачи при делении кле-
ток, но и за счет горизонтальной передачи дру-
гим бактериальным клеткам.

D. Mao с соавт. [78] обнаружили, что при вне-
сении канамицина в среду, содержащую плазми-
ды и внеклеточную ДНК с включенными в нее 
АРГ, скорость поглощения генов резистент-
ности из внеклеточного материала становится 
в два раза выше, чем в отсутствие канамицина. 
В тех же условиях канамицинового стресса, без 
внесения плазмид, трансформации АРГ не на-
блюдали. Аналогичные результаты были полу-
чены Jutkina и др. [79] при стрессе, вызванном 
тетрациклином, гентамицином, сульфаметокса-
золом, хлоргексидином и триклозаном.

Показано, что плазмиды играют крайне важ-
ную роль в распространении АРГ [80], в том чис-
ле облегчая перенос интегративных и  конъю- 
гативных МГЭ [81].

Бактериофаги. Бактериофаги – это вирусы, 
заражающие бактерии и размножающиеся вну-
три них. Фаги могут переносить ДНК от одной 
бактерии к  другой посредством генетической 
трансдукции. Антагонистическая коэволюция 
между бактериями и  бактериофагами играет 
ключевую роль в  обеспечении и  поддержании 
микробного разнообразия [82]. Бактериофаги 
считаются наиболее распространенными агента-
ми межклеточного ГПГ. Фаговая трансдукция –  
основной способ приобретения бактериями 
факторов вирулентности и устойчивости к ан-
тибиотикам, которую считают основной движу-
щей силой эволюции микробов [74].

Недавно J. Chen с соавт. [83] предложили мо-
дель латеральной трансдукции, которая может 
быть эффективным средством переноса боль-
ших сегментов бактериальных хромосом (дли-
ной в  сотни тысяч пар нуклеотидов) от одной 
бактерии к другой с чрезвычайно высокой час- 

тотой. С открытием этого механизма ГПГ ста-
новится более понятна быстрая эволюция бак-
терий, в том числе появление штаммов с МЛУ. 
Так, фаговый элемент Φ HKU.vir, несущий гены 
суперантигена (ssa),  орнитиндекарбоксилазы 
(speC) и ДНКазы (spd1), вызвал появление МЛУ 
у бактерий Streptococcus pyogenes генотипа emm12 
[84]. Фаги, интегрировавшие в бактериальную 
хромосому, могут быть активированы либо спон-
танно, либо при индукции SOS-ответа в клет-
ке. После индукции фаг вступает в литический 
цикл, приводящий к  образованию потомства 
и в конечном счете к лизису клеток-хозяев. Во 
время литического цикла бактериальная ДНК 
(а не фаговая) может быть упакована в капсид 
фага с  образованием трансдукционной части-
цы, которая при высвобождении из клетки-хо-
зяина (донора) переносит бактериальную ДНК 
в другую клетку (реципиент) [85]. Известно, что 
в  окружающей среде присутствует множество 
фагов, несущих АРГ. Это позволяет предполо-
жить, что бактериофаги могут быть векторами 
микробных сообществ, активно переносящими 
АРГ. Фаги часто заражают бактерии в системах 
обработки отходов [86], где штаммы, несущие 
АРГ, более адаптированы к локальным услови-
ям и поэтому становятся доминирующими.

Существенным фактором распространения 
резистентности бактериофагами является то, 
что применяемые в настоящее время технологии 
дезинфекции, такие как УФ-облучение и хлори-
рование, крайне слабо инактивируют фаговые 
фракции АРГ [87, 88]. Следовательно, актив-
ное размножение бактериофагов в АРБ являет-
ся фактором поддержания пула АРГ в системах 
очистки и переработки отходов. Бактериофаги, 
несущие АРГ, поступают из очистных сооруже-
ний в окружающую среду вместе со стоками, где 
они могут трансдуцировать АРГ в  микробные 
сообщества, ранее от них свободные [89].

Агенты переноса генов. Агенты переноса генов 
(АПГ) представляют собой фагоподобные части-
цы, содержащие ДНК, продуцируемые некото-
рыми видами бактерий и архей [90]. АПГ, впер-
вые описанные в семидесятых годах прошлого 
века, представляют собой небольшие частицы, 
которые могут переносить любые случайные 
сегменты генома бактерий-хозяев между клетка-
ми [91]. Интересно, что для образования АПГ не 
требуется никакого предварительного зараже-
ния бактериального хозяина трансдуцирующим 
фагом. Это связано с  тем, что гены, кодирую-
щие капсиды АПГ, своего рода контейнер для 
мобилизации бактериальной ДНК, уже присут-
ствуют в бактериальной хромосоме [92]. АПГ –  
необычный инструмент ГПГ, который можно 
рассматривать как гибрид фаговой трансдукции 
и естественной трансформации [93]. Передава-
емые через АПГ гены могут повышать приспо-
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собляемость или экологическую устойчивость 
бактерии, а также приводить к развитию анти-
биотикорезистентности. Можно утверждать, что 
этот процесс полезен на популяционном уровне, 
способствуя адаптивной эволюции систем хозя-
ина и тем самым увеличивая размер его ареала 
[94]. АПГ обладают потенциалом стимулировать 
эволюцию бактерий и  пластичность генома, 
включая распространение генов вирулентности 
и  антибиотикорезистентности. Доза АПГ, или 
множественность инфекции, линейно корре-
лировала с повышенной устойчивостью к анти-
биотикам. В экосистеме коралловых рифов час- 
тота генов АПГ-опосредованной устойчивости 
к канамицину оказалась значительно выше, чем 
частота спонтанной устойчивости [95].

Хорошо изученная система АПГ принад-
лежит пурпурно-несерной морской бактерии 
Rhodobacter capsulatus [96]. P. Bárdy с соавт. [97] 
установили, что структура АПГ R. capsulatus 
напоминает морфологию хвостатого фага со 
сплюснутой головкой, укороченной в  направ-
лении оси хвоста, что ограничивает его упако-
вочную способность до менее 4 500 п. н. линей-
ной двухцепочечной ДНК. Хвостовой канал 
содержит тримерные белки, которые сжимают-
ся и выбрасывают ДНК в бактериальный пери-
пласт. Обнаружены и другие формы АПГ. Так, 
Brachyspira hyodysenteriae продуцирует АПГ-по-
добные частицы, классифицируемые как си-
фовирусный тип и названные VSH‑1 [98]. Из-
вестно, что частицы VSH‑1 опосредуют перенос 
различных маркеров между клетками, включая 
гены вирулентности и устойчивости к антибио-
тикам [99]. Кроме того, обнаружено, что клетки 
Bacillus spp. продуцируют фагоподобные части-
цы PBSX, Desulfovibrio desulfuricans – частицы 
Dd1, а археи Methanococcus voltae – частицы VTA. 
Все они участвуют в ГПГ [99].

РЕГУЛОНЫ, УЧАСТВУЮЩИЕ 
В ДЕСТАБИЛИЗАЦИИ ГЕНОМА, 

УСИЛЕНИИ МУТАГЕНЕЗА 
И ГОРИЗОНТАЛЬНОМ ПЕРЕНОСЕ 

ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА
При взаимодействии бактерий с поллютан-

тами и ксенобиотиками возникающий в клетке 
окислительный стресс приводит к повреждению 
ДНК. Повреждения, полученные бактериальной 
клеткой в  результате окислительного стресса, 
в свою очередь активируют стрессовые регуло-
ны, влияющие на стабильность генома и  уси-
ливающие его изменчивость. Этот адаптивный 
ответ возникает в результате индукции SOS-от-
вета, RpoS и  RpoE регулонов. В  микробном 
сообществе возрастает уровень мутагенеза, ре-
комбинаций ГПГ, что приводит к дестабилиза-
ции генома и ускорению адаптивной эволюции. 

Осознание важности окислительного стресса 
как универсального механизма индукции ге-
нетической изменчивости, ускоряющей отбор 
клонов, более адаптированных к меняющемуся 
химическому окружению бактериальной клет-
ки, требует рассмотрения этих регулонов.

SOS-регулон

При окислительном повреждении ДНК, 
а  также при репликации ДНК с  оксидативны-
ми повреждениями образуются участки одно-
цепочечной ДНК. Каскад молекулярных собы-
тий при развитии SOS-ответа хорошо изучен на 
модели E. coli и  обстоятельно описан в  обзоре 
Baharoglu и Mazel [100]. Регулируемые SOS-от-
ветом гены участвуют в репарации поврежден-
ной ДНК. SOS-ответ бактерий регулирует три 
основных пути восстановления ДНК. Это экс-
цизионная репарация нуклеотидов, гомоло-
гичная рекомбинация и  транслезионный син-
тез ДНК. Гомологичная рекомбинация, наряду 
с  заменой поврежденных участков ДНК, мо-
жет приводить к  перестройкам бактериальной 
хромосомы путем рекомбинации между сход-
ными нуклеотидными последовательностями, 
в том числе полученными клеткой в результате 
ГПГ. Транслезионную репарацию (мутагенную 
репликацию поврежденной ДНК) реализуют 
склонные к ошибкам ДНК-полимеразы: PolIV 
(ген dinB), PolV (гены umuCD) и PolII (ген polB). 
Для высокоточной ДНК-полимеразы PolIII ну-
клеотиды с  окислительными повреждениями 
становятся препятствием. PolIII не в состоянии 
строить комплементарную цепь на поврежден-
ной матрице и останавливает репликацию ДНК, 
в то время как транслезионные полимеразы про-
должают реплицировать ДНК на поврежденных 
участках; при этом PolIV и  PolV напротив ну-
клеотидов с  окислительными повреждениями 
встраивают любое основание [101, 102]. В  ре-
зультате транслезионной репарации увеличива-
ется частота мутаций, так как напротив повре-
жденного нуклеотида матричной цепи может 
быть включено некомплементарное основание.

К  появлению устойчивых к  антибиотикам 
изолятов могут приводить точечные мутации. 
Установлено, что в  присутствии антибиотика, 
даже в  субминимальной ингибирующей кон-
центрации, в  клетках E. coli и  Vibrio cholerae 
развивается окислительный стресс с индукцией 
SOS-ответа, вызывающего усиление мутагенеза. 
Частота возникновения Rif-мутантов при этом 
увеличивается на порядок: с 10‒9 до 10‒8 [103].

Индуцированный образованием двуните-
вых разрывов ДНК SOS-ответ может обеспечить 
бактерии в неблагоприятных условиях дополни-
тельное преимущество. При исследовании бакте-
риальных биопленок P. aeruginosa выявлено, что 
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двухцепочечные разрывы ДНК в присутствии ан-
тибиотика “полезны” для бактерий, так как в ре-
зультате SOS-ответа происходили перестройки 
генома и возникали резистентные изоляты [104].

Х. Chen и др. [105] показали. что УФ-облу-
чение, вызывая окислительный стресс, индуци-
рует SOS-ответ и значительно усиливает конъю-
гативный перенос АРГ. SOS-ответ, индуцировав 
гомологическую рекомбинацию, может приве-
сти к перестройке интегронов и, как следствие, 
к развитию МЛУ. Показано, что обработка ме-
тронидазолом патогенного штамма P. aeruginosa 
вызывала SOS-индуцированную рекомбина-
цию интегронов и приводила к резистентности 
к β-лактамам и цефтазидиму [106].

Наряду с  усилением мутагенеза и  реком-
бинации, SOS-индукция активирует ГПГ даже 
между разными таксонами бактерий. Так, 
SOS-ответ индуцирует перенос интегративных 
конъюгативных мобильных элементов, играю-
щих важную роль в распространении АРГ в мик- 
робных сообществах [100].

Еще один механизм ГПГ – трансформация, 
которая происходит при поглощении и инте-
грации в свой геном фрагментов внеклеточной 
ДНК бактериями. Трансформация происходит 
в  состоянии компетентности, когда бактери-
альная клетка становится способной погло-
щать и процессировать однонитевую ДНК из 
окружающей среды. У  некоторых бактерий, 
лишенных SOS-регулона, компетентность яв-
ляется стресс-ответом и,  вероятно, заменяет 
собой SOS-ответ. Регулон компетентности та-
ких бактерий включает гены репарации ДНК 
[100]. Состояние компетентности возникает 
в  ответ на стресс у  многих бактерий, что по-
зволяет предположить, что компетентность, 
по крайней мере в  некоторых случаях, – аль-
тернатива SOS-ответу.

ГПГ играет важную роль в освоении новых 
экологических ниш бактериями. Этот процесс 
обеспечивает значительную генетическую ва-
риабельность [107] и  преодоление межвидо-
вых барьеров новыми генетическими функ-
циями и свойствами [108, 109], ускоряющими 
адаптивную эволюцию бактерий под давлени-
ем изменившихся условий окружающей сре-
ды [110]. Важно, что вклад ГПГ в адаптивную 
эволюцию бактерий значительно превосходит 
мутагенез [111].

Регулон RpoS

RpoS – это сигма-фактор РНК-полимеразы, 
регулятор экспрессии генов общего стрессово-
го ответа и генов стационарной фазы [112]. RpoS, 
вероятно, контролирует экспрессию транслезион-

ных ДНК-полимераз в еще большей степени, чем 
SOS-ответ. Все сказанное о роли и механизмах дей-
ствия транслезионных полимераз в увеличении ге-
нетической изменчивости и ускорении эволюции 
бактерий в условиях стресса верно и для RpoS-ре-
гулона. В клетках E. coli гены dinB, umuCD и polB 
входят в  состав SOS- и  RpoS-регулонов и  име-
ют сходную регуляцию экспрессии при этих двух 
стресс-ответах [113].

При индукции RpoS ципрофлоксацином 
и одновременном окислительном стрессе в по-
пуляции E. coli установлено образование субпо-
пуляций клеток, имеющих разную частоту об-
разования Rif-мутантов [114]. Значительное 
усиление мутагенеза выявлено только для субпо-
пуляций с одновременно повышенным уровнем 
АФК и  RpoS. Субпопуляция с  высоким уров-
нем Rif-мутантов также активно образовыва-
ла мультихромосомные клеточные филаменты, 
в которых репликация бактериальной хромосо-
мы опережала разделение на отдельные клетки. 
В таких мультихромосомных филаментах нега-
тивные эффекты множественных мутаций, ве-
роятно, смягчались рекомбинацией и наличием 
немутировавших аллелей [115], что увеличивало 
количество выживших клеток потомства.

Регулон RpoE

Окислительный стресс в  бактериальной 
клетке активирует также регулон RpoE. Однако 
роль этого регулона в изменении уровня мута-
генеза/ГПГ и его влияние на адаптивную эво-
люцию прокариот практически не исследована.

Известно, что RpoE-регулон Rhodobacter 
sphaeroides активируется синглетным кислоро-
дом, который атакует антитранскрипционный 
фактор ChR, образующий комплекс с  RpoE, 
и  высвобождает активный RpoE [116, 117]. 
RpoE-регулон, несмотря на небольшие разме-
ры, включает два дополнительных сигма-фак-
тора: RpoHI и RpoHII [118, 119]. В свою очередь 
эти сигма-факторы активируют гены ответа на 
стресс, вызываемый синглетным кислородом; 
при этом каскад факторов транскрипции RpoE/
RpoHI/II регулирует ряд малых регуляторных 
РНК [120, 121]. Установлено, что экспрессия 
ферредоксина, рубреритрина и спермидин-аце-
тилтрансферазы, имеющих большое значение 
для повышения устойчивости к окислительным 
повреждениям клетки, регулируется RpoE [122]. 
Таким образом, сеть ответа регулона RpoE на 
окислительный стресс достаточно обширна 
и пока далека от полной ясности, а для пони-
мания физиологической роли RpoE в  разных 
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таксонах микроорганизмов необходимы даль-
нейшие исследования.

МЕХАНИЗМЫ УСИЛЕНИЯ 
РАСПРОСТРАНЕНИЯ АРГ 

В ПРИСУТСТВИИ ПОЛЛЮТАНТОВ
Окислительный стресс индуцирует мута-

генез, рекомбинацию и  ГПГ. При этом стрес-
совая дестабилизация генома, по-видимому, 
ускоряет генетическую адаптацию, в том числе 
взаимодействие патогенных бактерий с  хозяи-
ном, а также распространение резистентности 
к антибиотикам. Скорее всего, окислительный 
стресс относится к  важнейшим механизмам 
бактериальной эволюции в целом. Можно при-
вести много примеров влияния антибиотиков 
и  дезинфектантов на генетическую адаптацию 
микроорганизмов. Есть публикации, посвя-
щенные дестабилизации бактериального генома 
под воздействием других соединений, таких как 
углеводороды различных классов и их производ- 
ные, а также ксенобиотики. Однако работ таких 
немного и пока мало изучено действие этих сое-
динений на геном микроорганизмов.

В эксперименте по лабораторной эволюции 
E. coli в  течение 100 поколений М. Li и  соавт. 
[53] показали, что низкие дозы триклозана ин-
дуцировали повышенную резистентность кле-
ток бактерий к  данному дезинфектанту – для 
подавления их роста требовались концентрации, 
в  десятки раз превышающие первоначальные. 
Эти изменения, по данным транскриптомного 
и геномного анализа, произошли из-за мутаций 
и  сверхэкспрессии ряда генов-мишеней (fabI, 
fabB, fabD и  fabZ). Более того, бактерии приоб-
рели устойчивость к  ряду антибиотиков. При 
дальнейшем выращивании на среде без трикло-
зана устойчивость к нему сохранялась в течение 
всего времени эксперимента, в то время как ан-
тибиотикорезистентность со временем падала.

На примере дефектных по каталазе KatA 
бактерий P. aeruginosa продемонстрирована роль 
АФК в возникновении антибиотикорезистент-
ных изолятов. При выращивании биопленок  
P. aeruginosa ΔkatA в среде, содержащей субмини-
мальные ингибирующие концентрации ципро-
флоксацина, выделена резистентная к этому ан-
тибиотику субпопуляция клеток, количественно 
значительно превосходящая таковую из популя-
ции клеток дикого типа [123].

Различные органические поллютанты и ксе-
нобиотики также оказывают сильное влияние 
на дестабилизацию бактериального генома. Так, 
при окислительном стрессе, индуцированном 
присутствием фенола в качестве единственного 
источника углерода, в клетках P. putida усилива-

лась частота АФК-стимулированной гомологич-
ной рекомбинации [124]. В результате перестроек 
генома, индуцированных стрессовой рекомбина-
цией, к клеткам данного штамма P. putida возвра-
щалась способность к биодеградации фенола.

Исследовательская группа под руковод-
ством V. de Lorenzo [70] изучала гены катабо-
лизма 2,4-динитротолуола (2,4-ДНТ) штамма 
Burkholderia sp. R34, выделенного из почвы по-
лигона, на котором использовали взрывчатые 
вещества. Ими показано, что начальный этап 
биотрансформации идет под действием нафта-
лин‑1,2-диоксигеназы, кодируемой геном dntA. 
Этот фермент может окислять как нафталин, 
так и 2,4-ДНТ, причем в обоих случаях диокси-
геназа производит АФК в значительных количе-
ствах. Это происходит из-за того, что и 2,4-ДНТ, 
и  нафталин относятся к  субоптимальным суб-
стратам этого фермента. В результате фермента-
тивный цикл часто шунтируется с образованием 
АФК. Согласно гипотезе авторов, диоксигеназа 
проходит адаптивную эволюцию при смене суб-
страта от нафталина к  2,4-ДНТ. При этом ге-
нерируемые ферментом АФК дестабилизируют 
бактериальный геном, стимулируют мутагенез 
и, следовательно, генетическую изменчивость.

В дальнейших исследованиях этой группы уче-
ных гены катаболизма 2,4-ДНТ из Burkholderia sp. 
R34 были клонировали в штамм P. putida EM173 
[125]. Клетки P. putida EM173 при утилизации  
2,4-ДНТ также генерировали АФК и  подверга-
лись оксидативному стрессу, но при этом не про-
исходило ни индукции SOS-ответа, ни усиления 
мутагенеза. Видимо, это обусловлено высокими 
концентрациями низкомолекулярных антиокси-
дантов, особенно NADFH, в клетках псевдомо-
над. Усиления мутагенеза в 6 раз удалось добиться 
только при использовании NADF-специфичной 
оксидазы, позволившей снизить уровень NADFH 
внутри бактериальной клетки.

Впоследствии те же клонированные гены 
метаболизма 2,4-ДНТ были перенесены в   
E. coli [126]. При биотрансформации данного 
соединения в клетках кишечной палочки также 
возникал окислительный стресс, под действием 
которого возрастал уровень мутагенеза. Авторы 
установили, что в клетках E. coli транслезионную 
репликацию ДНК индуцировал RpoS-регулон, 
а  не SOS-ответ. Таким образом, ферментатив-
ная трансформация одного и того же соедине-
ния, в  вышеописанных работах 2,4-ДНТ, при 
которой происходит генерация АФК, у разных 
бактерий может приводить к  различным сце-
нариям адаптивной эволюции, определяемым 
особенностями окислительно-восстановитель-
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ного метаболизма и  антиоксидантной защиты 
клетки-хозяина.

Стоит заметить, что различные субстраты, 
при утилизации которых возникает окислитель-
ный стресс, могут приводить к активации сход-
ных адаптивных и защитных механизмов в бак-
териальной клетке. Так, клетки R. erythropolis 
сходным образом реагировали на окислительный 
стресс, индуцированный различными углеводо-
родами: циклогексаном, нафталином и дизель-
ным топливом [68]. В присутствии всех вышепе-
речисленных субстратов в бактериальной клетке 
увеличивалась генерация супероксид-анион ра-
дикала и усиливалась транскрипция генов sodA 
(СОД), cyp153 (цитохром семейства P450) и recA 
(регулятор SOS-ответа). Возможно, при окис-
лении этих углеводородов адаптивный ответ  
R. erythropolis индуцируется SOS-ответом.

Также зарегистрировано усиление образо-
вания антибиотикорезистентных мутантов при 
воздействии наночастиц полистирола в диапа-
зоне концентраций от 0.25 до 16 мг/л [72]. Ин-
тересно, что максимальная частота мутаций, 
вызванных нанополистиролом, составляла 400% 
от контроля. Авторы продемонстрировали, что 
амино-модифицированный полистирол идуци-
рует SOS-ответ, в том числе экспрессию генов 
dinB, mutS и uvrD. Немодифицированные нано-
частицы также стимулировали гены репарации 
ДНК, включая транслезионную полимеразу 
dinB, однако индукции SOS-ответа при этом 
не происходило. По-видимому, в  этом случае 
транслезионную репарацию индуцировал дру-
гой стрессовый регулон.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применение антибиотиков приводит к  ко-

лонизации кишечника человека и  животных 
устойчивыми к антибиотикам штаммами, гены 
которых, АРГ, распространяются через ГПГ 
в  другие микроорганизмы кишечника. Это 
приводит к передаче АРГ условно-патогенным 
микроорганизмам и  развитию МЛУ у  многих 
патогенов. АРБ переносят гены устойчивости 
в  окружающую среду через экскременты жи-
вотных и человека и далее в природные экоси-
стемы. В  окружающей среде распространение 
и поддержание АРГ стимулируется различными 
поллютантами. В итоге АРГ из природных и ан-
тропогенных экосистем могут возвращаться 
и далее циркулировать среди животных, в чело-
веческой популяции и в окружающей среде.

Какой из вариантов стресс-ответа (SOS-от-
вет, RpoS- или RpoE-регулон) будет управлять 
механизмами генетической адаптации в целом 
и распространением АРГ в частности, а  также 
насколько окислительный стресс будет влиять 

на перестройки генома, ГПГ и уровень мутаге-
неза, по-видимому, зависит от таксономической 
принадлежности, особенностей антиоксидан- 
тной защиты, редокс-метаболизма и взаимодей-
ствия стрессовых регулонов конкретного ми-
кроорганизма. Однако не вызывает сомнения, 
что окислительный стресс – универсальный 
жесткий (с повреждением клеточных компонен-
тов и сокращением бактериальной популяции) 
механизм адаптивной дестабилизации бактери-
ального генома, приводящий к ускорению эво-
люции микроорганизмов.

Работа выполнена при финансовой поддер- 
жке Министерства науки и высшего образова-
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ВВЕДЕНИЕ
Актуальность создания новых противомик- 

робных средств обусловлена разнообразием 
биологических форм возбудителей, постоян-
ным появлением штаммов, резистентных к уже 
известным антибиотикам, а  также обнаруже-
нием новых видов опасных патогенов. Ранее 
нами было разработано оригинальное проти-
вомикробное средство – фармакологическая 
пара, обеспечивающая образование действую-
щего вещества-антибиотика in situ, на основе 
применения оптимизированного ферментно-
го препарата и проантибиотика [1]. Показано, 
что мутантная форма C115H метионин-γ-лиазы 
(МГЛ) из Citrobacter freundii способна эффек-
тивно катализировать расщепление сульфокси-
дов (±)S-алк(ен)ил-L-цистеина с образованием 
тиосульфинатов, ингибирующих рост широкого 
спектра микроорганизмов [2–8], включая муль-
тирезистентные штаммы [9]. С целью практичес- 

кого применения предложено создать проле-
карство на основе инкапсулирования фермен-
та в  полиионные везикулы (PIC-сомы), кото-
рые значительно увеличивают его стабильность 
в плазме крови лабораторных животных [10, 11]. 
В  организме такой инкапсулированный фер-
мент в течение длительного времени способен 
образовывать из фармакологически инертных 
сульфоксидов активные противомикробные 
агенты. Антибактериальное действие фармако-
логической пары инкапсулированная C. freundii 
C115H МГЛ/метиин, вырабатывающей наибо-
лее перспективное в  отношении Pseudomonas 
aeruginosa вещество, диметилтиосульфинат 
(рис. 1) [9], проверено на модели острой гене-
рализованной инфекции в испытаниях in vivo, 
где показало высокую эффективность [12]. При 
этом как сама фармакологическая пара, так и ее 
отдельные компоненты оказывали низкое ток-
сическое воздействие (или не оказывали вовсе) 
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на способность ранних эмбрионов мышей про-
ходить все стадии доимплантационного разви-
тия в условиях in vitro [13]. Тем не менее, прежде 
чем использовать полученные препараты в ме-
дицинской практике, необходимо оценить их 
безопасность на лабораторных животных [14].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы.  Пиридоксаль‑5 ’ -ф о сф ат 

(ПЛФ), лактатдегидрогеназа из мышцы кро-
лика, NADH (“Sigma”, США); тиогликоле-
вая среда, триптозосоевый бульон (“Merсk”, 
США); D,L-дитиотреитол, EDТА, протамина 
сульфат (“Serva”, США); лактоза (“Panreac”, 
Испания); глюкоза, глицерин, сульфат магния, 
сульфат аммония, калий фосфорнокислый 
однозамещенный, натрий фосфорнокислый 
двузамещенный (“Реахим”, Россия); канами-
цин (“Панэко”, Россия); дрожжевой экстракт, 
триптон (“Difco”, США); DEAE-сефароза (“GE 
Healthcare”, Швеция); АХД‑2000 (“Lysoform”, 
Германия); набор для количественного анализа 
хромогенных эндотоксинов Limulus Amebocyte 
Lysate (LAL-reagent) (“Thermo Fisher Scientific”, 
США); Endotoxin Extractor (“Sileks”, Россия). 
Метиин синтезировали согласно [1]; 2-нит- 
ро‑5-тиобензойную кислоту получали согласно 
[15]; полиэтиленгликоль-поли (L-аспарагино-
вую кислоту)70 (ПЭГ–P(Asp)70) и поли (L-ли-
зин)70 (PLL70) – согласно [16].

Выделение и очистка C. freundii C115H МГЛ. 
Рекомбинантную C. freundii C115H МГЛ выделя-

ли и очищали согласно [1]. Гомогенность пре-
парата подтверждали методом ПААГ-электро-
фореза в  денатурирующих условиях по методу 
Лэммли [17]. Концентрацию фермента опреде-
ляли, используя коэффициент молярного пог- 
лощения А1%

278 = 0.8 [18]. Эндотоксины удаляли 
согласно [12]. Содержание эндотоксинов в полу-
ченном препарате, определенное при помощи 
LAL-теста, составило 0.065 ЕЭ/мг.

Инкапсулирование C. freundii C115H МГЛ 
в полимерные везикулы. Инкапсулирование фер-
мента проводили в 50 мМ калий-фосфатном бу-
фере (КФБ) рН 7.5 при температуре 37C. Рас-
творы 1 мг/мл ПЭГ–P(Asp)70 и PLL70 (1 мг/мл)  
пропускали через мембранный фильтр 0.22 мкм, 
смешивали в эквивалентном соотношении зве-
ньев полимеров -COO- и  -NH3

+ и  интенсив-
но перемешивали на вибрационном смесителе 
типа Vortex при скорости 2000 об/мин в течение 
2 мин, затем добавляли раствор фермента С115Н 
МГЛ (6 мг/мл в 10 мМ КФБ рН 7.5, 0.1 мМ ПЛФ) 
и перемешивали при той же скорости в течение 
еще 2 мин. Полученные полимерные везикулы, 
содержащие C115H МГЛ (C115H МГЛ-PIC-сом), 
очищали от неинкапсулированного фермента 
центрифугированием при 12000 об/мин. Затем 
промывали 4 раза буферным раствором (10 мМ 
КФБ рН 7.5, 0.1 мМ ПЛФ) до полного исчез-
новения пика 420 нм в  супернатанте. Форми-
рование нанокапсул подтверждено с помощью 
сканирующей электронной [16] и ядерно-сило-
вой микроскопии [13]. Размер нанокапсул оце-
нивали методом динамического рассеяния света 

Рис. 1. Принцип действия фармакологической пары инкапсулированная МГЛ/метиин.
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с помощью ZetaPALS (“Brookhaven Instruments 
Corp.”, США) при 25C. Средний гидродинами-
ческий диаметр составил 52 ± 0.33 нм, z-потен-
циал – 3.45 ± 0.36 мВ. Для определения степени 
включения С115Н МГЛ в  PIC-сомы фермент 
модифицировали родамином. Образцы анали-
зировали при помощи флуориметра (“Varian”) 
при длине волны возбуждения 552 нм и длине 
волны эмиссии 575 нм. Степень включения фер-
мента составила 10%.

Определение активности фермента. Актив-
ность МГЛ определяли в реакции β-элиминиро-
вания, измеряя скорость образования пирувата 
в сопряженной реакции с лактатдегидрогеназой 
по снижению поглощения NADH при 340 нм 
(ε = 6220 M–1cм–1) и 37C. Реакционная смесь 
содержала рабочий буфер, 0.2 мМ NADH, 10 Ед 
лактатдегидрогеназы и  30 мМ S-метил-L-ци-
стеин. За единицу ферментативной активности 
принимали количество фермента, катализирую- 
щее образование 1 мкМ/мин пирувата.

Лабораторные животные. В работе использо-
вали самок аутбредных мышей ICR возрастом 
8–10 недель, содержавшихся в  контролируе-
мых условиях (температура, влажность, осве-
щение) в  НПП “Питомник лабораторных жи-
вотных” ФИБХ РАН (УНУ “Био-модель” ИБХ 
РАН; Биоресурсная коллекция “Коллекция 
лабораторных грызунов SPF статуса для фун-
даментальных, биомедицинских и  фармаколо-
гических исследований” ИБХ РАН, № 075-15-
2021-1067) в клетках изоляторного типа IsoCage 
(“Techniplast”, Италия) социальными группами 
по три‒пять особей. Исследование токсичнос- 
ти проводили в  соответствии с  руководящими 
принципами токсикологических исследований 
Организации экономического сотрудничества 
и развития (OECD) для тестирования химика-
тов [19]. В опытах использовали самок мышей, 
поскольку самки более чувствительны к токси-
ческим воздействиям, чем самцы [20].

Манипуляции с животными (инъекции пре-
паратов, взвешивание, клинический осмотр, 
забор биоматериала и пр.) проводили в асепти-
ческих условиях с использованием биозащищен-
ного бокса с ламинарным потоком воздуха (2-й 
класс биозащиты). Эвтаназию животных выпол-
няли в соответствии с международными требо-
ваниями [21] с  помощью автоматизированного 
СО2-бокса “Bioscape”. Все эксперименты и ма-
нипуляции одобрены институтской комиссией 
по уходу за лабораторными животными и их ис-
пользованию (IACUC № 709/19 от 01.07.2019).

Контроль стерильности препаратов. Стериль-
ность вводимых животным препаратов прове-
ряли с использованием тест-систем: тиоглико-
левой среды и триптозосоевого бульона. Смывы 

со всех пробирок, в которых содержались препа-
раты, переносили во флакон с триптозосоевым 
бульоном и во флакон с тиогликолевой средой 
(по 1 мл в каждый). Флаконы инкубировали при 
37C в течение 48 ч, после чего проводили визу-
альный анализ изменения окраски сред и степе-
ни их мутности.

Острая и субхроническая токсичность. Подо-
пытных животных распределяли в  случайном 
порядке на пять групп. Группы исследования 
острой токсичности (группы 1–3, по шесть 
мышей в  каждой) получали однократно дозу 
препаратов в первый день эксперимента. Жи-
вотным группы 1 вводили инкапсулированную 
C115H МГЛ (1.5 Ед/мышь) и метиин 2 мг/мышь 
(×1 терапевтическая доза [12]), мышам группы 
2 вводили по 1.5 Ед инкапсулированной C115H 
МГЛ и  10  мг метиина (×5  терапевтическая 
доза), группе 3 вводили инкапсулированную 
C115H МГЛ 1.5 Ед/мышь и метиин 20 мг/мышь 
(×10 терапевтическая доза). Спустя 7 дней жи-
вотных подвергали эвтаназии, выделяли почки 
и  печень, проводили гистологическое иссле-
дование. Животным группы оценки субхрони-
ческой токсичности (группа 4; восемь мышей) 
инкапсулированную C115H МГЛ 1.5 Ед/мышь 
и метиин 2 мг/мышь вводили ежедневно с 1 по 
7 день исследования. Через 7 дней после от-
мены препаратов животных подвергали эвта-
назии, выделяли почки и печень и проводили 
гистологическое исследование. Контрольная 
группа животных (группа 5) получала 0.9%-
ный раствор NaCl. Две мыши контрольной 
группы получали препарат согласно протоколу 
для групп исследования острой токсичности, 
три – согласно протоколу для группы субхро-
нической токсичности.

Препараты вводили через хвостовую вену 
одноразовым шприцем с диаметром иглы 29G –  
сначала 100 мкл инкапсулированной C115H 
МГЛ в буферном растворе (50 мМ КФБ, 0.1 мМ 
ПЛФ pH 7.5), затем 100 мкл метиина в физиоло-
гическом растворе. Промежуток времени между 
инъекциями фермента и метиина не превышал 
15 мин. Перед введением препаратов область 
инъекции обрабатывали кожным антисептиком 
АХД‑2000. На протяжении всего эксперимента 
проводили ежедневный клинический осмотр 
животных. Взвешивание выполняли на 1, 7 и 14 
сутки эксперимента.

Гистологические исследования. Образцы био-
материала (печень и почки) фиксировали в 10%-
ном растворе нейтрального формалина, далее 
промывали в  проточной воде, обезвоживали 
в спиртах восходящей концентрации и заливали 
в парафин. Парафиновые срезы толщиной 4–5 мкм,  
окрашенные гематоксилином и  эозином, из-
учали с  помощью световой микроскопии на 
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микроскопе AxioScope.A1 (“Carl Zeiss”, Герма-
ния). Микрофотографии гистологических пре-
паратов получали с помощью камеры высокого 
разрешения Axiocam 305 color (“Carl Zeiss”). 
Cтепень выраженности морфологических от-
клонений оценивали с использованием следую-
щей шкалы [22]: несущественное повреждение 
или отклонение от нормы (MI) – 1 балл, сла-
бовыраженное повреждение или отклонение от 
нормы (SL) – 2 балла, умеренное повреждение 
или отклонение от нормы (MO) – 3 балла, выра-
женное повреждение или отклонение от нормы 
(MA) – 4 балла, резко выраженное поврежде-
ние или отклонение от нормы (SE) – 5 баллов 
(табл. S1, S2, см. Дополнительные материалы 
в электронном виде по  DOI статьи  и на сайте 
http://www.molecbio.ru/downloads/2024/6/supp_
Revtovich_rus.pdf).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Терапия пролекарствами обычно имеет ряд 

преимуществ перед традиционными препарата-
ми благодаря более плавному повышению кон-
центрации активных действующих веществ и их 
пролонгированному действию, что, в свою оче-
редь, позволяет снизить частоту приема препа-
рата и уменьшить токсическую нагрузку. Одним 
из кандидатов в противомикробные препараты, 
действующих на широкий спектр патогенов, 
является двухкомпонентная система, состоящая 
из инкапсулированной C. freundii C115H МГЛ 
и пролекарства-метиина. Замена Cys115 на ги-
стидин в активном центре фермента повышает 
его каталитическую активность в реакции β-э-
лиминирования S-замещенных сульфоксидов 
L-цистеина на порядок по сравнению с МГЛ ди-

кого типа. В ходе ферментативной реакции МГЛ 
с метиином образуется наиболее стабильный из 
природных тиосульфинатов диметилтиосульфи-
нат [1, 6], основной противомикробный компо-
нент растений рода Brassica [23]. Доклинические 
исследования токсичности на лабораторных 
мышах при однократной и  многократной ин-
фузии фармакологической пары с оценкой па-
тофизиологических изменений позволяют оце-
нить безопасность терапии фармакологической 
парой на основе инкапсулированной C. freundii 
C115H МГЛ/метиина.

Ежедневные осмотры показали, что пове-
дение, внешний вид и  изменение веса подо-
пытных мышей в группах исследования острой 
токсичности не отличались от показателей 
у  мышей контрольной группы и  соответство-
вали здоровым животным. Животные группы 
субхронической токсичности на момент оконча-
ния эксперимента потеряли около 14% началь-
ной массы (табл. 1), не имели явных признаков 
интоксикации, однако были менее активными, 
а их шерстный покров был более взъерошенным 
по сравнению с контрольной группой. Опреде-
ление массы почек и печени не выявило сущес- 
твенных различий в  весе внутренних органов 
у животных всех групп (табл. 1).

Острая токсичность. Печень. У мышей кон-
трольной группы на 7-й день после однократ-
ного введения физраствора в паренхиме печени 
находили единичные мелкие очаги мононукле-
арной инфильтрации (рис. 2а). В одном случае 
отмечали очаговую гипертрофию гепатоцитов 
(рис. 2б). В группе введения однократной дозы 
препарата практически у всех животных в пече-
ночной паренхиме обнаруживали многочислен-

Препарат (доза) Физраствор
1.5 Ед С115Н-PIC-

сом МГЛ / 2 мг 
метиина (×1)

1.5 Ед С115Н-PIC-
сом МГЛ / 10 мг 

метиина (×5)

1.5 Ед С115Н-
PIC-сом МГЛ / 
20 мг метиина 

(×10)

1.5 Ед С115Н-PIC-
сом МГЛ / 2 мг 
метиина (×1)

Число животных 5 6 6 6 8

Изменение массы тела, г

1 день 32.40 ± 1.28 31.17 ± 1.22 32.67 ± 1.44 33.17 ± 0.89 32.63 ± 1.03

7 день 31.40 ± 1.52 30.67 ± 1.67 33.00 ± 2.00 30.00 ± 1.33 29.38 ± 1.72

14 день 30.33 ± 0.89* – – – 28.13 ± 1.41

Масса внутренних органов, г

Печень 1.51 ± 0.17 1.53 ± 0.12 1.59 ± 0.18 1.35 ± 0.06 1.53 ± 0.17

Почки 0.37 ± 0.02 0.41 ± 0.03 0.43 ± 0.05 0.39 ± 0.01 0.41 ± 0.03

*Число мышей в группе, n = 3.

Таблица 1. Изменение веса тела, массы почек и печени подопытных животных
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ные мелкие очаги мононуклеарной инфильтра-
ции на месте погибших гепатоцитов с поздними 
проявлениями их фагоцитоза (рис. 3а) (табл. 2). 
У двух мышей данной группы отмечали очаговую 
гипертрофию гепатоцитов, у  одной – единич-
ные случаи кариомегалии гепатоцитов (рис. 3б). 
В группе введения пятикратной дозы препарата 
у двух животных в печеночной паренхиме нахо-
дили также немногочисленные очаги нейтро-
фильной инфильтрации (рис.  4а), еще в  двух 
случаях в  очагах мононуклеарной инфильтра-

ции присутствовали сегментоядерные лейкоци-
ты (рис. 4б). В группе введения 10-кратной дозы 
препарата в печени встречали те же изменения, 
что и при введении тестируемого вещества в до-
зировке ×5. Вместе с тем, у двух животных дан-
ной группы в печени находили мелкие свежие 
очаги гепатоцитов с начальными явлениями не-
кроза (рис. 5а). Еще у одной мыши в одной из 
долей органа наблюдали единичные гепатоци-
ты с пигментными включениями в цитоплазме 
(рис. 5б).

Рис. 2. Фрагменты печени самок мышей контрольной группы. Окраска гематоксилином и эозином. Стрелками 
указаны: а – мелкий очаг мононуклеарной инфильтрации в паренхиме одной из долей органа (мышь 5.1); б – ги-
пертрофия отдельных гепатоцитов (мышь 5.2).

Препарат (доза) Физраствор

1.5 Ед С115Н-
PIC-сом МГЛ 
/ 2 мг метиина 

(×1)

1.5 Ед 
С115Н-PIC-

сом МГЛ / 10 
мг метиина 

(×5)

1.5 Ед 
С115Н-PIC-

сом МГЛ / 20 
мг метиина 

(×10)

Физраствор

1.5 Ед 
С115Н-PIC-
сом МГЛ / 2 
мг метиина 

(×1)

Число животных 2 6 6 6 3 8

Период введения  
препарата, дни 1 7

Некропсия, день 7 14

Число образцов 2 6 6 6 3 8

Характер изменений в органах Количество и степень выраженности изменений

Печень:

Таблица 2. Изменение морфологии печени и почек экспериментальных животных
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Препарат (доза) Физраствор

1.5 Ед С115Н-
PIC-сом МГЛ 
/ 2 мг метиина 

(×1)

1.5 Ед 
С115Н-PIC-

сом МГЛ / 10 
мг метиина 

(×5)

1.5 Ед 
С115Н-PIC-

сом МГЛ / 20 
мг метиина 

(×10)

Физраствор

1.5 Ед 
С115Н-PIC-
сом МГЛ / 2 
мг метиина 

(×1)

Число образцов с изменением 
морфологии 2 6 6 6 2 6

Очаговая гипертрофия 
гепатоцитов 1MI 2MI 2MI 1SL 2MI 0 3MI 1SL

Кариомегалия гепатоцитов 0 1MI 1MI 3MI 0 1MI

Мононуклеарные 
инфильтраты в печеночной 
паренхиме

2MI 1MI 5SL 5MI 1SL 2MI 3SL 1MI 1SL 3MI 1SL

Фагоцитоз погибших 
гепатоцитов в очагах 
мононуклеарной 
инфильтрации

0 5SL 1SL 2SL 1SL 0

Очаги инфильтрации 
печеночной паренхимы 
сегментоядерными 
лейкоцитами

0 0 2MI 2SL 2MI 1SL 1MI

Свежие мелкие очаги некроза 
гепатоцитов 0 0 0 2MI 0 1SL

Пигментные включения  
в цитоплазме гепатоцитов 0 0 0 1MI 0 1MI

Очаги экстрамедуллярного 
гемопоэза 0 0 0 0 0 1SL

СУММАРНЫЙ БАЛЛ 3 24 20 22 7 17

Почки:

Число образцов с изменением 
морфологии 0 2 2 0 0 0

Явления хронической 
прогрессирующей нефропатии 0 2MI 2MI 1MI 0 0

Тубулярные кисты в корковом 
веществе, выстланные 
кубическим или уплощенным 
эпителием

0 1SL 0 0 0 0

Мелкий периваскулярный 
очаг мононуклеарной 
инфильтрации

0 0 0 1MI 0 0

СУММАРНЫЙ БАЛЛ 0 4 2 2 0 0

Примечание. MI (несущественное повреждение или отклонение от нормы) – 1 балл, SL (слабовыраженное поврежде-
ние или отклонение от нормы) – 2 балла, MO (умеренное повреждение или отклонение от нормы) – 3 балла, MA (вы-
раженное повреждение или отклонение от нормы) – 4 балла, SE (резко выраженное повреждение или отклонение от 
нормы) – 5 баллов.

Окончание таблицы 2
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Рис. 4. Фрагменты печени самок мышей на 7-й день после однократного введения 1.5 Ед С115Н-PIC-сом МГЛ / 
10 мг метиина. Окраска гематоксилином и эозином. Стрелками указаны: а – мелкие очаги инфильтрации сегмен-
тоядерными лейкоцитами (мышь 2.1), б – очаг мононуклеарной инфильтрации с единичными сегментоядерными 
лейкоцитами и явлениями фагоцитоза погибших гепатоцитов (мышь 2.6).

Рис.  5. Фрагменты печени самок мышей на 7-й день после однократного введения 1.5 Ед С115Н-PIC-сом 
МГЛ/20 мг метиина. Окраска гематоксилином и эозином. Стрелками указаны: а – очаг гепатоцитов с начальными 
явлениями некроза (мышь 3.4), б – гепатоциты с пигментными включениями в цитоплазме (мышь 3.5).

Рис. 3. Фрагменты печени самок мышей на 7-й день после однократного введения 1.5 Ед С115Н-PIC-сом МГЛ/2 мг 
метиина. Окраска гематоксилином и эозином. Стрелками указаны: а – мелкий очаг мононуклеарной инфильтра-
ции в паренхиме одной из долей органа (мышь 1.2); б – кариомегалия гепатоцита (мышь 1.3).
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Рис. 6. Фрагменты коркового (а) и мозгового (б) вещества почки самки мыши контрольной группы (мышь 5.1). 
Обычное гистологическое строение органа. Окраска гематоксилином и эозином.

Таким образом, проведенное гистологичес- 
кое исследование выявило слабое/умеренное 
дозозависимое гепатотоксическое действие од-
нократного введения тестируемого препарата, 
проявляющееся, прежде всего, в мелкоочаговой 
гибели гепатоцитов.

Острая токсичность. Почки.  У  мышей 
группы негативного контроля не выявле-
но каких-либо отклонений морфофункцио-

нального состояния почек от нормы (рис. 6). 
В  группе однократного введения препарата 
(1.5 Ед С115Н-PIC-сом МГЛ/2  мг метиина) 
в  почках двух особей обнаружены началь-
ные проявления хронической прогрессирую-
щей нефропатии (рис.  7а). В  одном из этих 
случаев в  корковом веществе одной из по-
чек присутствовали две тубулярные кисты, 
выстланные кубическим или уплощенным 
эпителием (рис.  7б). В  группе тестирования 

Рис.  7. Фрагменты коркового вещества почки самок мышей на 7-й день после однократного введения 1.5 Ед 
С115Н-PIC-сом МГЛ/2 мг метиина. Окраска гематоксилином и эозином. Стрелками указаны: а – явления хрони-
ческой прогрессирующей нефропатии (мышь 1.5), б – тубулярная киста (сплошная стрелка), выстланная уплощен-
ным эпителием (пунктирные стрелки; мышь 1.3).
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пятикратной терапевтической дозы (1.5 Ед 
С115Н-PIC-сом МГЛ/10  мг метиина) в  поч-
ках двух животных также найдены началь-
ные проявления хронической прогрессирую- 
щей нефропатии. В группе введения 10-крат-
ной дозы препарата только в  одном случае 
в  почках обнаружены начальные проявления 
хронической прогрессирующей нефропатии 
(рис.  8а), у  той же мыши найден мелкий пе-
риваскулярный очаг мононуклеарной инфиль-

трации (рис. 8б). В гистологических образцах 
почек остальных животных отклонений от 
нормы не наблюдали.

Таким образом, гистологическое исследова-
ние не привело к получению каких-либо убеди-
тельных данных о наличии нефротоксического 
действия тестируемого препарата в  указанных 
дозах при однократном введении. Описанные 
единичные патоморфологические изменения 

Рис. 8. Фрагменты коркового вещества почки мыши (мышь 3.5) на 7-й день после однократного введения 1.5 Ед 
С115Н-PIC-сом МГЛ/20 мг метиина. Окраска гематоксилином и эозином. Стрелками указаны: явления хроничес- 
кой прогрессирующей нефропатии (а) и периваскулярный очаг мононуклеарной инфильтрации (б).

Рис. 9. Фрагменты печени самок мышей контрольной группы. Окраска гематоксилином и эозином. а – Стрелками 
указан очаг мононуклеарной инфильтрации с сегментоядерными лейкоцитами (мышь 5.4). б – Обычное гистоло-
гическое строение органа (мышь 5.3).
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в  почках являются фоновыми, не связанными 
с токсическим действием препарата.

Субхроническая токсичность. Печень. У двух 
животных контрольной группы (n = 3) в парен-
химе разных долей печени обнаружены мелкие 
очаги мононуклеарной инфильтрации, в одном 
случае – с явлениями фагоцитоза погибших ге-
патоцитов и присутствием в части таких очагов 
сегментоядерных лейкоцитов (рис.  9а). Еще 
у  одного животного не выявлено отклонений 
функциональной морфологии печени от нормы 
(рис. 9б). В группе определения субхронической 
токсичности через 7 дней после отмены препа-
рата выявлены следующие отличия морфофунк-

ционального состояния печени от контрольной 
группы: у четырех животных отмечена очаговая 
гипертрофия гепатоцитов – у одной самки на-
блюдались также единичные случаи кариомега-
лии гепатоцитов и свежие мелкие очаги некроза 
гепатоцитов в  разных долях органа (рис.  10а); 
у  одной мыши обнаружены единичные гепа-
тоциты с  пигментными включениями в  цито-
плазме (рис. 10б); еще в одном случае выявлены 
многочисленные мелкие очаги экстрамедулляр-
ного гемопоэза в разных долях органа (рис. 10в). 
У  двух животных не отмечено отклонений 
функциональной морфологии печени от нормы 
(рис. 10г). Тем не менее, возникновение свежих 
очагов некроза гепатоцитов у одной мыши спу-

Рис. 10. Фрагменты печени самок мышей на 15-й день после 7-кратного введения 1.5 Ед С115Н-PIC-сом МГЛ/2 мг 
метиина. Окраска гематоксилином и эозином. Стрелками указаны: а – очаг гепатоцитов с начальными явлениями 
некроза (мышь 4.1); б – гепатоциты с пигментными включениями в цитоплазме (мышь 4.3); в – мелкие очаги экс-
трамедуллярного гемопоэза (мышь 4.6); г – обычное гистологическое строение органа (мышь 4.7).
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стя 7 дней после окончания введения препара-
та не позволяет исключить гепатотоксическое 
действие тестируемого препарата. Однако все 
остальные изменения функциональной морфо-
логии печени можно отнести к единичным фо-
новым находкам.

Субхроническая токсичность. Почки. Гисто-
логическое исследование почек животных груп-
пы субхронической токсичности и мышей кон-
трольной группы не выявило в них каких-либо 
патоморфологических изменений (рис. 11). Та-
ким образом, ежедневное введение 1.5 Ед С115Н-
PIC-сом МГЛ/2 мг метиина (×1) в течение 7 дней 
не привело к гистологически заметным проявле-
ниям нефротоксического действия препаратов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изменения морфологии печени во всех 

экспериментальных группах относились к  не-
существенным или слабовыраженным повреж-
дениям/отклонениям от нормы. Отмечено, что 
исследуемый препарат оказывает негативное 
дозозависимое влияние на печень: умеренное 
при однократном введении ×10  терапевтичес- 
кой дозы (ранняя и отсроченная гибель клеток 
печени) и  слабое при однократном введении 
×5 и  ×1  терапевтических доз (поздняя стадия 
фагоцитоза погибших гепатоцитов). Низкое ге-
патотоксическое действие наблюдалось и  при 
ежедневном однократном введении терапев-
тической дозы в  течение 7 дней; морфология 
печени у четверти животных группы субхрони-
ческой токсичности не отличалась от нормы. 

Нефротоксический эффект во всех группах ис-
следования не был обнаружен. Таким образом, 
фармакологическая пара инкапсулированный 
фермент С115Н МГЛ/метиин не вызвала су-
щественных отклонений от нормы при иссле-
довании на мышиных моделях и  может стать 
перспективным лекарственным препаратом, 
способным блокировать развитие патогенных 
бактерий в организме.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ТОКСИЧНОСТИ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ ПАРЫ 

 Toxicity Study of Pharmacological Pair Encapsulated  
Citrobacter freundii C115H Methionine γ-Lyase / Methiin

S. V. Revtovich1, *, V. V. Kulikova1, V. S. Koval1, A. D. Lyfenko1,  
V. A. Kazakov2, A. S. Chernov2, G. B. Telegin2, A. S. Zemskaya1, 

 N. V. Anufrieva1, E. A. Morozova1, P. N. Solyev1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,  

Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia
*e-mail: svetla21@mail.ru

The acute and subchronic toxicity of the pharmacological pair based on encapsulated Citrobacter freundii 
C115H methionine γ-lyase enzyme/prodrug (methiin) was studied in female ICR mice. The drug showed a 
weak/moderate dose-dependent hepatotoxic effect. Most of the identified changes in liver morphology were 
insignificant or mild deviations from the norm. Long-term use of a single therapeutic dose per mouse of 1.5 
U C. freundii C115H methionine γ-lyase @ (PEG−P(Asp)70/PLL70)-PICsome / 2 mg methiin led to a slight 
decrease in the weight of animals without obvious signs of intoxication. A quarter of the animals in this group 
had no deviations from the norm in liver morphology. No nephrotoxic effect in all study groups was found.

Keywords: methionine γ-lyase, methiin, pharmacological pair, prodrug, acute toxicity, subchronic toxicity
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Диаллилтиосульфинат (аллицин) эффективно подавляет рост различных микроорганизмов, в том 
числе штаммов, устойчивых к антибиотикам, поэтому его можно рассматривать как противомикроб-
ное соединение широкого спектра действия. Однако нестабильность аллицина в кровотоке препят-
ствует его применению в качестве терапевтического средства. Нами синтезирован ряд аналогов ал-
лицина, как природных, так и синтетических, и оценена in vitro их противомикробная активность 
в отношении Staphylococcus aureus и Candida albicans. Показано, что синтезированные соединения 
проявляют более выраженную противогрибковую активность, чем антибактериальную. Среди полу-
ченных соединений синтетический ди-(2,2,2-трихлорэтил)овый эфир 3,3'-[(тио)сульфинил]дипропи-
оновой кислоты эффективно подавлял рост как грибов, так и бактерий в концентрациях, сравнимых 
с известными противомикробными средствами, используемыми в медицинской практике.

Ключевые слова: аллицин, тиосульфинаты, противомикробная активность, полимикробная инфек-
ция, Staphylococcus aureus, Candida albicans 
DOI: 10.31857/S0026898424060074, EDN: HMWIWS

ВВЕДЕНИЕ
Полимикробные инфекции, вызываемые 

сочетаниями бактерий, вирусов и  грибов, все 
чаще усугубляют тяжесть течения заболеваний 
и  ухудшают прогнозы выздоровления паци-
ентов. Многие из этих полимикробных взаи- 
модействий происходят внутри биопленок, ко-
торые образуются на естественных или искус-
ственных поверхностях (имплантированных 
медицинских устройствах) и внутри организма 
человека [1] и ответственны за ~80% микробных 
инфекций у  людей [2]. По сравнению с  одно-
видовыми биопленками полимикробные часто 
обеспечивают специфические преимущества 
для каждого вида патогена [3]. Появление ме-
тициллинрезистентного золотистого стафило-
кокка (methicillin-resistant Staphylococcus aureus; 
MRSA) и его способность к образованию био-
пленки стали серьезной проблемой здравоох-

ранения в последние десятилетия [4, 5]. В орга-
низме хозяина бактерии S. aureus сосуществуют 
с  различными патогенами, включая дрожже-
подобные грибы Candida albicans [6]. Бактерия  
S. aureus признана третьим по частоте видом, 
изолируемым совместно с C. albicans при многих 
заболеваниях, таких как пародонтит, стоматит, 
муковисцидоз, кератит, ассоциированная с ис-
кусственной вентиляцией легких пневмония, 
а также инфекции мочевыводящих путей и ожо-
говых ран [7]. Растущее использование имплан-
тированных медицинских устройств – еще одна 
причина неуклонного роста частоты кандидоз-
ной и  стафилококковой инфекций. Эти пато-
гены эффективно формируют полимикробные 
биопленкие на медицинских имплантатах [8]. 
Взаимодействие S. aureus и C. albicans сопрово-
ждается синергетическим эффектом в  форми-
ровании биопленок и способствует возникнове-
нию антибиотикорезистентности у S. aureus [9]. 

Сокращения: МПК – минимальная подавляющая концентрация; MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus) – 
метициллинрезистентный золотистый стафилококк.
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СИНТЕЗ И ПРОТИВОМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ ТИОСУЛЬФИНАТОВ

Существующие противогрибковые и антибакте-
риальные препараты в концентрациях, эффек-
тивных против планктонных клеток C. albicans 
и S. aureus, далеко не всегда “работают” против 
этих клеток в биопленках [10]. Увеличение те-
рапевтических доз может иметь положительный 
эффект, но часто вызывает серьезные побочные 
эффекты (повреждение почек или печени), поэ-
тому поиск новых противомикробных препара-
тов продолжает оставаться актуальной пробле-
мой современной медицины.

Диаллилтиосульфинат (аллицин) образуется 
в растениях рода Allium в результате реакции β-э-
лиминирования сульфоксида S-аллил-L-цис- 
теина (аллиина), катализируемой пиридок-
саль‑5'-фосфатзависимым ферментом аллии-
назой (КФ 4.4.1.4), и обладает антимикробным 
действием, в том числе по отношению к MRSA 
[11, 12]. Противомикробный эффект аллицина 
обусловлен его способностью быстро реагиро-
вать с  серосодержащими белками клетки бла-
годаря присутствию в его структуре тиосульфи-
натной группы [13]. В отличие от большинства 
антибиотиков, применяемых в клинике, мише-
нью аллицина в клетке не является конкретный 
белок, поэтому развитие резистентности к нему 
маловероятно. Диалкилтиосульфинаты – ана-
логи аллицина с  насыщенной углеводородной 
боковой цепью (диметилтиосульфинат, диэтил-
тиосульфинат, дипропилтиосульфинат) – бо-
лее стабильны по сравнению с аллицином [14] 
и  проявляют аналогичный механизм антими-
кробного действия [15]. В связи с тем, что ди-
алкилтиосульфинаты проявляют как антибакте-
риальную, так и противогрибковую активность 
[14, 16, 17], получение новых синтетических 
производных сульфинатов и  изучение их про-
тивомикробных свойств – важное направление 
в разработке средств для борьбы с полимикроб-
ными биопленками.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. Диметилдисульфид, диэтилди-

сульфид, дипропилдисульфид, трифторэтанол, 
трихлорэтанол, мета-хлорпербензойная кисло-
та (m-CBPA, >77%) и  H2O2 (30%-ный водный 
раствор) были приобретены у  “Sigma-Aldrich” 
(США). Сульфат натрия, гидрокарбонат натрия, 
оксид фосфора, уксусная кислота, серная кислота, 
метанол, хлористый метилен, дитиодипропионо-
вая кислота, н-гексан, этилацетат были приобре-
тены в компании “РусХим” (Россия). Все выше-
перечисленные реактивы имели чистоту не менее 
98% и использованы в реакциях без дополнитель-
ной очистки. Среда RPMI‑1640, 3-(N-морфоли-
но)пропансульфоновая кислота (MOPS, > 99.5%) 
приобретены в  компании “ПанЭко” (Россия). 
Агар и бульон Мюллера‒Хинтон – производства 

“HiMedia” (Индия); YPD-агар и вторичный фар-
мацевтический стандарт флуконазола приобрете-
ны у “Sigma-Aldrich”; ванкомицин из Amycolatopsis 
orientalis – аптечный препарат (“Синтез”, Россия). 
Тонкослойную хроматографию (ТСХ) выполня-
ли на пластинках TLC Silica Gel 60 F254 (“Merck”, 
Германия).

Спектральный анализ. 1H и 13С (с подавлением 
C–H взаимодействия) ЯМР-спектры регистриро-
вали на спектрометре Bruker Avance III (“Bruker 
BioSpin GmbH”, Германия) с частотой 300 МГц 
для 1H и 75.5 МГц для 13C ядер в ДМСО-d6, если 
не указано иное. Химические сдвиги указаны от-
носительно остаточного сигнала для ДМСО-d6:  
δ 2.50 м. д. для 1H ЯМР и 39.52 м. д. для 13С ЯМР –  
в  качестве внутреннего стандарта; константы 
спин-спинового взаимодействия (J) указаны в гер-
цах (Гц). Дополнительно для продукта 2h реги-
стрировали 19F и 13C (с подавлением C–H взаимо-
действия) ЯМР-спектры на спектрометре Q. One 
AS600 (“Q. One Americas”, США) с  частотой 
150.7 МГц для 13С-ядер и 563.9 МГц для 19F-ядер  
в ДМСО-d6.

ИК-спектры регистрировали на спектро-
метре Bruker ALPHA (“Bruker BioSpin GmbH”) 
в тонком слое между пластинами KBr, в области 
4 000‒400 см‒1 (16 сканов, разрешение 2 см‒1).

Оптическую плотность культур микроорга-
низмов измеряли на спектрофотометре Varian 
Cary‑50 (“Varian”, США) и микропланшетном 
фотометре iMark (“Bio-Rad”, США).

Клеточные культуры. Штаммы C. albicans 
ATCC10231 и S. aureus ATCC29213 и ATCC43300 
(устойчивый к  метициллину) были получены 
из американской коллекции типовых культур 
(“ATCC”, США). Субкультивирование и приго-
товление инокулятов проводили в соответствии 
с рекомендованными Институтом клинических 
и лабораторных стандартов (Clinical & Laboratory 
Standards Institute, CLSI) методами M27-A3 (для 
культур грибов) и  M7-A11 (для бактериальных 
культур) при температуре инкубации 35°C и 37°C 
соответственно [18, 19]. Стоковые концентра-
ции клеток C. albicans и  S. aureus составляли 
1 × 106 и 1 × 108 клеток/мл соответственно. Ра-
бочую суспензию C. albicans (5.0 × 102 клеток/мл)  
готовили путем двухступенчатого разведения 
стоковой концентрации средой RPMI‑1640. Ра-
бочую суспензию S. aureus (1.0 × 106 клеток/мл) 
готовили разведением стоковой концентрации 
средой Мюллера‒Хинтон.

Синтез эфиров 3,3'-дитиодипропионовой кис-
лоты. Диметиловый эфир дитиодипропионовой 
кислоты (соединение 1g). Раствор дитиодипро-
пионовой кислоты (500 мг, 2.38 ммоль) в 15 мл 
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метанола и  100 мкл серной кислоты кипятили 
в течение 48 ч. Протекание реакции контролиро-
вали методом ТСХ в системе гексан‒этилацетат 
(4 : 1). По окончании реакции в смесь вносили 
насыщенный раствор гидрокарбоната натрия до 
рН 8.0 и упаривали. Остаток растворяли в смеси 
вода‒этилацетат и экстрагировали этилацетатом 
(3 × 20 мл). Объединенную органическую фазу 
высушивали над сульфатом натрия и упаривали 
на ротационном испарителе. Продукт представ-
лял собой прозрачную вязкую жидкость с жел-
товатым оттенком. Выход составил 468 мг (78%). 
1H ЯМР (δ): 3.62 (6H, с, CH3OOC), 2.92 (4H, т, 
J = 6.9 Гц, CH2COOMe), 2.72 (4H, т, J = 6.6 Гц, 
CH2S).

Ди-(2,2,2-трифторэтил)овый эфир дитио-
дипропионовой кислоты (соединение 1h). Рас-
твор дитиодипропионовой кислоты (400  мг, 
1.90 ммоль) в 15 мл трифторэтанола и 100 мкл 
серной кислоты кипятили в течение 72 ч. Про-
текание реакции контролировали методом ТСХ 
в системе хлористый метилен‒метанол‒уксусная 
кислота (30 : 1 : 0.1). После окончания реакции 
к смеси добавляли водный раствор аммиака до 
рН 8.0. Получившийся остаток экстрагировали 
этилацетатом (3 × 20 мл). Объединенную орга-
ническую фазу высушивали над сульфатом на-
трия и упаривали на ротационном испарителе. 
Продукт представлял собой прозрачную вяз-
кую жидкость с желтоватым оттенком. Выход – 
153 мг (21%). 1H ЯМР (δ) : 4.77 (4H, кв, J = 9.1 
Гц, CF3CH2OOC), 2.98–2.84 (8H, м, CH2).

Ди-(2,2,2-трихлорэтил)овый эфир дитио-
дипропионовой кислоты (соединение 1i). Рас-
твор дитиодипропионовой кислоты (250  мг, 
1.90 ммоль) в 5 мл трихлорэтанола и 50 мкл сер-
ной кислоты перемешивали при 140C в течение 
10 сут. Протекание реакции контролировали ме-
тодом ТСХ в системе хлористый метилен‒мета-
нол‒уксусная кислота (30 : 1 : 0.1). Растворитель 
упаривали, остаток растворяли в  этилацетате, 
промывали 0.1 М раствором NaOH (20 мл) и 0.1 
М раствором соляной кислоты (2 × 20 мл). Ор-
ганическую фазу высушивали над сульфатом 
натрия и упаривали от растворителей на рота-
ционном испарителе. Продукт представлял из 
себя прозрачное масло. Выход – 495 мг (88%). 
1H ЯМР (δ, CDCl3) : 4.79 (4H, c, CCl3CH2OOC), 
3.05–2.90 (8H, м, CH2).

Синтез диалк(ен)илтиосульфинатов. Диметил-
тиосульфинат (DMTS; соединение 2a). К эмуль-
сии диметилдисульфида (1  г, 10.6  ммоль) в  40 
мл воды добавляли 30%-ный раствор перекиси 
водорода (1.08 мл, 10.6 ммоль) и перемешивали 
в течение 1 мес. до получения полностью гомо-
генного раствора. Реакционную массу экстраги-
ровали хлористым метиленом (2 × 20 мл). Объ-
единенную органическую фазу высушивали над 

сульфатом натрия и упаривали на ротационном 
испарителе. Продукт представлял собой прозрач-
ную вязкую жидкость. Выход – 1.15 г (98%). 1H 
ЯМР (δ, D2O) : 3.03 (3Н, с), 2.65 (3Н, с).

Диэтилтиосульфинат (DETS; соединение 2b). 
К раствору диэтилдисульфида (1 г, 8.18 ммоль) 
в 10 мл муравьиной кислоты при 0C медленно, 
по каплям добавляли 30%-ный раствор пере-
киси водорода (0.835 мл, 8.18 ммоль) в течение 
20 мин и  перемешивали 1.5 ч при 0C. Далее 
реакционную массу экстрагировали хлористым 
метиленом (2 × 20 мл). Объединенную органи-
ческую фазу высушивали над сульфатом натрия 
и упаривали на ротационном испарителе. Про-
дукт очищали методом колоночной хромато-
графии в  системе н-гексан–этилацетат (8 : 1), 
целевые фракции упаривали от растворителей. 
Продукт представлял собой прозрачную вязкую 
жидкость. Выход – 0.735  г (65%). 1H ЯМР (δ, 
CDCl3) : 3.34 (2H, кв, J = 7.4 Гц, CH2S(O)), 3.17 
(2H, кв, J = 7.4 Гц, CH2S), 1.48 (3H, т, J = 7.4 Гц, 
CH3), 1.44 (3H, т, J = 7.4 Гц, CH3).

Дипропилтиосульфинат (DPTS; соедине-
ние 2c). К  раствору дипропилдисульфида (1  г, 
6.65 ммоль) в 10 мл муравьиной кислоты при 0C 
медленно, по каплям добавляли 30%-ный рас-
твор перекиси водорода (0.679 мл, 6.65 ммоль) 
в течение 20 мин и перемешивали 4 ч при 0C. 
Реакционную массу экстрагировали хлористым 
метиленом (2 × 20 мл). Объединенную органи-
ческую фазу высушивали над сульфатом натрия 
и упаривали на ротационном испарителе. Про-
дукт очищали методом колоночной хромато-
графии в  системе н-гексан–этилацетат (8 : 1), 
целевые фракции упаривали от растворителей. 
Продукт представлял собой прозрачную вяз-
кую жидкость с желтоватым оттенком. Выход – 
0.631  г (57%). 1H ЯМР (δ) : 3.17–3.07 (4H, м, 
CH2S), 1.81–1.67 (4H, м, CH2CH3), 1.44 (3H, т,  
J = 7.3 Гц, CH3), 1.02 (3H, т, J = 7.4 Гц, CH3).

Диаллилтиосульфинат (аллицин, DATS; со-
единение 2d). К  раствору свежеперегнанного 
диаллилдисульфида (1  г, 6.84  ммоль) в  10 мл 
муравьиной кислоты при 0C медленно, по ка-
плям вносили 30%-ный водный раствор переки-
си водорода (0.680 мл, 6.84 ммоль) в течение 20 
мин и перемешивали 4 ч при 0C. Реакционную 
массу экстрагировали хлористым метиленом  
(2 × 20 мл). Объединенную органическую фазу 
высушивали над сульфатом натрия и упаривали 
на ротационном испарителе. Продукт очищали 
методом колоночной хроматографии в системе 
н-гексан–этилацетат (10 : 1), целевые фракции 
упаривали от растворителей. Продукт пред-
ставлял собой прозрачную вязкую жидкость 
с желтоватым оттенком. Выход – 0.632 г (53%). 
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СИНТЕЗ И ПРОТИВОМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ ТИОСУЛЬФИНАТОВ
1H ЯМР (δ, CDCl3) : 5.89–5.66 (2H, м), 5.45–5.15 
(4H, м), 3.79–3.67 (4H, м).

Синтез диарилтиосульфината. 2,2'-[(тио)
сульфинил]-бис-(пиридин‑1-оксид) (соеди-
нение 2e). К  раствору 2,2'-дитиодипиридина 
(100 мг, 0.454 ммоль) в 10 мл CH2Cl2 при –78C 
по каплям вносили раствор m-CPBA (763  мг, 
1.362 ммоль) в 15 мл CH2Cl2 в течение 20 мин, 
смесь перемешивали при 0C в течение 1 ч и да-
лее при 40C в  течение 170 ч. Протекание ре-
акции контролировали методом ТСХ в системе 
гексан–этилацетат (4 : 1). К реакционной смеси 
добавляли 30 мл этилацетата, выпавший осадок 
отфильтровывали, промывали этилацетатом  
(2 × 10 мл) и высушивали над оксидом фосфора. 
Продукт представлял собой белый аморфный по-
рошок. Выход – 26 мг (21%). ИК-спектр (см–1):  
3 200 –2 600 (уш., ср., ν Сгетаром. – Н), 1 617, 1 599, 
1 521, 1 458 (ср., ν Cгетаром. = Сгетаром.) 1 268, 1 245, 
1 207 (в., ν C–N), 1 149, 1 040 (с., ν S–S=O), 769, 
730 (ср., ν C–S=O), 672  см–1 (сл., ν C-S). 1H 
ЯМР (δ): 8.7 (2H, д, J = 5.1 Гц, N-CH), 8.51 (1H, 
дд, J = 1.5 Гц, J = 7.8 Гц, Ar-H), 8.50 (1H, дд, J = 
1.5 Гц, J = 7.8 Гц, Ar-H), 8.15 (2H, д, J = 7.9 Гц, 
N-CH), 7.96–7.91 (2H, м, Ar-H). 13C ЯМР (δ): 
157.64, 146.74, 143.16, 127.51, 123.95.

Синтез тиосульфинатных производных диал-
килдикарбоксилатов. 3,3'-[(тио)сульфинил]ди-
пропионовая кислота (соединение 2f). К суспен-
зии 3,3' -дитиодипропионовой кислоты (250 мг, 
1.19 ммоль) в 10 мл CH2Cl2 при –78C по каплям 
вводили раствор m-CPBA (267  мг, 1.19  ммоль) 
в 15 мл CH2Cl2 в течение 20 мин, смесь переме-
шивали при 0C в течение 1 ч. Протекание ре-
акции контролировали методом ТСХ в системе 
хлористый метилен–метанол– уксусная кислота 
(30 : 1 : 0.1). Растворители упаривали на ротаци-
онном испарителе, остаток еще раз упаривали 
с  этанолом и  высушивали в  вакууме. Продукт 
очищали методом колоночной хроматографии 
в  системе хлористый метилен–метанол‒уксус-
ная кислота (50 : 1 : 0.1), целевые фракции упа-
ривали от растворителей. Продукт представлял 
собой белый порошок. Выход – 86  мг (32%). 
ИК-спектр (см–1): 3 550‒2 500 (уш., ν СОO–H), 
1 699 (с., ν С=O), 1 432 (ср., δas C–H), 1 410, 1 315, 
1 247, 1 166, 1 049 (ср., ν S–S=O), 720 (ср., ν C–
S=O), 655 (сл., ν C-S). 1H ЯМР (δ) : 3.79 (2H, т, 
J = 7.1 Гц, CH2COOH), 3.29 (2H, т, J = 6.8 Гц, 
CH2COOH), 2.75 (2H, т, J = 6.8 Гц, CH2S(O)), 
2.72 (2H, т, J = 7.1 Гц, CH2S). 13C ЯМР (δ): 172.90, 
171.53, 56.81, 34.42, 31.30, 28.95.

Диметиловый эфир 3,3'-[(тио)сульфинил]
дипропионовой кислоты (соединение 2g). 
К раствору диметилдитиодипропионата (455 мг, 
1.91 ммоль) в 10 мл CH2Cl2 при –78C по каплям 

добавляли раствор m-CPBA (427 мг, 1.91 ммоль) 
в  15 мл CH2Cl2 в  течение 20 мин, смесь пере-
мешивали при 0C в  течение 1 ч. Протекание 
реакции контролировали с помощью ТСХ в си-
стеме гексан‒этилацетат (4 : 1). Через 170 ч рас-
творитель упаривали, продукт очищали методом 
флеш-хроматографии в градиенте гексан–эти-
лацетат (5 : 1) → этилацетат. Продукт представлял 
собой прозрачную вязкую жидкость с желтова-
тым оттенком. Выход – 68 мг (14%). ИК-спектр 
(см–1) : 2 999 (уш., сл., ν С–H (CH2)), 2 955 (ср., 
ν С–H (CH3)), 1 737 (с., ν С=O), 1 438 (ср., δas 
C–H), 1 418, 1 362, 1 227‒1 178 (уш., с., ν С–O), 
1 049 (с., ν S–S=O), 672 (сл., ν C–S). 1H ЯМР (δ): 
3.64 (3H, с, CH3OOC), 3.63 (3H, с, CH3OOC), 
3.50‒3.30 (4H, м, CH2COOMe), 2.83–2.77 (4H, м, 
CH2S). 13C ЯМР (δ) : 171.80, 171.70, 52.31, 52.07, 
50.60, 35.61, 27.80, 27.68.

Ди-(2,2,2-трифторэтил)овый эфир 3,3'-
[(тио)сульфинил]дипропионовой кислоты 
(соединение 2h). К  раствору ди-(2,2,2-триф-
торэтил)-3,3'-дитиодипропионата (153  мг, 
0.41 ммоль) в CH2Cl2 при –78C по каплям до-
бавляли раствор m-CPBA (92  мг, 0.41  ммоль) 
в 15 мл CH2Cl2 в течение 20 мин, смесь пере-
мешивали при 0C в  течение 1 ч. Протекание 
реакции контролировали методом ТСХ в  си-
стеме гексан‒этилацетат (2 : 1). Продукт очи-
щали методом флеш-хроматографии в  гради-
енте гексан–этилацетат (5 : 1) → этилацетат, 
высушивали от растворителей на ротационном 
испарителе и  получали соединение 2h в  виде 
прозрачной вязкой жидкости с  желтоватым 
оттенком. Выход – 59  мг (37%). 1H ЯМР (δ) : 
4.77 (2H, кв, J = 9.1 Гц, CF3CH2OOC), 4.76 (2H, 
кв, J = 9.1 Гц, CF3CH2OOC), 3.55–3.36 (4H, м, 
CH2CH2COO), 2.97‒2.91 (4H, м, CH2S), 2.83–
2.77 (4H, м, CH2S). 13C ЯМР (150.7 МГц, δ): 
170.17 (2 × c), 123.90 (2 × кв, J = 279 Гц), 60.35 
(2 × кв, J = 35 Гц), 50.26, 35.34, 27.58, 27.50. 19F 
ЯМР (563.9 МГц, δ): –72.29 (2 × т, J = 11.3 Гц).

Ди-(2,2,2-трихлорэтил)овый эфир 3,3'-
[(тио)сульфинил]дипропионовой кислоты (со-
единение 2i). К раствору 2,2,2-трихлорэтилди-
тиодипропионата (905 мг, 1.913 ммоль) в 10 мл 
CH2Cl2 при –78C по каплям вносили раствор 
m-CPBA (432  мг, 1.913  ммоль) в  15 мл CH2Cl2 
в течение 20 мин, смесь перемешивали при 0C 
в течение 1 ч и затем 48 ч при комнатной тем-
пературе. Протекание реакции контролирова-
ли методом ТСХ в системе гексан–этилацетат 
(4 : 1). Продукт очищали методом колоночной 
хроматографии в градиенте гексан–этилацетат 
(10 : 1) → (4 : 1) и получали соединение 2i в виде 
прозрачного масла. Выход – 168 мг (18%). ИК-
спектр (см–1) : 3 009 (сл., ν С–H (CH2CCl3)), 
2 959, 2 943, 2 928 (сл., ν С–H), 1 761 (с., ν С=O), 
1 429, 1 405, 1 379 (ср., δas C–H), 1 272, 1 207‒1 137 
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(уш., с., ν С–O), 1 073 (с., ν S–S=O), 846, 797 
(ср., ν C–Cl), 717 (ср., ν C–S=O), 650 (сл., 
ν C–S). 1H ЯМР (δ, ацетон-d6): 4.90 (2H, с, 
CCl3CH2OOC), 4.89 (2H, с, CCl3CH2OOC), 
3.60‒3.40 (4H, м, CH2CH2COO), 3.15–2.95 (4H, 
м, CH2S). 13C ЯМР (δ): 170.06, 170.00, 95.58, 
95.52, 73.97, 73.80, 50.27, 35.62, 27.73, 27.59.

Определение минимальных ингибирующих 
концентраций тиосульфинатов. Минимальную 
подавляющую концентрацию (МПК) опреде-
ляли методом двукратных серийных разведе-
ний согласно CLSI M27-A3 [18] и M07-A11 [19] 
в трех независимых экспериментах с тремя пов- 
торами в  каждом. В  качестве положительно-
го контроля в случае C. albicans использовали 
флуконазол, для S. aureus – ванкомицин. Сто-
ковый раствор аллицина готовили в  ДМСО 
в  концентрации 6 400 мкг/мл; для остальных 
веществ – в стерильной воде в концентрации 
1 280 мкг/мл. Стоковые растворы препаратов 
разбавляли до конечных концентраций в сре-
де для анализа и вносили по 100 мкл в лунки 
96-луночных планшетов, после чего добавляли 
по 100 мкл инокулята. Ряды 11 и 12 оставляли 
для отрицательного контроля (среда с иноку-
лятом без препарата) и  контроля стерильно-
сти. Планшеты инкубировали в  течение 24 ч  
при 35C для C. albicans и  при 37C для  
S. aureus. Тестируемый диапазон концентра-
ций для флуконазола и  соединений 2a, 2d, 
2h, 2g, 2f составлял от 0.125 до 64 мкг/мл; для 
ванкомицина и соединений 2b, 2c, 2e, 2i – от 
0.0625 до 32 мкг/мл. Значение МПК определя-
ли спектрофотометрически. За МПК прини-
мали наименьшую концентрацию препарата, 

вызывающую значительное (~80% для флу-
коназола) или полное (все другие препараты) 
подавление роста микроорганизма по сравне-
нию с контролем.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез природных тисульфинатов и их аналогов: 
арилтиосульфинатов и тиосульфинатных 

производных диалкилдикарбоксилатов

Природный компонент аллицин обладает 
широким спектром противомикробного дей-
ствия, но при этом имеет низкую стабиль-
ность [14]. Его аналоги, например диметил-
тиосульфинат, механизм действия которого 
аналогичен аллицину, более стабильны. В ходе 
работы были получены как природные ал-
кил-аналоги аллицина (2a–2c), действующие 
одновременно против патогенных грибов 
и бактерий, так и синтезированы новые тио-
сульфинатные производные (2e–2i) аллицина 
(рис. 1) с  замещенными фрагментами алкил-
карбоксилатов и их эфиров, а также остатком 
пиридин-N-оксида. Последнее производное 
относится к  привилегированной структуре 
в медицинской химии [20] и служит мимети-
ком малоизученного противомикробного ком-
понента лука (Allium stipitatum) – 2-(метилди-
тио)пиридин‑3-карбонитрила [21].

К  основным методам получения алифати-
ческих тиосульфинатов относится воздействие 
смеси 30%-ного раствора перекиси водорода 
и муравьиной кислоты на дисульфид [14, 22, 23].  
В  результате в  реакционной смеси in situ ге-
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Рис. 1. Схема синтеза тиосульфинатов. Реагенты и общие условия: (i) H2O2, HCOOH, 0C; (ii) m-CPBA, CH2Cl2, 
–78C → 0C; (iii) ROH, кипячение, H2SO4. В скобках указан выход продукта. Обозначения: Me ‒ метильная группа, 
Et ‒ этильная группа, Pr ‒ пропильная группа, Allyl ‒ аллильная группа, Py-N-oxide ‒ пиридин-N-оксид, propionic 
acid ‒ пропионовая кислота. 
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нерируется пермуравьиная кислота, которая 
и действует как окислитель на дисульфидную 
связь. В качестве альтернативного окислителя 
применяют мета-хлорпербензойную кисло-
ту (m-CРВA) [22]. Оба метода требуют под-
держания низких температур: 0–4C в случае 
перекиси водорода и –78C в случае m-CPBA. 
Однако даже при соблюдении заданного тем-
пературного режима происходит образование 
побочных продуктов – сульфонов. Именно 
поэтому для выделения каждого из продуктов 
2a–2i пришлось вводить стадию очистки с ис-
пользованием колоночной хроматографии.

В случае диалкилдикарбоксилатов и их произ-
водных (1f‒1i) было обнаружено, что при “мяг-
ком” окислении, под действием 30%-ного рас-
твора H2O2 и муравьиной кислоты, образуются 
лишь следовые количества продуктов. Вероятно, 
это вызвано сильным электроноакцепторным 
влиянием карбоксильных заместителей, которые 
приводят к  электронодефицитному состоянию 
атомов серы. В связи с этим мы применили более 
“жесткий” окислитель — m-CBPA — и повысили 
температурный режим реакции. В таких услови-
ях образовался как целевой продукт, так и значи-
тельное количество сульфона.

Синтез соединений 1g и  1h выполняли при 
кипячении соответствующего спирта с дикисло-
той 1f в присутствии каталитических количеств 
серной кислоты. В  случае соединения 1i реак-
цию проводили при 140C — чтобы избежать 
разложения 2,2,2-трихлорэтанола. Выбор гало-
генсодержащих спиртов в роли заместителей был 
проведен на основании теоретического анализа 
стабильности образуемых ими дисульфидов и со-
ответствующих тиосульфинатов. Кроме того, при 
разложении 2,2,2-трифторэтил- и 2,2,2-трихлорэ-
тилкарбоксилатов ожидали образования менее 
токсичных и хорошо экскретируемых из организ-
ма продуктов по сравнению с другими варианта-
ми замещенных галогенэфиров [24].

Синтезированные соединения охарактеризо-
ваны физико-химическими методами анализа, 
для ранее описанных тиосульфинатов 2a‒2d дан-
ные соответствовали ранее опубликованным [17].

Противомикробная активность  
диалк(ен)илтиосульфинатов и их аналогов 

в отношении культур C. albicans ATCC10231  
и S. aureus ATCC29213 и ATCC43300

Для оценки противомикробной активности 
диалк(ен)илтиосульфинатов, диарилтиосуль-
фината и  тиосульфинатных производных ди-
алкилдикарбоксилатов в отношении C. albicans  
и  S. aureus использовали метод серийных раз-
ведений с  определением величины МПК для 
каждого соединения. Анализ проводили на 
контрольных штаммах: C. albicans ATCC10231 
и S. aureus ATCC29213, — рекомендованных для 

использования в лабораторных исследованиях. 
Также действие соединений было проверено 
на устойчивом к  метициллину и  оксациллину 
штамме S. aureus ATCC43300.

Диэтилтиосульфинат (2b) и  дипропилтио-
сульфинат (2с) в отношении штаммов S. aureus 
ATCC29213 и ATCC43300 оказались одинаково 
малоэффективны (МПК ~200 мкМ, табл.  1). 
Чувствительность S. aureus к действию диме-
тилтиосульфината (2a) для штамма ATCC29213 
(МПК 272 мкМ) снизилась более чем на 30%, 
по сравнению с действием диэтилтиосульфи-
ната и дипропилтиосульфината. Диметилтио-
сульфинат оказался неэффективен в отноше-
нии MRSA штамма ATCC (МПК 435 мкМ). 
Оба штамма S. aureus также были нечувстви-
тельны к действию аллицина (2d) в диапазоне 
тестируемых концентраций (МПК > 400 мкМ). 
Высокие значения МПК для этого соединения 
соответствовали ранее полученным А. Muller 
и  др. [13] для штаммов S. aureus ATCC DSM 
20231 и  ATCC43300. Авторами этой работы 
было показано, что аллицин действует на куль-
туру C. albicans, причем для штамма DSM 1386  
значение МПК было в два раза ниже (196 мкМ)  
полученного для аллицина на клетках S. aureus.  
Ранее мы определили, что значения МПК 
для диалк(ен)илтиосульфинатов в  отноше-
нии штамма C. albicans ATCC10231 находят-
ся в пределах 4.1–20 мкМ [17]. Эти величины 
почти на два порядка меньше, чем МПК для 
штаммов стафилококка (табл. 1).

Таким образом, бактерии S. aureus менее 
чувствительны к  действию диалк(ен)илтио-
сульфинатов, чем грибы C. albicans. Это корре-
лирует с  данными исследования по изучению 
противомикробных свойств аналогичных сое-
динений в отношении грамположительных бак-
терий (Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, 
Pseudomonas syringae, Micrococcus luteus) и дрож-
жеподобных грибов Saccharomyces cerevisiae. 
В этой работе R. Leontiev с соавт. [14] показали, 
что противогрибковая активность диалк(ен)ил-
тиосульфинатов выше, чем антибактериальная. 
По приведенным в табл. 1 данным видно, что 
из всех исследованных нами диалк(ен)илтио-
сульфинатов максимальной противомикроб-
ной активностью обладает дипропилтиосуль-
финат (2c).

Значения МПК для серии синтетических 
аналогов тиосульфинатов: диарилтиосульфи-
ната и  тиосульфинатных производных диал-
килдикарбоксилатов — находились в  диапа-
зоне концентраций от 2.78 до более 282 мкМ 
(табл.  1). Показано, что 2,2'-[(тио)сульфи-
нил]-бис-(пиридин‑1-оксид) (2e) и  3,3'-[(тио)
сульфинил]дипропионовая кислота (2f) не 
оказывали ингибирующего действия ни на 
грибы, ни на бактерии в  терапевтически зна-
чимых концентрациях (МПК > 100 мкМ). 
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В  то же время более липофильные эфиры, та-
кие как диметиловый (2g), ди-(2,2,2-трифтор- 
этил)овый (2h) и  ди-(2,2,2-трихлорэтил)овый 
эфир 3,3'-[(тио)сульфинил]дипропионовой 
кислоты (2i), проявляли выраженную антикан-
дидозную активностью (МПК 2.78–21 мкМ), 
что, по всей видимости, связано с  их лучшей 
проницаемостью мембран патогенов по срав-
нению с  отрицательно заряженной кислотой 
2f. Наиболее универсальным противомикроб-
ным препаратом, действующим как на грибы, 
так и на бактериальные клетки, оказалось сое-
динение 2i – ди-(2,2,2-трихлорэтил)овый эфир 
3,3'-[(тио)сульфинил]дипропионовой кислоты 
(МПК 2.78–20 мкМ). Низкие значения МПК, 
сравнимые с таковыми для известных коммер-
ческих противогрибковых и антибактериальных 
препаратов, позволяют рассматривать соедине-
ние 2i как перспективное для использования 
в клинической практике.

Таким образом, синтезирован ряд природ-
ных диалк(ен)илтиосульфинатов и  их новых 
синтетических аналогов и оценена их антибак-
териальная и антимикотическая активность на 
клинически значимых патогенах: бактериях 
S. aureus и  грибах С. albicans. Показано, что 
некоторые соединения этого класса облада-

ют выраженными противогрибковыми свой-
ствами, эффективно подавляя рост С. albicans 
в  концентрациях до 10 мкМ. Среди всех по-
лученных соединений ди-(2,2,2-трихлор- 
этил)овый эфир 3,3'-[(тио)сульфинил]дипро-
пионовой кислоты (2i) оказывал наиболее вы-
раженное противомикробное действие как на 
штаммы S. aureus (МПК 13–20 мкМ), так и на 
С. albicans (МПК 2.78 мкМ), которое сравни-
мо с  применяемыми лекарственными сред-
ствами. Это позволяет рассматривать соеди-
нение 2i в качестве перспективного кандидата 
в противомикробные препараты. Полученные 
результаты формируют основу для создания 
новых универсальных лекарственных средств 
против полимикробных инфекций, при тера-
пии которых имеющиеся в  арсенале коммер-
ческие препараты могут быть малоэффектив-
ны и/или требуют использования высоких 
терапевтических доз.

Работа выполнена в рамках проекта Россий-
ского научного фонда (грант № 23-24-00151).

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с использованием людей или жи-
вотных в качестве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

Соединение

МПКa

C. albicans ATCC 10231 S. aureus ATCC 29213 S. aureus ATCC 43300

мкг/мл мкМ мкг/мл мкМ мкг/мл мкМ

2a (DMTS) 2.68 ± 0.57 24.32 ± 5.17b 30.0 ± 4.73 272.2 ± 42.9 48.0 ± 14.3 435.6 ± 129.8
2b (DETS) 0.72 ± 0.16b 5.21 ± 1.15b ≥32.0 ≥231.4 ≥32.0 ≥231.4
2c (DPTS) 0.69 ± 0.26b 4.15 ± 1.54b ≥32.0 ≥ 192.4 ≥32.0 ≥192.4
2d (DATS) 3.31 ± 1.10b 20.39 ± 6.65b >64 >394.3 >64 >394.3
2e >32 >119.3 >32 >119.3 >32 >119.3

2f >64 >282.8 >64 >282.8 >64 >282.8

2g 5.44 ± 1.16 21.39 ± 4.56 >64 >251.7 >64 >251.7
2h 2.24 ± 0.50 5.74 ± 1.28 >64 >164.0 >64 >164.0
2i 1.36 ± 0.23 2.78 ± 0.47 6.50 ± 1.73 13.29 ± 3.54 10.0 ± 5.36 20.45 ± 10.96
Флуконазол 0.85 ± 0.17 2.76 ± 0.56 н/оc

Ванкомицин н/о 1.86 ± 0.35 1.28 ± 0.24 2.5 ± 0.77 1.72 ± 0.53

Таблица 1. Значения МПК для синтетических тиосульфинатов и коммерческих антимикробных препаратов  
в отношении C. albicans и S. aureus

aРезультаты представлены как среднее ± 95%-ный доверительный интервал.
bПриведены данные из работы [17, Creative Common CC BY license].
cНе определяли.
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 Synthesis and Antimicrobial Activity of Thiosulfinates, Allicin Analogues
V. M. Puchkov1, A. D. Lyfenko1, V. S. Koval1, S. V. Revtovich1, V. V. Kulikova1, 

N. V. Anufrieva1, A. S. Zemskaya1, E. A. Morozova1, *, P. N. Solyev1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: elmorozova@yahoo.com

Diallyl thiosulfinate (allicin) effectively inhibits the growth of various microorganisms, including antibio- 
tic-resistant strains, so it can be considered a broad-spectrum antimicrobial compound. However, its in-
stability in the bloodstream hinders its use as a therapeutic agent. We have synthesized a number of allicin 
analogues, both natural and synthetic, and evaluated in vitro their antimicrobial properties against Staphylo-
coccus aureus and Candida albicans. The synthesized compounds were shown to exhibited more pronounced 
antifungal activity than antibacterial one. Among the compounds obtained, synthetic di-(2,2,2-trichloroeth-
yl) ester of 3,3'-[(thio)sulfinyl]dipropionic acid effectively inhibited the growth of both fungi and bacteria at 
concentrations comparable to those of known antimicrobial agents used in medical practice.

Keywords: allicin, thiosulfinates, antimicrobial activity, polymicrobial infection, Staphylococcus aureus, 
Candida albicans
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Цистатионин-γ-лиаза (CSE) ‒ ключевой фермент генерации сероводорода у таких патогенных бак-
терий, как Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa и других. Подавление активности CSE значи-
тельно усиливает чувствительность бактерий к действию антибиотиков. Нами разработан метод син-
теза нового ингибитора CSE индольного ряда – 3-амино-5-[(6-бром-1H-индол-1-ил)метил]тиофена 
(MNS1). Синтез этого соединения базируется на модификации замещенного тиофена в качестве 
основного структурного фрагмента, который на финальных стадиях вовлекается в алкилирование 
6-броминдола. Константа диссоциации комплекса MNS1 с SaCSE (цистатионин-γ-лиаза S. aureus) 
составляет 0.5 мкМ, что на порядок ниже, чем для CSE человека (hCSE). Показано, что соединение 
MNS1 эффективно усиливает антибактериальное действие гентамицина на клетки Bacillus subtilis, что 
предполагает его использование в качестве потенциатора антибиотиков для подавления роста бакте-
риальных клеток, экспрессирующих CSE.

Ключевые слова: цистатионин-γ-лиаза, SaCSE, соединения индольного ряда, потенциатор антибио-
тика, гентамицин, Bacillus subtilis
DOI: 10.31857/S0026898424060083, EDN: IAYTTU

Сокращения: CSE (cystathionine-γ-lyase) ‒ цистатионин-γ-лиаза; МИК ‒ минимальная концентрация ингибирования.

ВВЕДЕНИЕ
Важнейшим открытием XX века в области 

медицинской химии стали антибиотики, разра-
ботка которых помогла спасти миллионы жизней 
от смертельных инфекций. Появление антибио-
тиков позволило существенно снизить смерт-
ность от бактериальных инфекций, увеличило 
среднюю продолжительность жизни более чем 
на 30 лет, сократило риски, возникающие при 
хирургических вмешательствах, и способствовало 
устойчивому развитию сельскохозяйственного 
производства. Однако на рубеже XX и XXI века 
“золотая эра” антибиотиков закончилась и вни-
мание ученых и  клиницистов переключилось 
на серьезную проблему, возникшую в результате 

повсеместного применения этих препаратов, – 
на выработавшуюся антибиотикорезистентность 
штаммов бактериальных патогенов. Назреваю-
щая угроза от резистентных патогенов, извест-
ных как ESKAPE (аббревиатура от Enterococcus 
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 
и Enterobacter spp.), и отсутствие новых классов 
антибиотиков за последние 60 лет требует разви-
тия новых стратегий терапии [1]. В числе активно 
развивающихся подходов – разработка терапии 
потенциаторами антибиотиков, действие которых 
направлено на ингибирование ферментов, во- 
влеченных в биосинтез сероводорода. Мишенями 
в комбинированной терапии с использованием 
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известных классов антибиотиков для потенциато-
ров могут служить белки, не критичные для нор-
мального жизненного цикла бактерии, но активно 
участвующие в процессе инфицирования клеток 
и отвечающие за возникновение бактериальной 
вирулентности. Одной из таких мишеней для 
действия потенциаторов антибиотиков считается 
фермент метаболизма сероводорода – бактери-
альная цистатионин-γ-лиаза (CSE). Ингибирова-
ние активности CSE не блокирует рост бактерий, 
но подавляет их способность приспосабливаться 
к известным антибиотикам и продуцировать се-
роводород, защищающий бактерию от окисли-
тельного стресса. Недавно в результате in silico и in 
vitro скринингов показано, что можно подобрать 
ряд ингибиторов на основе 6‑броминдола (NL1, 
NL2 и NL3), селективно подавляющих бактери-
альный вариант этого фермента из CSE S. aureus 
(SaCSE) и P. aeruginosa (PaCSE) [2]. Возможность 
применения этих соединений в роли потенци-
аторов для многократного усиления действия 
антибиотиков на патогенные бактерии, включая 
штаммы, обладающие высокой резистентностью 
к действию известных противомикробных пре-
паратов, позволяет считать потенциаторы пер-
спективным, но все еще мало изученным классом 
фармакологически значимых соединений.

В результате проведенного исследования мы 
расширили класс 6‑броминдолсодержащих соеди-
нений новым представителем, названным MNS1, 
и проанализировали его связывание с CSE бак-
териального происхождения (SaCSE) и человека 
(hCSE), а также эффективность MNS1 как по-
тенциатора гентамицина в отношении штамма 
B. subtilis 168 и ингибитора H2S-генерирующей 
активности этой бактерии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. Реагенты и  растворители были 

приобретены у “Sigma-Aldrich” (США), “Acros 
Organics” (США), “J&K Scientific” (США), “TCI 
Europe” (Бельгия), “Macklin” (Китай) со степе-
нью чистоты не ниже 98% и использованы без 
дополнительной очистки, если иное не указано.

Оборудование. Для тонкослойной хромато-
графии (ТСХ) использовали пластины Silufol 
(“Avalier”, Чехия) и KieselGel F254 (“Merck”, Гер-
мания), колоночную хроматографию проводили 
на Silica Gel 60 (0.040–0.063 mm) (“Merck”).

ЯМР-спектры регистрировали на спектро-
метрах AVANCE II 300 (“Bruker Corporation”, 
США) с рабочей частотой 300.1 МГц и 75.5 МГц 
для ядер 1H и 13C соответственно, а также AMX 
III 400 (“Bruker Corporation”) с рабочей часто-
той 400.1 МГц и 100.6 МГц для ядер 1H и 13C 
соответственно. Для анализа образцов исполь-

зовали CDCl3 с 0.05% Me4Si в качестве внутрен-
него стандарта и DMSO-d6.

Масс-спектры высокого разрешения реги-
стрировали на гибрид-квадрупольном времяпро-
летном приборе micrOTOF-Q II (“Bruker Daltonics 
GmbH & Co. KG”, Германия) методом электро-
распылительной ионизации (ESI). Измерения 
выполняли на положительных ионах, образцы по-
давали в распылительную камеру масс-спектро-
метра через жидкостной хроматограф Agilent 1260 
Infinity (“Agilent Technologies”, США) по стан-
дартной методике [3].

Синтез 3‑амино‑5-[(6‑бром‑1H-индол‑1‑ил)ме‑
тил]тиофена (MNS1). Синтез проводили на стан-
дартном лабораторном оборудовании по разрабо-
танным ниже методикам.

Метил 3‑аминотиофен‑2‑карбоксилат (1). 
К раствору метилата натрия, полученному при 
растворении металлического натрия (2.6 г, 113.0 
моль) в 50 мл метанола, при охлаждении на водя-
ной бане, по каплям добавляли метилтиогликолят 
(5.3 г, 49.9 ммоль) и затем раствор 2‑хлоракрило-
нитрила (4.4 г, 49.9 ммоль) в 5 мл метанола. По-
лученную смесь перемешивали 2 ч, после чего 
отгоняли в вакууме 2/3 первоначального объема 
метанола из реакционной смеси, а остаток раз-
бавляли водой (30 мл) и экстрагировали Et2O  
(3 × 30 мл). Органические фракции объединяли, 
сушили над Na2SO4 и упаривали в вакууме. Про-
дукт очищали перекристаллизацией из гексана. 
Соединение 1 получено в виде желтых кристаллов 
(4.7 г, выход 61%). 1H ЯМР (300 МГц, CDCl3), 
δ: 7.27 (д, J = 8.0 Гц, 1H), 6.54 (д, J = 8.0 Гц, 1H) 
5.44 (уш.с., 2Н), 3.83 (с, 3H). 13C ЯМР (75 МГц, 
CDCl3), δ: 165.1, 154.0, 131.4, 119.8, 101.2, 51.3. 
Масс-спектр C6H7NO2S, m/z: для [M+H]+ рас-
считано 158.0270, получено 158.0274; рассчитано 
для [2М+Н]+ 315.0468, получено 215.0477.

Метил 3-[(трет-бутоксикарбонил)амино]
тиофен‑2‑карбоксилат (2). К раствору 1 (2.0 г, 
12.7  ммоль) в  CH2Cl2 добавляли Boc2O (4.1  г, 
18.8 ммоль) и п-диметиламинопиридин (77 мг, 
0.63 ммоль). Реакционную массу перемешивали 3 ч  
и упарили в вакууме досуха. Остаток растворяли 
в EtOAc и последовательно промывали насыщен-
ными растворами NaHCO3, лимонной кислоты 
и NaCl. Органический слой сушили над Na2SO4 
и упаривали в вакууме. Продукт получен в виде 
желтых кристаллов (2.42 г, выход 74%) и исполь-
зован на следующей стадии без дополнительной 
очистки и анализа физико-химических свойств.

Метил 3-[(трет-бутоксикарбонил)ами-
но]-5‑формилтиофен‑2‑карбоксилат (3). К рас-
твору диизопропиламина (11.9 г, 117 ммоль) в 50 мл  
абсолютированного THF в атмосфере аргона, 
при температуре смеси не выше –50C добавляли 
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по каплям 2.5 M раствор бутиллития в гексане (42 
мл, 104 ммоль). К полученному раствору, охлаж-
денному до –78C, добавляли раствор соединения 
2 (8.4 г, 32.7 ммоль) в 30 мл THF. Реакционную 
смесь перемешивали 45 мин при –78C, после 
чего добавляли к ней абсолютированный DMF 
(12.0 г, 118 ммоль), удерживая температуру рас-
твора ниже –65C. Смесь выдерживали 15 мин  
при –78C, после чего нагревали до –30C и обра-
батывали водным раствором 6 M соляной кислоты 
(36.8 мл, 221 ммоль). После стабилизации темпе-
ратуры к суспензии добавляли воду – до полного 
растворения LiCl. Органическую фазу отделяли, 
промывали насыщенным раствором NaCl (3 × 
× 50 мл), сушили над Na2SO4 и упаривали в ва-
кууме. Соединение 3 очищали кристаллизацией 
из метанола, получали светло-желтые кристаллы 
(6.8 г, выход 73%). 1H ЯМР (300 МГц, CDCl3), δ: 
9.94 (с, 1H), 9.27 (с, 1H), 8.55 (с, 1H), 3.92 (с, 3H), 
1.54 (с, 9H). 13C ЯМР (75 МГц, CDCl3), δ: 183.8, 
164.4, 152.0, 145.4, 145.0, 128.6, 114.8, 81.8, 52.5, 
28.3. Масс-спектр C12H15NO5S, m/z: рассчитано 
для [M+H]+ 286.0744, получено 286.0747.

Метил-3-[(трет-бутоксикарбонил)ами-
но]-5-(гидроксиметил)тиофен-2-карбоксилат 
(4). При 0C к суспензии соединения 3 (9.67 г, 
33.9 ммоль) в смеси 250 мл этанола и 250 мл воды 
добавляли боргидрид натрия (0.62 г, 16.3 ммоль). 
Смесь перемешивали 1 ч при 0C и 1 ч при ком-
натной температуре, после чего в течение 2 ч дву-
мя порциями добавляли еще боргидрид натрия 
(0.62 г, 16.3 ммоль). Полученную суспензию пере-
мешивали при комнатной температуре 1 ч, после 
чего разбавляли 500 мл воды. Смесь экстрагиро-
вали этилацетатом (2 × 250 мл). Органические 
слои объединяли, сушили над MgSO4 и упаривали 
в вакууме. Соединение 4 получали в виде жел-
тых кристаллов (9.35 г, выход 96%). 1H ЯМР (300 
МГц, CDCl3), δ : 9.31 (с, 1H), 7.78 (с, 1H), 4.80 (с, 
2H), 3.86 (с, 3H), 1.51 (с, 9H). 13C ЯМР (75 МГц, 
CDCl3), δ : 164.7, 152.2, 151.1, 145.4, 118.6, 107.3, 
81.3, 60.7, 51.8, 28.3. Масс-спектр C12H17NO5S, 
m/z: рассчитано для [M+H]+ 288.0900, получено 
288.0906.

Метил-5-(бромметил)-3-[(трет-бутоксикар-
бонил)амино]тиофен-2-карбоксилат (5). К рас-
твору соединения 4 (5.89 г, 20.5 ммоль) и трифе-
нилфосфина (6.47 г, 24.6 ммоль) в 50 мл CH2Cl2 
при 0C небольшими порциями добавляли CBr4 
(8.19 г, 24.6 ммоль). Реакционную массу пере-
мешивали 30 мин при 0°C и 2 ч при комнатной 
температуре. Растворитель упаривали в вакууме. 
Продукт экстрагировали из твердого остатка сме-
сью Et2O и гексана (1 : 1). Органические соли объ-
единяли, пропускали через слой силикагеля и упа-
ривали в вакууме. Получали 5.74 г соединения 5  
в виде белого порошка (выход 80%). 1H ЯМР 
(300 МГц, CDCl3), δ: 9.29 (с, 1H), 7.94 (с, 1H), 
4.59 (с, 1H), 3.86 (с, 3H), 1.51 (с, 9H). Масс-спектр 

C12H16BrNO4S, m/z: рассчитано для [M+H]+ 
350.0056, получено 350.0059.

Метил 5-[(6-бром-1H-индол-1-ил)ме-
тил]-3-[(трет-бутоксикарбонил)амино]тио-
фен-2-карбоксилат (6). К раствору 6‑броминдола 
(1 г, 5.1 ммоль) в 18 мл абсолютированного DMF 
при 0C добавляли гидрид натрия (204 мг, 60%-ная 
дисперсия в масле; 5.1 ммоль). Смесь перемеши-
вали при комнатной температуре до прекращения 
выделения водорода в течение 2 ч. К полученному 
раствору добавляли раствор соединения 5 (1.61 г, 
4.6 ммоль) в 2 мл абсолютизированного DMF. Ре-
акционную массу выдерживали при 0C в течении 
24 ч, после чего разбавляли 100 мл воды. Смесь 
экстрагировали EtOAc (3 × 50 мл), органические 
слои объединяли, промывали водой (3 × 50 мл)  
и  насыщенным раствором NaCl (3 × 50 мл),  
сушили над Na2SO4 и упаривали в вакууме. Веще-
ство очищали методом колоночной хроматографии 
на силикагеле, используя толуол в качестве элю-
ента. Получено 856 мг соединения 6 в виде жел-
товатого масла (выход 40%). 1H ЯМР (300 МГц, 
DMSO-d6), δ: 9.20 (с, 1H), 7.83 (с, 2H), 7.72 (с, 2H), 
7.63–7.45 (м, 3H), 7.20–7.14 (м, 1H), 6.54 (д, J = 
= 3.3 Гц, 2H), 5.69 (с, 3H), 3.74 (с, 3H), 1.46 (с, 9H). 
Масс-спектр C20H21BrN2O4S, m/z: рассчитано для 
[M+H]+ 465.0478, получено 465.0481.

5-[(6-бром-1H-индол-1-ил)метил]тио-
фен-3-амин гидрохлорид (7, MNS1). К  рас-
твору NaOH (19  мг, 0.475  ммоль) в  2 мл мета-
нола и  0.2 мл воды добавляли соединение 6 
(146 мг, 0.314 ммоль). Полученную смесь кипя-
тили 8 ч, после чего охлаждали, подкисляли 
водным раствором соляной кислоты (24 мкл,  
0.942 ммоль) и перемешивали еще в течение 1 ч. Об-
разовавшийся осадок NaCl отфильтровали, филь-
трат упаривали и высушивали в вакууме. Продукт 7 
выделен в виде коричневого порошка (96 мг, выход 
89%). 1H ЯМР (300 МГц, DMSO-d6), δ: 7.87–7.73 (м, 
1H), 7.59–7.37 (м, 2H), 7.20–7.11 (м, 1H), 6.78–6.68 
(м, 1H), 6.54–6.47 (м, 1H), 5.81 (д, J = 1.7 Гц, 1H), 
5.55 (с, 2H), 4.79 (уш.с., 2H). 13C ЯМР (75 МГц, 
DMSO-d6), δ : 147.2, 139.5, 136.9, 130.2, 127.8, 122.6, 
122.5, 120.9, 120.7, 114.5, 113.4, 95.7, 44.8. Масс-спектр 
C13H11BrN2S, m/z: рассчитано для [M+H]+ 306.9899, 
получено 306.9900.

Экспрессия и  очистка ферментов. Сверхэкс-
прессию полноразмерных SaCSE (КФ  4.4.1.1 – 
цистатионин-γ-лиаза Staphylococcus aureus) и hCSE 
(КФ 4.4.4.1 – цистатионин-γ-лиаза человека) в клет-
ках Escherichia coli проводили с использованием экс-
прессионных векторов, любезно предоставленных 
д-ром Е. Нудлером (Dr. Evgeny Nudler, Department 
of Biochemistry and Molecular Pharmacology, New 
York University School of Medicine, New York, NY 
10016, США), и по описанным ранее методикам 
[2]. Экспрессию гена, кодирующего CSE с тегом 
His10-SUMO на N-конце, индуцировали 0.2 мМ 
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изопропил-β-D‑1‑тиогалактопиранозидом (IPTG), 
культуру выращивали в течение 5 ч при 37C. Клетки 
собирали центрифугированием и ресуспендирова-
ли в буфере для лизиса, содержащем 20 мМ трис-
HCl, pH 8.0, 0.5 М NaCl, 5 мМ имидазола, 5 мМ 
β-меркаптоэтанола (β-МЭ) и ингибитор протеазы 
фенилметилсульфонил фторид (PMSF) (“Sigma-
Aldrich”), и обрабатывали ультразвуком. Получен-
ный лизат осветляли центрифугированием. Супер-
натант наносили на колонку HisTrap FF объемом  
5 мл (“GE Healthcare”, США), колонку промывали 
буфером для лизиса, а целевой белок элюировали 
тем же буфером с концентрацией имидазола 0.25 М.  
Фракции, содержащие целевой белок, объединя-
ли и метку His10-SUMO снимали рекомбинантной 
SUMO-протеазой ULP1, меченной His6 (“Servicebio”, 
Китай), при 4C в течение 14–16 ч. Реакционную 
смесь диализовали против буфера, содержащего 
20 мМ трис-HCl, рН 8.0, 0.05 М NaCl, 5 мМ β-ME, 
после чего протеазу ULP1-His6 и отщепленный тег 
His10-SUMO удаляли методом аффинной хромато-
графии на колонке HisTrap FF. Полученные фракции 
CSE концентрировали и очищали гель-фильтрацией 
на колонке Superdex 200 (“GE Healthcare”) в 20 мМ 
трис-HCl, pH 8.0, 0.1 М NaCl и 5 мМ β-ME и храни-
ли при 4C для немедленного использования. Для 
длительного хранения небольшие аликвоты белка 
замораживали в жидком азоте и хранили при –80C.

Определение аффинности связывания CSE 
с потенциальными ингибиторами. Константы дис-
социации (Kd) комплексов SaCSE и hCSE с инги-
биторами определяли методом изотермической 
калориметрии титрования (Isothermal Titration 
Calorimetry; ITC) с использованием MicroCal 
PEAQ-ITC (“Malvern Panalytical”, Великобрита-
ния), как описано ранее [4]. Эксперименты про-
водили при 25C в буфере, содержащем 20 мМ 
Tris-HCl (рН 8.0), 100 мМ NaCl, 1 мМ DTT, 20% 
глицерина. Аликвоты (2.5 мкл) исследуемых сое-
динений (MNS1 и NL2) добавляли в калоримет- 
рическую ячейку объемом 200 мкл до получения 
полной изотермы связывания. Концентрацию 
CSE в калориметрической ячейке варьировали 
в пределах 10–25 мкМ, а концентрацию лиган-
дов в титрующем шприце – от 100 до 250 мкМ. 
Теплоту разбавления определяли титрованием 
не содержащего фермент буфера раствором ли-
ганда, после чего изотерму разбавления вычитали 
из изотермы связывания, а полученную кривую 
обрабатывали и анализировали с помощью про-
граммного пакета MicroCal PEAQ-ITC с исполь-
зованием модели одного типа сайтов связывания.

Определение минимальной концентрации ген‑
тамицина, ингибирующей рост клеток B. subtilis. 
Стандартизированные минимальные ингибирую- 
щие концентрации (МИК) определяли методом 
микроразведений, в соответствии с рекомендация- 
ми Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) 
[5]. Готовили серийные двукратные разведения 

анализируемого антибиотика в 100 мкл лизоген-
ной среды (LB; “Sigma-Aldrich”) с добавлени-
ем тестируемого CSE в концентрации 50 мкМ. 
Инокулят B. subtilis готовили в объеме 100 мкл LB 
в разведении 1.0 × 106 КОЕ/мл. За МИК прини-
мали самую низкую концентрацию антибиотика, 
предотвращающую помутнение инокулята после 
24 ч инкубации при 37C. В последующих экспе-
риментах использовали гентамицин в концентра-
ции 0.1 мкг/мл (10% МИК).

Анализ гентамицинпотенцирующей активно‑
сти MNS1 и NL2 на клетках B. subtilis. Кривые 
роста B. subtilis получали с помощью автомати-
зированной системы анализа роста Bioscreen C 
(“Oy Growth Curves Ab Ltd.”, Финляндия). Клет-
ки B. subtilis 168 растили в среде LB при 37C в те-
чение ночи, разбавляли свежей средой (1 : 100), 
содержащей антибиотик и исследуемое соедине-
ние, как описано в тексте и в подписях к рисун-
кам. По 150 мкл каждой смеси вносили в лунки 
в трех повторах и инкубировали при 37C при 
постоянном перемешивании. Значения оптиче-
ской плотности при длине волны 600 нм (OD600) 
регистрировали автоматически в течение 24 ч.

На временных графиках роста бактериаль-
ных клеток результаты представлены как средние, 
рассчитанные на основании трех независимых 
экспериментов.

Анализ генерации сероводорода клетками  
B. subtilis. Мониторинг продукции H2S клетками  
B. subtilis проводили по описанной ранее методике –  
с использованием ацетата свинца в качестве де-
тектора [6]. К внутренней стенке культурального 
флакона, выше уровня жидкой культуры бактерий, 
прикрепляли бумажные полоски, пропитанные 
2%-ным водным раствором Pb(OAc)2. Ночные 
культуры разбавляли средой LB (1 : 50) и инку-
бировали в течение 16–18 ч при 37C с аэрацией. 
Концентрация анализируемых соединений (MNS1 
и NL2) составляла 32 мкМ, в качестве отрицатель-
ного контроля использовали среду LB без доба-
вок. Окрашенные бумажные полоски сканирова-
ли с помощью гель-документирующей системы 
AlphaImager (“BioTechne”, США). Результаты нор-
мализовали на оптическую плотность культуры.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В продолжении работ группы Е. Нудлера [2] 

нами недавно разработаны и реализованы методики 
синтеза в граммовых количествах основных наибо-
лее активных ингибиторов SaCSE: NL1, NL2, NL3 
[7, 8]. В ходе проведенных биологических испыта-
ний авторы обнаружили, что наиболее активным 
ингибитором SaCSE в этом ряду было соединение 
NL2 – 5-[(6‑бром‑1H-индол‑1‑ил)метил]-2‑метил-
фуран‑3‑карбоновая кислота [2]. Перспективным 
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представляется получение аналога NL2 с тиофено-
вым заместителем вместо фуранового цикла. В ре-
зультате нами был синтезирован и протестирован 
в роли ингибитора SaCSE вариант тиофенсодержа-
щего производного, названный MNS1.

Синтез MNS1

Для синтеза потенциального ингибитора CSE 
был разработан новый путь: по линейной схеме 
с использованием в качестве ключевого соедине-
ния метил‑3‑аминотиофен‑2‑карбоксилата (1), 
синтезированного нами по описанной ранее мето-
дике [9] из хлоракрилонитрила и этилового эфира 
тиогликолевой кислоты (рис. 1). Для предотвра-
щения в ходе дальнейшего синтеза возможных 
побочных процессов, из-за наличия в структуре 
соединения 1 реакционноспособной NH2‑группы, 
возникла необходимость выбора подходящей за-
щитной группы. Благодаря относительно высокой 
стабильности, а также простоте в постановке и по-
следующем снятии, в качестве такой группы было 
решено использовать трет-бутоксикарбонильную 
(Boc). Реакцию проводили в стандартных услови-
ях: под действием Boc2O в присутствии 4‑димети-
ламинопиридина (DMAP) в качестве основания; 
в результате получали 3-[(трет-бутоксикарбонил)
амино]тиофен‑2‑карбоксилат (2).

Полученный Boc-защищенный аминотио-
фен 2 вводили в  реакцию α-литирования дии-
зопропиламидом лития (LDA), с  последующим 
формилированием полученного соединения 3. 

(5-Бромметил)-3-[(трет-бутоксикарбонил)ами- 
но]тиофен‑2‑карбоксилат (5), необходимый для 
алкилирования 6‑броминдола, получали по клас-
сической двухстадийной схеме, включающей вос-
становление альдегидной группы в соединении 3 
боргидридом натрия и обмен гидроксильной груп-
пы промежуточного спирта 4 на бром по реакции 
Аппеля. Далее при сочетании полученного бромида 
5 с 6‑броминдолом в присутствии гидрида натрия 
в качестве основания был получен ключевой пред-
шественник целевого аминотиофена – соединение 6.

Аминотиофен 7 был получен в результате 
двухстадийного процесса, включающего щелоч-
ной гидролиз сложноэфирной группы с проме-
жуточным образованием натриевой соли кар-
боновой кислоты, которая при последующем 
подкислении реакционной массы водным рас-
твором HCl сначала превращается в соответству-
ющую кислоту, а затем немедленно декарбок-
силируется. Одновременно с этим происходит 
катализируемое кислотой снятие Boc-защиты 
с образованием целевого соединения 7 в виде 
гидрохлорида (рис. 1).

Взаимодействие MNS1 с SaCSE и hCSE

Финальный продукт 7 (MNS1) анализировали 
как потенциальный ингибитор ферментативной 
активности CSE. Так, определены значения кон-
стант диссоциации (Kd) для комплексов бактери-
альной CSE (SaCSE) и CSE человека (hCSE) с сое-
динением MNS1 и NL2 – наиболее эффективным 

Рис. 1. Схема синтеза гидрохлорида 3‑амино‑5-[(6‑бром‑1H-индол‑1‑ил)метил]тиофена (MNS1). Обозначения: 
MeONa — метилат натрия, Boc — трет-бутилоксикарбонил, DMAP — 4‑диметиламинопиридин, DMF — диметил-
формамид, LDA — диизопропиламид лития, THF — тетрагидрофуран, rt — комнатная температура, Δ — кипячение.
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ингибитором SaCSE, выявленным ранее [2]. Как 
видно из результатов, представленных в табл. 1, аф-
финность MNS1 к SaCSE практически в два раза 
выше, чем к NL2. Индекс селективности (SI) свя-
зывания MNS1 с hCSE и SaCSE (определяемый 
как отношение значений Kd для этих комплексов) 
составлял 19.7, в то время как в случае NL2‑14.1. Та-
ким образом, соединение MNS1 по селективности 
действия в отношении SaCSE превосходит NL2. 
Следовательно, в случае применения MNS1 в каче-
стве антибактериального средства его потенциально 
негативное действие, обусловленное нарушением 
hCSE-зависимого биосинтеза цистеина в организме 
человека, будет менее вероятно, чем для NL2.

Оценка эффективности MNS1 в роли 
потенциатора гентамицина  

в отношении B. subtilis

Ингибирующую активность соедине-
ния MNS1 анализировали на  культуре клеток  
B. subtilis 168. Этот микроорганизм был выбран 
нами на  основании данных о  высокой гомо-
логии строения активного центра SaCSE среди 
различных видов бактерий [10]. В качестве поло-
жительного контроля использовали описанный 
ранее CSE-ингибитор NL2 [2]. Потенцирую- 
щее действие исследуемых ингибиторов оцени-
вали с  помощью стандартного анализа МИК. 
В  ходе экспериментов были определены ми-
нимальные концентрации NL2 и  MNS1, ока-
зывающие максимальный потенцирующий 
эффект в  присутствии гентамицина в  кон-
центрации 0.1 мкг/мл (10% МИК). Вещества 
не обладают токсическим действием на клетки  
B. subtilis в используемом диапазоне концентра-
ций. Синтезированное нами соединение MNS1 
обладает более выраженным потенцирующим 
действием в сравнении с NL2 при используемой 
концентрации 50 мкМ (рис. 2). В отличие от NL2, 
в экспериментах с MNS1 не наблюдалось возоб-
новления роста культуры клеток по прошествии 
10 ч инкубации (рис. 2а). Кроме того, соединение 

á

à NL2 MNS1

Âðåìÿ, ÷Âðåìÿ, ÷

Рис. 2. Сравнительный анализ NL2 и MNS1 как потенциаторов гентамицина в отношении штамма B. subtilis 168. 
a  ‒ Репрезентативные кривые роста штамма B. subtilis 168 в присутствии 0.1 мкг/мл гентамицина (Gm), а так-
же 50 мкМ NL2 или MNS1. Клетки растили при 37C с аэрацией в автоматизированной системе анализа роста 
Bioscreen C. Результаты представлены как средние значения ± стандартное отклонение, рассчитанные на основа-
нии трех повторов в одном эксперименте. б – Анализ генерации H2S клетками B. subtilis 168 в присутствии NL2 
и MNS1. На пропитанных 2%-ным раствором ацетата свинца полосках фильтровальной бумаги появляется корич-
невое окрашивание, вызванное образованием соли PbS в результате испарения H2S бактериальной суспензией. 
Цифрами указаны изменения в продукции H2S относительно контрольных клеток.

Таблица 1. Константы диссоциации (Kd) комплексов 
SaCSE и hCSE с MNS1 и NL2, определенные методом 
изотермической калориметрии титрования (ICT)

Фермент Соединение Kd, мкM

SaCSE
MNS1 0.59 ± 0.04

NL2 1.09 ± 0.04

hCSE
MNS1 11.6 ± 0.1

NL2 15.4 ± 2.7
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MNS1 более эффективно подавляло генерацию 
сероводорода клетками B. subtilis (рис. 2б).

Бактериальная цистатионин-γ-лиаза – ключе-
вой фермент метаболизма H2S, один из основных 
кандидатов-мишеней для поиска ингибиторов 
с целью создания комбинированной терапии “ан-
тибиотик + потенциатор”. Нами разработан ме-
тод синтеза соединения индольного ряда – 3‑ами-
но‑5-[(6‑бром‑1H-индол‑1‑ил)метил]тиофена 
(MNS1)‑, и продемонстрирован его потенциал 
как ингибитора H2S-генерирующей активности 
бактерий на примере B. subtilis. Показано, что 
MNS1 эффективнее связывается бактериальным 
ферментом SaCSE (из S. aureus), чем присущим 
человеку (hCSE), и по селективности (SaCSE/
hCSE) превосходит ранее описанные ингибито-
ры NL1–NL3. Кроме того, продемонстрировано, 
что MNS1 усиливает антибактериальное действие 
гентамицина на клетки B. subtilis. Таким образом, 
синтезированное нами соединение MNS1 может 
стать основой для дизайна новых потенциаторов 
антибиотиков для подавления роста бактериаль-
ных клеток, экспрессирующих CSE.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации (контракт в системе “Элек-
тронный бюджет” № 075-10-2021-113, ID проекта: 
RF----193021X0001).
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вотных в качестве объектов.
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 Development of a New Inhibitor of Bacterial Cystathionine γ-Lyase  
Based on 6-Bromoindole and Aminothiophene 

R. A. Novikov1, 2, D. N. Platonov2, A. Yu. Belyy2, K. V. Potapov1, 2,  
M. A. Novikov1, 2, Yu. V. Tomilov2, O. I. Kechko1,  
T. A. Seregina1, P. N. Solyev1, *, V. A. Mitkevich1 

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia 
2Zelinsky Institute of Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia 

*e-mail: solyev@gmail.com

Cystathionine γ-lyase (CSE) is a key enzyme for the H2S generation in such pathogenic bacteria as Staphylo-
coccus aureus, Pseudomonas aeruginosa, etc. Suppression of CSE activity significantly increases the sensitivity 
of bacteria to the action of antibiotics. Here, we present a method for the synthesis of a novel indole-based 
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CSE inhibitor, 3-amino-5-[(6-bromo-1H-indol-1-yl)methyl]thiophene, named MNS1. The synthesis of this 
compound is based on the modification of substituted thiophene as the main structural fragment, which is 
involved the alkylation of 6-bromoindole at the final stages. The dissociation constant of the MNS1 complex 
with bacterial CSE (from S. aureus, SaCSE) was 0.5 μM, which was an order of magnitude lower than that 
for human CSE (hCSE). The MNS1 compound was shown to effectively enhance the antibacterial effect of 
gentamicin against Bacillus subtilis, allowing it to be used as an antibiotic potentiator, to inhibit the growth 
of CSE-expressing bacterial cells.

Keywords: cystathionine γ-lyase, SaCSE, indole compounds, antibiotic potentiator, gentamycin, Bacillus 
subtilis
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Bacillus cereus sensu lato (s.l.) объединяет такие генетически, морфологически и физиологически близ-
кие виды грамположительных спорообразующих бактерий с высоким патогенным потенциалом, как, 
например, B. anthracis, B. cereus и B. thuringiensis. Токсин-продуцирующие штаммы B. cereus s.l. пред-
ставляют большую опасность для здоровья человека. Высокая степень сходства видов, входящих в 
этот комплекс, сильно затрудняет их идентификацию и быстрое принятие адекватных мер при вы-
зываемых ими заболеваниях. Ранее мы охарактеризовали клинический изолят CCGC 19/16, принад-
лежащий B. cereus s.l., который имел черты как B. cereus, так и B. cytotoxicus. В настоящей работе с 
помощью мультилокусного типирования последовательностей (MLST) и масс-спектрометрического 
анализа изолят CCGC 19/16 идентифицирован как B. cytotoxicus. Показано также, что штамм CCGC 
19/16, в отличие от других представителей вида B. сytotoxicus, не обладает термотолерантностью, а от 
B. cereus этот штамм отличает чувствительность к большинству антибиотиков и повышенная подвиж-
ность. Как и B. cereus, штамм CCGC 19/16 формирует зоны β-гемолиза в кровяном агаре. Кроме того, 
длительное хранение образцов перед анализом может привести к неверной идентификации изолята. 
Полученные нами результаты указывают на то, что “быстрые методы” анализа, использующие еди-
ничные гены, имеют недостаточную разрешающую силу в идентификации видов B. cereus s.l. Доста-
точную разрешающую силу дает сочетание MLST-анализа с MALDI-TOF MS.

Ключевые слова: Bacillus cereus sensu lato, Bacillus cytotoxicus, масс-спектрометрия, MLST
DOI: 10.31857/S0026898424060099, EDN: IASZNL

Сокращения: MALDI-TOF MS – времяпролетная масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной десорб-
цией и ионизацией (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization–Time of Flight); MLST – мультилокусное типирование 
последовательностей (Multilocus Sequence Typing).
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ВВЕДЕНИЕ
В группу Bacillus cereus sensu lato (или Bacillus 

cereus group) входят генетически, морфологичес- 
ки и  физиологически сходные грамположи-
тельные спорообразующие бактерии с  низким 
GC-составом генома, потенциально обладаю-
щие высокой патогенной активностью в отно-
шении животных и человека [1]. Представители 
этой группы часто встречаются в окружающей 
среде. Термостабильность и устойчивость спор 
к ультрафиолетовому излучению и бактерицид-
ным средствам способствуют попаданию этих 
бактерий на продукты питания и медицинское 
оборудование. Это может приводить к развитию 
пищевых токсикоинфекций и  таких тяжелых 
заболеваний, как пневмония [2], менингит [3], 
сепсис [4] и бактериемия [5].

Количество видов спорообразующих бакте-
рий, выделяемых из природных источников, рас-
тет. Увеличивается и  число близкородственных 
видов в составе B. cereus s. l. — в 2013 г. их было 7 
[6], в 2015–11 [7], в 2017 г., благодаря широкому 
использованию методов полногеномного секве-
нирования, число видов резко возросло до 21 
[1], к 2022 г. составило 23 [8], а в настоящее вре-
мя в Международной таксономической базе дан-
ных Национального центра биотехнологической 
информации (NCBI, США) [9] представлено 27 
видов. Согласно NCBI, к  B. cereus s. l. относят-
ся: B. albus, B. anthracis, B. bombysepticus, B. cereus, 
B. clarus, B. cytotoxicus, B. gaemokensis, B. hominis, 
B. luti, B. manliponensis, B. mobilis, B. mycoides,  
B. thuringiensis, B. mycoides, B. nitratireducens, 
B. pacificus, B. paramobilis, B. paramycoides,  
B. paranthracis, B. proteolyticus, B. pseudomycoides,  
B. samanii, B. sanguinis, B. thuringiensis, B. toyonensis, 
B. tropicus, B. wiedmannii. Однако NCBI, как указа-
но на странице этой базы, не является авторитет-
ным источником по номенклатуре и классифика-
ции видов, но при этом может служить полезным 
источником данных для соответствующих иссле-
дований.

Стремительный рост числа видов, входящих 
в комплекс B. cereus s. l., диктует необходимость 
совершенствования способов быстрой иденти-
фикации и  внутригрупповой дискриминации 
клинических изолятов для назначения адекват-
ной терапии заболеваний, связанных с  ними. 
В  качестве методов быстрой и  относительно 
точной идентификации штаммов B. cereus s. l. ра-
нее были предложены методы на основе секве-
нирования 16S рДНК [10], отдельных генов [11] 
или наборов генов [12], включая мультилокус-
ное типирование последовательностей (MLST), 
а  также времяпролетную масс-спектрометрию 
с  матрично-активированной лазерной десорб-
цией и ионизацией (MALDI-TOF) [13].

B. cytotoxicus включен в  состав B. cereus s. l. 
в  2013 г. на основании сходства нуклеотидной 
последовательности 16S РНК и данным MLST 
[6]. Представители вида характеризуются термо-
толерантностью и способностью сохранять жиз-
неспособность при 50C [14].

В  настоящей работе с  использованием ме-
тодов MLST и  масс-спектрометрии выделен-
ный ранее клинический изолят CCGC19/16 
(SRCC19/16) идентифицирован как B. cytotoxicus, 
показано также нетипичное для B. cytotoxicus от-
сутствие термотолерантности у этого изолята.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы. В экспериментах использовали два 

эталонных штамма: B. cereus АТСС 10702 и B. cereus 
ATCC10876, два клинических изолята, обозначен-
ных как CCGC19/16 и  CCGC1208, выделенных 
из фекалий пациента с язвенным колитом. Кли-
нические изоляты любезно предоставлены ФГБУ 
“Национальный медицинский исследовательский 
центр колопроктологии им. А. Н. Рыжих” Мин- 
здрава России. Штаммы культивировали на плот-
ной питательной среде NBY (питательный бульон 
(8 г/л), дрожжевой экстракт (2 г/л), агар (15 г/л) 
(“Difco”, США)) при 37C в течение 12–96 ч.

Идентификация штаммов B. cereus с помощью 
MLST. ДНК выделяли с помощью набора Wizard 
Genomic DNA Purification Kit (“Promega”, США) 
в соответствии с инструкциями производителя. 
Фрагменты ДНК амплифицировали с помощью 
ScreenMix (“Евроген”, Россия). Использован-
ные в работе праймеры перечислены в табл. 1. 
Условия ПЦР были следующими: денатурация 
при 95C в  течение 3 мин; затем 35 циклов — 
95C (30 с), 60C (30 с) и  72C (90 с); финаль-
ный этап элонгации — 72C (5 мин). Продукты 
ПЦР очищали с помощью набора GeneJet PCR 
purification kit (“Thermo Fisher Scientific”, США) 
и  секвенировали по методу Сэнгера с  исполь-
зованием обоих праймеров. Последовательно-
сти секвенированных фрагментов генов glpF, 
gmk, ilvD, pta, pur, pycA и  tpi объединяли в еди-
ную химерную последовательность общей дли-
ной 2952 п. н., которую использовали в поиске 
в коллекции невырожденных последовательно-
стей базы данных NCBI с использованием ал-
горитма MegaBlast ([15], https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) с параметрами, установленны-
ми по умолчанию. Далее строили филогенети-
ческое древо на основе парного выравнивания 
BLAST с использованием метода Fast-Minimum 
Evolution. Полученные последовательности ана-
лизировали также путем сравнения с аллелями 
из баз данных pubMLST ([16], https://pubmlst.org/
organisms/bacillus-cereus доступ 31 июля 2023 г)  
и fIDBAC [17].
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Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные 
в MLST-анализе

Получение спор бацилл и  оценка их жизне-
способности. Культуры штаммов рассевали на 
плотную питательную среду NBY и инкубирова-
ли при 37C в течение 120 ч. Образование спор 
контролировали с  помощью фазово-контрас- 
тной микроскопии. Материал смывали с агара, 
промывали трижды в  дистиллированной воде 
с последующим центрифугированием при 9000 
об/мин в  течение 5 мин. Промытый препарат 
спор прогревали при 75C в течение 30 мин. Кон-
центрацию жизнеспособных спор в  получен-
ных препаратах определяли путем высева 0.1 мл  
серии десятикратных разведений образца на пи-
тательный агар и  подсчета выросших колоний 
через 24 ч инкубации при 37C.

Определение термоустойчивости спор бацилл. 
Термоустойчивость спор бацилл определяли как 
описано ранее с  небольшими модификация- 
ми [18]. В экспериментах использовали водные 
суспензии спор объемом 1.5 мл (107–108 жизне-
способных спор/мл). Споры ресуспендировали 
в  дистиллированной воде вместо фосфатного 
буфера, чтобы исключить возможное влияние 
солей на прорастание спор. Суспензии спор 
помещали в  тонкостенные пластиковые крио- 
пробирки диаметром 10  мм и  высотой 40  мм 
с завинчивающимися крышками. Пробирки по-
мещали в циркуляционную водяную баню, на-
гретую до 100C. Пробирки извлекали из бани 
через 0, 2, 4, 6, 8 и 10 мин и охлаждали в ледя-
ной бане в течение 5–10 мин. Из охлажденных 
пробирок отбирали аликвоты по 0.1 мл каждого 
образца и  определяли количество жизнеспо-
собных спор путем выращивания серии раз-
ведений на среде NBY как описано выше. Все 
эксперименты выполняли в  трех независимых 

биологических повторах. Термоустойчивость 
спор оценивали также величиной D100, которую 
выражали в минутах, требующихся для десяти-
кратного снижения числа колониеобразующих 
единиц при воздействии температуры 100C. 
Значения D100 вычисляли по уравнениям пря-
мых, аппроксимирующих кривые выживаемо-
сти спор, построенных методом наименьших 
квадратов. Расчеты производили в онлайн про-
грамме МНК (https://метод-наименьших-ква-
дратов.рф доступ 18 июля 2023 г).

Масс-спектрометрия MALDI-TOF. Белки 
и  пептиды экстрагировали, как описано Sauer 
и соавт. [19], с незначительными модификация-
ми. Биомассу микроорганизмов собирали плас- 
тиковой микробиологической петлей объемом 
1 мкл и  ресуспендировали в  300 мкл деиони-
зированной воды. К  суспензии добавляли 900 
мкл 96%-ного этанола, полученную смесь тща-
тельно перемешивали и центрифугировали при 
18894 g в течение 2 мин. К осадку, высушенному 
на воздухе, добавляли от 5 до 40 мкл 70%-ной 
муравьиной кислоты (в зависимости от объема 
осадка) и  равный объем ацетонитрила. Полу-
ченную смесь центрифугировали при 18894 g 
в течение 2 мин. Супернатант, содержащий бел-
ковый экстракт, использовали в масс-спектро-
метрическом анализе.

На 384-луночную стальную мишень (“Bruker 
Daltonics”, Германия) наносили 1 мкл суперна-
танта и высушивали при комнатной температу-
ре. На поверхность высушенного экстракта на-
носили 1 мкл раствора матрицы: насыщенный 
раствор α-циано‑4-гидроксикоричной кислоты 
(“Sigma Aldrich”, США), содержащий 50% аце-
тонитрила и  2.5% трифторуксусной кислоты 
(“Panreac”, США), который также высушивали 
при комнатной температуре.

Масс-спектрометрический анализ проводи-
ли на приборе UltrafleXtreme (“Bruker daltonics”), 
оснащенном Nd: Yag-лазером (355 нм) в линей-
ном режиме. Детектировали положительно заря-
женные ионы в диапазоне m/z от 2000 до 20000. 
при следующих настройках ионного источника: 
напряжение на IS1 20 кВ, на IS2 19 кВ, на линзах 
(параметр “Lens”) 4.5 кВ, напряжение питания 
детектора 2885 В, коэффициент усиления 12.6.

Спектры снимали в автоматическом режиме 
с использованием программы Flex Control (v.3.4, 
build 135). Точки обстрела лазером на мишени 
выбирали случайным образом. Суммировали 
1200 спектров с 200 точек обстрела лазером с час- 
тотой 2 кГц.

Библиотеки спектров каждого образца получа-
ли при анализе трипликатов восьми технических 
повторов. Калибровочным стандартом и положи-

Ген Нуклеотидная последовательность 
5' → 3'

Источ-
ник

glpF GCGTTTGTGCTGGTGTAAGT
CTGCAATCGGAAGGAAGAAG	

[16]

gmk GAGAAGTAGAAGAGGATTGCTCATC
GCAATGTTCACCAACCACAA

[16]

ilvD AGATCGTATTACTGCTACGG
GTTACCATTTGTGCATAACGC

[16]

pta GCAGAGCGTTTAGCAAAAGAA
TGCAATGCGAGTTGCTTCTA

[16]

pur CTGCTGCGAAAAATCACAAA
CTCACGATTCGCTGCAATAA

[16]

pycA GCGTTAGGTGGAAACGAAAG
CGCGTCCAAGTTTATGGAAT

[16]

tpi GCCCAGTAGCACTTAGCGAC
CCGAAACCGTCAAGAATGAT

[16]
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тельным контролем служил белковый экстракт 
Escherichia coli DH5α с дополнительными белками 
(РНКаза A [M+H]+ 13683.2 Да, миоглобин [M+H]+ 
16952.3 Да) (кат. номер 255343, “Bruker Daltonics”).

Полученные спектры обрабатывали с помо-
щью программного комплекса MALDI biotyper 
Compass Explorer 4.1 (“Bruker Daltonics”) с  ис-
пользованием стандартного метода препроцес-
синга данных (Biotyper Preprocessing Standard 
Method). Обработанные спектры образцов 
сравнивали с референсной базой характеристи-
ческих спектральных профилей, включающей 
6905 записей. Результаты поиска характеристи-
ческого профиля выражали как логарифм зна-
чений. Значения ниже 1.699 соответствовали 
ненадежному определению рода; 1.700–1.999 –  
надежному определению рода и,  возможно, 
вида; 2.000–2.299 – надежному определению 
рода и с высокой вероятностью вида и, нако-
нец, значения 2.300–3.000 соответствовали на-
дежной идентификации до вида.

Дендрограммы составляли с помощью про-
граммного обеспечения MALDI-biotyper Compass 
Explorer 4.1(“Bruker Daltonics”); дополнитель-
ный анализ масс-спектров проводили с  помо-
щью программного обеспечения ClinProTools 3.0 
(“Bruker Daltonics”).

Оценка чувствительности бактериальных штам-
мов к антибиотикам. Чувствительность штаммов 
к панели антибиотиков оценивали стандартным 
диско-диффузионным методом. На поверхности 
чашек Петри, заполненных агаризованной сре-
дой Мюллера–Хинтона № 2 (“Becton Dickinson”, 
США), равномерно распределяли суспензию кле-
ток (106 КОЕ/мл). Через 15 мин в центр наклады-
вали бумажные диски диаметром 6 мм, пропитан-
ные стандартными концентрациями антибиотиков 
(MASTDISCS®AST, Германия). Чашки инкуби-
ровали при 37C в течение 24 ч, после чего опре-
деляли диаметр зоны ингибирования роста. Полу-
ченные данные интерпретировали в соответствии 
с рекомендациями Европейского комитета по те-
стированию чувствительности к противомикроб-
ным препаратам (EUCAST Clinical Breakpoint 
Tables v. 14.0, https://www.eucast.org/clinical_
breakpoints, доступ 11 апреля, 2024 г).

Оценка подвижности бактерий. Культуру бакте-
рий в капле объемом 5 мкл наносили на центр чаш-
ки Петри, заполненной специализированной ага-
ризованной средой (Motility test medium, “Becton 
Dickinson”). Чашки инкубировали при 37C в тече-
ние 48 ч. Каждые 24 ч измеряли диаметр колоний.

Оценка зон гемолиза. Культуры бактерий на-
носили штрихом на поверхность чашек Петри 
с колумбийским агаром с добавлением 5% дефи-
бринированной бараньей крови (ООО “ГЕМ”, 

Россия). Чашки Петри инкубировали при 37C 
в  течение 24 ч и  фотографировали в  проходя-
щем свете для визуализации зон лизиса кровя-
ного агара. Результаты интерпретировали в со-
ответствии со стандартными рекомендациями 
(https://asm.org/protocols/blood-agar-plates-and-
hemolysis-protocols, доступ 11 апреля, 2024 г.).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Идентификация CCGC19/16 с помощью  
MALDI-TOF MS-анализа

Ранее мы установили, что клинический 
изолят CCGC19/16 имеет характеристики как 
B. cereus, так и близкого вида B. cytotoxicus, ко-
торый входит в  B. cereus s.l. [20]. Первичная 
идентификация клинических изолятов с  по-
мощью масс-спектрометрического анализа 
MALDI-TOF проведена с использованием базы 
референсных спектров более старой версии 29 
(MALDI biotyper Compass Explorer 4.1 (version 
29)). Полученные результаты указывали лишь 
на то, что изолят относится к роду Bacillus [20]. 
Повторный спектрометрический анализ прове-
ли с  использованием обновленной спектраль-
ной базы версии 30. Согласно полученным 
данным (табл.  2), клинический изолят с  более 
высокой степенью надежности относится к виду  
B. cytotoxicus. Результаты идентификации других 
штаммов не изменились качественно, незна-
чительно изменились количественные харак-
теристики надежности идентификации. Таким 
образом, в идентификации бацилл следует ис-
пользовать наиболее поздние версии базы дан-
ных референсных пиков.

Штамм Наиболее близкий 
штамм

Надежность 
идентифика-
цииа

Клинический 
изолят CCGC 
19/16

B. cytotoxicus 
1Z46778_1e MVD 2.26

Клинический 
изолят CCGC 
1208

B. cereus DSM 31T 
DSM 2.09

B. cereus ATCC 
10876 B. cereus 4080 LBK 2.23

B. cereus NCTC 
8035 B. cereus 4080 LBK 2.41

аПриведено значение интегральной количественной 
оценки надежности идентификации штамма (см. раздел 
“Экспериментальная часть”).

Таблица 2. Результат идентификации клинических 
изолятов методом MALDI-TOF MS
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Влияние длительности инкубации культур  
бацилл на их идентификацию с помощью  

MALDI-TOF MS

Ранее было показано, что на MALDI-TOF 
MS-спектры микроорганизмов рода Bacillus 
и,  следовательно, на их идентификацию силь-
но влияют условия культивирования бакте-
рий, которые, в свою очередь, влияют на про-
цесс формирования спор [21]. Нами проведен 
масс-спектрометрический анализ штаммов, вы-
ращенных в питательной среде одного состава, 
при одинаковой температуре в течение 4 суток. 
Согласно полученным результатам (рис. 1), изо-
лят CCGC19/16 ближе к видам B. cytotoxicus на 
12, 24, 48 и 96 ч инкубации. Однако во времен-
ной точке 72 ч CCGC19/16 ближе к  штаммам  
B. cereus. Можно отметить также, что другие 
штаммы B. cytotoxicus образуют обособленную 
группу лишь на 12 ч инкубации, но в более позд-
них временных точках некоторые штаммы сбли-
жаются со штаммами B. cereus. Эти результаты 
указывают на то, что ошибка в идентификации 
клинических изолятов бацилл может быть свя-
зана с их длительной инкубацией перед прове-
дением анализа.

Идентификация изолята CCGC19/16 
с использованием MLST-анализа

MALDI-TOF MS позволяет быстро опреде-
лить род бактериальных изолятов. Видовая при-
надлежность изолятов нуждается в  уточнении 
другими методами. Кроме того, как показано 
ранее [20], результаты MALDI-TOF MS-анали-
за представителей рода Bacillus сильно зависят 
от условий их культивирования. На следую-
щем этапе использовали генетический способ 
идентификации клинического изолята с помо-
щью MLST. В  MLST-схемах идентификации 
штаммов в  группе B. cereus используют фраг-
менты семи генов домашнего хозяйства: glpF 
(обеспечивает импорт глицерина), gmk (пред-
полагаемая гуанилаткиназа), ilvD (дегидратаза 
дигидроксикислот), pta (фосфат-ацетилтранс-
фераза), pur (фосфорибозиламиноимидазолкар-
боксамид-формилтрансфераза), pycA (пируват-
карбоксилаза) и  tpi (триозофосфатизомераза) 
[16]. Характеристичные фрагменты генов glpF, 
gmk, ilvD, pta, pur, pycA и  tpi амплифицировали 
и  секвенировали с  использованием прайме-
ров (см. табл. 1). В ходе поиска в базах данных 
pubMLST и fIDBAC установлено, что шесть из 
семи анализируемых фрагментов идентичны из-

Рис. 1. Дендрограммы сходства масс-спектров 
клинических изолятов со спектрами B. cereus  
и B. cytotoxicus в референсной базе MALDI biotyper 
в зависимости от длительности инкубации культур 
клинических изолятов в жидкой питательной среде 
(штамм B. cereus ССGC1208 (клинический изолят) 
и коллекционный штамм B. cereus ATCC10876 под-
робно описаны ранее в работе [20]).
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вестным аллелям: glpF — аллелю 211, gmk — 127, 
ilvD — 465, pta — 221, pur — 338, pycA — 266. Лишь 
для фрагмента гена tpi не удалось найти извест-
ного аллеля. В базе данных pubMLST эта ком-
бинация наиболее близка к двум сиквенс-типам 
ST‑2116 и ST‑2121 (табл. 3), которые отличаются 
только локусом ilv и оба обнаружены только у   
B. cytotoxicus. Последовательность характери-
стичного фрагмента гена ilvD отличается от ал-
леля 333 одним нуклеотидом — A135G, от аллеля 
339 двумя — C12G и A24G. При этом фрагмент 
tpi отличается от аллеля 171 заменой одного ну-
клеотида — A117C. Следовательно, результаты 
MLST-анализа указывают на принадлежность 
штамма CCGC19/16 к виду B. cytotoxicus.

Чтобы учесть отличия в последовательности 
гена tpi при идентификации изолята CCGC19/16, 
в поиске сходных последовательностей по всей 
базе невырожденных нуклеотидных последова-
тельностей NCBI с помощью BLAST использо-
вали химерную последовательность, состоящую 
из характеристических сегментов генов glpF, gmk, 
ilvD, pta, pur, pycA и tpi. Наиболее близкие после-
довательности использовали для построения де-
рева сходства. Согласно полученным результатам, 

наиболее близкими CCGC19/16 оказались штам-
мы вида B. cytotoxicus (табл. 4, рис. 2). Получен-
ные данные подтверждают результаты MLST-а-
нализа и свидетельствуют о том, что CCGC19/16 
принадлежит к виду B. cytotoxicus.

Оценка термочувствительности  
спор CCGC19/16

Отличительной характеристикой предста-
вителей вида B. cytotoxicus служит их термото-
лерантность [14]. Однако, как обнаружено ра-
нее, вегетативные клетки изолята CCGC19/16 
этим свойством не обладают [20]. В  данной 
работе нами проверена термоустойчивость 
спор CCGC19/16 (рис. 3). В качестве штаммов 
сравнения использовали референсные штам-
мы B. cereus ATCC10876 и АТСС 10702, а также 
клинический изолят CCGC1208, идентифи-
цированный ранее как B. cereus [20]. Соглас-
но полученным результатам (рис.  3а), кривая 
выживаемости спор изолята CCGC19/16 при 
100C незначительно отличается от кривых вы-
живаемости референсного штамма B. cereus 
ATCC10876 и клинического изолята CCGC1208. 
Выраженную чувствительность к  температу-

Сиквенс-тип glpF gmk ilvD Pta pur pycA tpi

ST-2116 211 127 339 221 338 266 171

ST-2121 211 127 333 221 338 266 171

Штамм Общий балла Значение Eb Идентичность, % Идентификатор NCBI

B. cytotoxicus CH_2 5440 0.0 99.64 CP024116.1

B. cytotoxicus CH_3 5442 то же то же CP024113.1

B. cytotoxicus CH_4 5442 “–” “–” CP024111.1

B. cytotoxicus CH_13 5448 “–” “–” CP024109.1

B. cytotoxicus CH_15 5442 “–” “–” CP024107.1

B. cytotoxicus CH_38 5442 “–” “–” CP024098.1

B. cytotoxicus CH_39 5442 “–” “–” CP024096.1

B. cytotoxicus SM2.8 5431 “–” “–” CP066179.1

B. cytotoxicus SM1.1 5431 “–” “–” CP066184.1

B. cytotoxicus PDT2.12 5442 “–” “–” CP066185.1

аОбщий балл – сумма баллов выравнивания всех найденных сегментов одной и той же последовательности в базе 
данных, которые соответствуют последовательности, заданной в поиске (вычисляется по всем сегментам). 

bЗначение Е описывает число совпадений с искомой последовательностью, которые можно “случайно” увидеть при 
поиске в базе данных определенного размера. Чем меньше значение этого параметра, тем выше вероятность того, что 
обнаруженное совпадение неслучайно.

Таблица 3. Результаты MLST-анализа

Таблица 4. Результаты поиска штаммов с последовательностями, наиболее близкими к объединенной 
последовательности генов glpF-gmk-ilvD-pta-pur-pycA-tpi, в базе данных NCBI с помощью BLAST
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ре проявляют споры референсного штамма  
B. cereus АТСС 10702. Полученные результаты 
подтверждаются данными по D100 (рис.  3б). 
Таким образом, изолят CCGC19/16 не обладает 
повышенной термоустойчивостью по сравне-
нию с представителями вида B. cereus.

Профиль чувствительности CCGC19/16 
к антибиотикам

Учитывая, что CCGC19/16 является клини-
ческим изолятом, оценка профиля его устой-
чивости к  различным группам антибиотиков 
представляет практический интерес. Чувстви-
тельность штамма CCGC19/16 к  различным 
группам антибиотиков определили с использо-
ванием B. cereus АТСС 10702 в качестве штам-
ма сравнения (табл.  5). Согласно полученным 
данным, штамм CCGC19/16 проявляет в целом 
бóльшую чувствительность к  антибиотикам, 
чем штамм B. cereus АТСС 10702. CCGC19/16 
чувствителен ко всем группам антибиотиков, 
за исключением цефемов. B. cereus АТСС 10702 
устойчив также к  антибиотикам, относящим-
ся к группам пенициллинов, цефалоспоринов, 
цефемов, макролидов, а  также липопептидов. 
Полученные результаты указывают на то, что 
CCGC19/16 не относится к  группе бактерий 
с множественной или широкой лекарственной 
устойчивостью.

Оценка подвижности и гемолиза у CCGC19/16

Следующим шагом стала оценка некоторых 
физиологических характеристик CCGC19/16, 
имеющих отношение к  патогенезу, а  именно, 
оценили подвижность клеток (рис. 4а, б) и сте-
пень гемолиза (рис.  5а, б). В  качестве штам-
ма сравнения использовали коллекционный 
штамм B. cereus АТСС 10702. Согласно полу-
ченным данным, клетки CCGC19/16, облада-
ют большей подвижностью, чем B. cereus АТСС 
10702. Через 24 ч роста CCGC19/16 формирует 
колонию со средним диаметром 28 мм (рис. 4а), 
через 48 ч средний диаметр колоний достигает 
58 мм (рис. 4б), тогда как средний диаметр ко-
лоний B. cereus АТСС 10702 составляет 7 и 21 мм 
соответственно.

Вокруг колоний обоих штаммов формиру-
ются зоны β-гемолиза (рис. 5а,б). Полученные 
результаты указывают на наличие патогенного 
потенциала у CCGC19/16.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе с использованием ком-

бинации методов MALDI-TOF MS и MLST кли-
нический изолят CCGC19/16 идентифицирован 
как B. cytotoxicus. Показано, что CCGC19/16 не 
обладает термоустойчивостью, свойственной  
B. cytotoxicus.

Описаны разные подходы к быстрой иденти-
фикации штаммов B. cereus group по единичным 
генам, таким как sspE [22], sph1 [23], motB [11, 24] 
и spoIIIAB [25]. Использование этих подходов ра-
нее привело к неверной идентификации изолята 
CCGC19/16 как B. cereus [20]. Следует отметить, что 
использовать единичные гены в качестве быстрых 
и удобных тестов рекомендовали в то время, когда 
количество штаммов рода Bacillus было относитель-
но небольшим. В настоящее время валидированы 
уже более 420 видов рода Bacillus [26]. Очевидно, 
что в современных условиях точная идентифика-
ция бацилл по единичным генам невозможна.

MALDI-TOF MS-анализ позиционируется 
также как быстрый и надежный способ иденти-
фикации клинических изолятов бактерий [13].  
Однако отметим, что в  случае представителей 
рода Bacillus разрешающая способность этого 
метода ограничена из-за недостаточного ко-
личества референсных спектров представите-
лей этого рода в базе данных. Более того, нами 
и другими авторами [21] показана возможность 
неверной идентификации близких видов из-за 
изменений условий культивирования. Это мо-
жет быть связано с перестройками экспрессии 
генов и метаболизма клеток, ассоциированны-
ми с  прохождением последовательных стадий 
процесса споруляции [27].

Рис. 2. Дерево сходства штаммов, построенное на 
основе попарных выравниваний результатов поис-
ка объединенной последовательности генов glpF-
gmk-ilvD-pta-pur-pycA-tpi в базе данных NCBI. Дерево 
построено с использованием метода Fast Minimum 
Evolution с параметрами по умолчанию.
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б

а

Рис. 3. Оценка термоустойчивости клинических изолятов и эталонных штаммов из группы B. cereus. а — Кривая 
относительной выживаемости спор. За 100% принято количество жизнеспособных спор в начальной точке. б — 
Значения D100, вычисленные по данным, представленным на панели а. Значение D100 — время обработки спор 
(минуты) при 100C, за которое количество жизнеспособных спор снижается в 10 раз. Разброс данных представлен 
стандартным отклонением для трех биологических повторов. Статистическая значимость: NS — незначимое отли-
чие, *0.05 > p > 0.01 в соответствии с t-критерием Стьюдента.
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Антибиотик Содержание антибиотика  
в диске, мкг

Чувствительность /
резистентность 

Зона задержки роста, средний 
диаметр, мм 

B. cereus 
АТСС 10702 CCGC 19/16 B. cereus АТСС 

10702 CCGC 19/16

Пенициллины 

 Пенициллин PEN5 5 Р Ч 6 29
Ампициллин API2 2 Р Ч 6 30

Амоксициллин A25 25 р Ч 6 42

Цефалоспорины

Цефазолин СРХ30 30 Ч Ч 17 19
Цефокситин FOX30 30 Р Ч 6 15
Цефтриаксон CRO30 30 Р Ч 6 12

Цефемы

Цефотаксим CTX5 5 Р Р 6 6
Цефтазидим-авибактам CZA14C 14 Р Р 6 6

Карбапенемы 

 Имипенем IMP10 10 Ч Ч 32 45
 Меропенем MEM10 10 Ч Ч 26 30
 Эртапенем ETP10 10 Ч Ч 16 30

Хинолоны 

Норфлоксафин NXN10 10 Ч Ч 22 30

Ципрофлоксацин 
CIP5 5 Ч Ч 23 34
CIP5 1 Ч Ч 19 28

Левофлоксацин LVX5 5 Ч Ч 22 36
Моксифлоксацин MXF5 5 Ч Ч 24 36

Гликопептиды

Ванкомицин 
VAN5 5 Ч Ч 15 20

VAN30 30 Ч Ч 17 22
Аминогликозиды

Гентамицин GMN10 10 Ч Ч 22 29
Тобрамицин TMN10 10 Ч Ч 15 20

Макролиды 
Эритромицин E15 15 Ч Ч 23 29
Азитромицин ATH15 15 Ч Ч 20 28

Кларитромицин 
CLA15 15 Ч Ч 25 33
CLA2 2 Ч Ч 20 27

Линкозамиды
Клиндамицин CD2 2 Ч Ч 21 27

Оксазолидоны

Линезолид 
 

LNZ30 10 Ч Ч 27 36
LNZ10 10 Ч Ч 22 32 

Липопептиды
Полимиксин PB300 300 Р Ч 7 15

Колистин 
CO10 10 Р Р 6 6
CO25 25 Р Ч 6 12

Тетрациклины
Тетрациклин TET10 10 P Ч 20 32
Доксициклин DOX30 30 Ч Ч 26 32

Таблица 5. Профиль чувствительности штаммов CCGC19/16 и B. cereus АТСС 10702
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Антибиотик Содержание антибиотика  
в диске, мкг

Чувствительность /
резистентность 

Зона задержки роста, средний 
диаметр, мм 

B. cereus 
АТСС 10702 CCGC 19/16 B. cereus АТСС 

10702 CCGC 19/16

Сульфаниламиды

Триметоприм-
сульфаметоксазол SXT25 25 Р Ч 6 27

Фениколы
Хлорамфеникол C30 30 Ч Ч 25 30

Примечание. Р – штамм устойчив к данному антибиотику, Ч – штамм чувствителен к данному антибиотику. 
Cтепень чувствительности штаммов к антибиотикам определяли по диаметру зоны ингибирования роста в соответствии  
с рекомендациями EUCAST (Breakpoint table 14.0, 2024).

Окончание таблицы 5

à á

Рис. 4. Оценка подвижности B. cereus АТСС 10702 и CCGC19/16. а — Диаметр колоний штаммов после 24 ч инку-
бации; б — диаметр колоний после 48 ч инкубации.

Рис. 5. Оценка размера зон гемолиза у штаммов группы B. cereus. а — Штамм B. cereus ATCC10702, б — Штамм CCGC19/16.
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Более трудоемкий, но надежный метод MLST 
предполагает анализ нескольких геномных локу-
сов. Будучи относительно дешевым и быстрым по 
сравнению с методами полногеномного анализа, 
он может быть использован для идентификации 
клинических изолятов рода Bacillus.

По-видимому, ни вегетативные клетки, ни 
споры штамма CCGC19/16 не обладают термо-
устойчивостью. Это, с одной стороны, сближа-
ет его с видом B. cereus, а с другой, необходимо 
уточнение физиологических характеристик у   
B. cytotoxicus [20]. Из полученных данных сле-
дует, что термоустойчивость не может быть 
надежным критерием характеристики вида  
B. cytotoxicus.

Штаммы внутри видов и  внутри группы  
B. cereus могут значительно отличаться сте-
пенью патогенности, несмотря на наличие 
генетических элементов, определяющих их 
патогенные свойства, но не используемых 
для классификации. Ярким примером могут 
служить штаммы B. cereus, которые содер-
жат плазмиды, напоминающие мегаплазмиды  
B. anthracis, кодирующие сибиреязвенный 
токсин и  капсулу, обеспечивающие патоген-
ный потенциал, сопоставимый с потенциалом 
B. anthracis [28, 29]. В  то же время, описаны 
природные авирулентные штаммы B. anthracis 
[30, 31]. Следует отметить, что потенциально 
опасный изолят B. anthracis CDC684 был изна-
чально описан как B. megaterium CDC684 [31]. 
Эти примеры показывают, что классификация 
штаммов B. cereus s.l. не имеет прямой связи 
с вирулентностью. Однако точная идентифи-
кация изолятов, относящихся к потенциально 
опасным видам, позволит дополнить резуль-
таты исследований, направленных на выявле-
ние патогенных свойств, и при необходимости 
принять своевременные лечебные и противо-
эпидемические меры.

Авторы выражают благодарность Центру вы-
сокоточного редактирования генома и генетиче-
ских технологий для биомедицины ИМБ РАН 
за предоставленные вычислительные мощности 
и методики анализа данных.
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RUSSIAN_NEW/INSTITUTE/ccu_genome_c.php).
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при финансовой поддержке Министерства на-
уки и  высшего образования Российской Фе-
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бюджет № 075-10-2021-113, ID проекта: RF----
193021X0001).
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Bacillus cereus sensu lato s.l. comprises genetically, morphologically and physiologically similar gram-pos-
itive spore-forming bacterial species with high pathogenic potential, such as B. anthracis, B. cereus and  
B. thuringiensis. Toxin-producing strains of B. cereus s.l. pose a major threat to human health. The high de-
gree of similarity between these species makes it very difficult to identify them and to take adequate measures 
to treat the diseases they cause. Previously, we characterized a clinical isolate CCGC 19/16 belonging to  
B. cereus s.l. that exhibited features of both B. cereus and B. cytotoxicus. In the present work, CCGC 19/16 
was identified as B. cytotoxicus using multilocus sequence typing (MLST) and mass spectrometric analysis. 
It was also shown that, unlike other representatives of the B. cytotoxicus species, strain CCGC 19/16 is not 
thermotolerant. Unlike B. cereus, strain CCGC 19/16 is sensitive to most antibiotics and shows increased 
motility. Like B. cereus strain CCGC 19/16 forms β-hemolysis zones in blood agar. In addition, it has been 
shown that prolonged storage of samples prior to analysis can lead to misidentification of the isolate. Our 
results indicate that “rapid methods” of analysis using single genes have insufficient resolving power in the 
identification of B. cereus s.l. species. The combination of MLST analysis with MALDI-TOF MS provides 
sufficient resolution.
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Резистентность к  противомикробным препаратам ‒ актуальная проблема не только здравоох-
ранения, но и  животноводства. Широкое применение противомикробных препаратов в  соста-
ве кормовых добавок относится к одной из основных причин быстрого распространения рези-
стентности представителей микробиоты желудочно-кишечного тракта сельскохозяйственных 
животных. Для характеристики генов антибиотикорезистентности (резистома) мы провели мета-
геномный анализ фекалий 24 голов крупного рогатого скота (КРС) из разных регионов России 
и Казахстана, включая коров разных пород и яков. Они различались по способу разведения: от-
гонно-пастбищное с  круглогодичным нахождением на пастбищах или стойловое, когда живот-
ные получают кормовые добавки. Хотя в  образцах обеих групп животных были обнаружены 
гены устойчивости к аминогликозидам, β-лактамам, гликопептидам, антибиотикам МЛС-груп-
пы (макролиды, линкозамиды и  стрептограмины), фениколам и  тетрациклинам, содержание 
резистома в  микробиоме фекалий КРС, разводимых в  стойловых условиях, было примерно в   
10 раз выше, чем у животных, содержащихся на пастбищах. В резистоме стойловых КРС доми-
нировали β-лактамазы и  гены устойчивости к  тетрациклинам, содержание которых в  микро-
биоме было соответственно в  24 и  60 раз выше, чем у  животных, содержащихся на пастбищах. 
По-видимому, распространение устойчивости к β-лактамам и тетрациклинам у КРС, разводимо-
го в стойловых условиях, отражает активное использование этих антибиотиков в животноводстве. 
Метагеномный анализ фекалий сельскохозяйственных животных может быть использован для количес- 
твенного определения генов антибиотикорезистентности с целью мониторинга антибиотиков, при-
меняемых при содержании животного.

Ключевые слова: крупный рогатый скот, животноводство, антибиотики, антибиотикорезистен- 
тность, метагеномика, микробиом, яки, коровы
DOI: 10.31857/S0026898424060105, EDN: IALWAS

Сокращения: АРГ – гены резистентности к антибиотикам; ЖКТ ‒ желудочно-кишечный тракт; КРС ‒ крупный рогатый 
скот; МЛС ‒ макролиды, линкозамиды и стрептограмины; МЛУ ‒ множественная лекарственная устойчивость; ОТЕ ‒ 
оперативные таксономические единицы; MAG (metagenome assembled genome) – геном, собранный из метагенома.

ВВЕДЕНИЕ
Проблема резистентности к  противомик- 

робным препаратам актуальна не только для 
здравоохранения, но и  в  сельском хозяйстве, 
в  частности в  животноводстве. В  настоящее 
время наблюдается быстрый рост числа штам-

мов микроорганизмов с множественной лекар-
ственной устойчивостью (МЛУ) [1]. Серьезную 
озабоченность вызывают устойчивые к  ле-
карственным препаратам штаммы Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii и Pseudomonas aeruginosa. 
Эти виды бактерий не только возбудители рас-
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пространенных инфекционных заболеваний, но 
и источники генов резистентности к антибиоти-
кам (АРГ), в основном полученных в результате 
горизонтального переноса [2]. Общий эконо-
мический ущерб от этих резистентных бактерий 
только в  США составляет 2.8 млрд долларов 
ежегодно [3].

Широкое применение противомикробных 
препаратов в животноводстве – в составе кор-
мовых добавок и в качестве ветеринарных пре-
паратов – считается одной из основных при-
чин быстрого роста числа мультирезистентных 
штаммов [4]. Использование антибиотиков 
в животноводстве значительно превышает мас-
штаб их использования в медицине. Нельзя от-
рицать тот факт, что благодаря их применению 
стало возможным интенсивное животновод-
ство. По прогнозам, к  2030  году потребление 
антибиотиков в животноводстве увеличится на 
67% во всем мире и  почти удвоится в  Брази-
лии, России, Индии, Китае и Южной Африке 
[5]. Проблема распространения резистентных 
к  антибиотикам штаммов микроорганизмов 
у сельскохозяйственных животных не ограни-
чивается собственно сферой животноводства, 
поскольку устойчивые бактерии и гены резис- 
тентности могут передаваться человеку либо 
с пищей, либо через окружающую среду, в ко-
торую попадают отходы жизнедеятельности 
животных (навоз и др.) [1].

Микробиом желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) сельскохозяйственных животных отно-
сится к важным факторам их нормальной жиз-
недеятельности, обеспечивая переваривание 
корма и  усвоение питательных веществ. Ми-
кробные сообщества ЖКТ травоядных обес- 
печивают гидролиз сложных растительных по-
лисахаридов, включая целлюлозу и  различные 
гемицеллюлозы. Микробиоту ЖКТ составляют 
эукариоты (грибы, простейшие), археи и  бак-
терии в  концентрациях порядка 104, 106 и  1010 
соответственно [6]. Высокая концентрация мик- 
роорганизмов создает благоприятные условия 
для горизонтального переноса генов внутри мик- 
робного сообщества и формирования (мульти)
резистентных штаммов в условиях селективно-
го давления, обусловленного присутствием ан-
тибиотиков в ЖКТ.

Метагеномный анализ позволяет выявлять 
набор генов, имеющихся в микробном сообщес- 
тве, без культивирования отдельных штаммов 
микроорганизмов и  благодаря этому широко 
используется для характеристики резистома 
(совокупности генов устойчивости к антибио-
тикам) в микробиоте ЖКТ сельскохозяйствен-
ных животных. Так, в 2020 году S. Lim и др. [7] 
сообщали о результатах метагеномного анализа 
микробиома ЖКТ 36 свиней и 41 особи круп-

ного рогатого скота (КРС) на фермах в Корее. 
Авторы обнаружили, что гены, кодирующие 
устойчивость к  аминогликозидам, β-лакта-
мам, линкозамидам, стрептограминам и  тет- 
рациклинам преобладали в  резистомах как 
свиней, так и  КРС. Тогда же Z. Zhu и  соавт. 
[8] секвенировали метагеномы ЖКТ 30 голов 
коров и  яков и  выявили 42  типа АРГ, причем 
разнообразие и численность последних у яков 
были значительно ниже, чем у  коров. Значи-
тельная часть АРГ была связана с интегронами, 
что указывало на роль горизонтального пере-
носа в распространении генов резистентности. 
Недавно, в  2023  году, вышла работа W. Wang 
и др. [9] по исследованию резистома ЖКТ ко-
ров с  помощью метагеномного анализа. В  40 
образцах фекалий было выявлено 1 688 АРГ, ко-
торые могут обеспечивать устойчивость к тет- 
рациклинам, хинолонам, β-лактамам и амино-
гликозидам, широко используемым в медицине 
и ветеринарии.

Хотя проблема распространения резистен- 
тности к антибиотикам в сфере животноводства 
актуальна и для Российской Федерации, такие 
исследования с  применением методов метаге-
номики остаются немногочисленными. Боль-
шинство работ сфокусировано на выделении 
отдельных чистых культур микроорганизмов 
и  проверку их устойчивость к  антибиотикам 
классическими микробиологическими метода-
ми, что не дает полной информации о резисто-
ме микробиоты ЖКТ в целом. В результате про-
веденного нашей исследовательской группой 
метагеномного анализа навозохранилища круп-
ного свиноводческого хозяйства обнаружено 
несколько сот АРГ, среди которых преобладали 
гены, обеспечивающие устойчивость к  тетра-
циклинам, антибиотикам МЛС-группы и ами-
ногликозидам [10].

В представленной работе мы использовали 
метагеномный анализ для характеристики со-
става резистома микробиоты кишечника КРС, 
содержащегося в разных условиях. В качестве 
объектов исследования мы выбрали три группы 
животных: (1) КРС (Bos taurus, коровы и быки) 
галловейской породы, (2) яки (Bos grunniens) 
и (3) КРС из агроферм и частных хозяйств раз-
ных регионов. Первые две группы животных 
разводили отгонно-пастбищным способом 
в экологически чистом регионе горного Алтая, 
а  третья группа животных объединяла КРС, 
выращиваемый стойлово-пастбищным мето-
дом и получающий кормовые добавки, которые 
могли содержать антибиотики. В  связи с  тем, 
что развитие устойчивости к  антибиотикам –  
естественный процесс и  встречается в  при-
родных условиях, мы считали, что резистом 
галловейских КРС и  яков представляет собой 
“естественный” фон, а “стойловых” КРС ‒ ре-
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зистом, обогащенный генами устойчивости 
к антибиотикам, применяемым в кормовых до-
бавках.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материал исследования. Исследованные об-

разцы фекалий были собраны в  частных хо-
зяйствах разных регионов Российской Федера-
ции и  Казахстана в  ноябре–декабре 2021  года 

(табл. 1). Образцы фекалий галловейского КРС 
(3 пробы) и  яков (3 пробы), находившихся на 
круглогодичном свободном выпасе, отбирали из 
разных точек пастбища – чтобы минимизировать 
вероятность сбора образцов от одного и того же 
животного. Температура воздуха во время отбо-
ра проб составляла от –15C до –20C, что обе-
спечивало быстрое естественное замораживание 
фекалий. Остальные образцы фекалий коров (18 
проб) собирали от разных животных, содержа-

Идентификатор 
образца Животное Географическая локация Координаты

KG220 КРС, B. taurus, галловейская порода, 
возраст и пол неизвестны

с. Черга, Шебалинский район, 
Республика Алтай

51.517429 N, 
85.542328 E

KG226 КРС, B. taurus, галловейская порода, 
возраст и пол неизвестны

с. Черга, Шебалинский район, 
Республика Алтай

51.517429 N, 
85.542328 E

KG228 КРС, B. taurus, галловейская порода, 
возраст и пол неизвестны

с. Черга, Шебалинский район, 
Республика Алтай

51.517429 N, 
85.542328 E

KY236 Як, B. grunniens, возраст и пол 
неизвестны

урочище Уландрык, Кош-Агач-
ский р-н, Республика Алтай

49.5826700 N,
89.0067260 E

KY245 Як, B. grunniens, возраст и пол 
неизвестны

урочище Уландрык, Кош-Агач-
ский район, Республика Алтай

49.5826700 N, 
89.0067260 E

KY254 Як, B. grunniens, возраст и пол не 
известны.

урочище Уландрык, Кош-Агач- 
ский район, Республика Алтай

49.5826700 N, 
89.0067260 E

KA0046 КРС, B. taurus, корова, 5 лет Фатежский район, Курская 
область

52.0817561 N, 
35.8284784 E

KA0047 КРС, B. taurus, бык, 5 лет, 
симментальская порода

Фатежский район, Курская 
область

52.0817561 N, 
35.8284784 E

KA0049 КРС, B. taurus, корова, 5 лет, 
симментальская порода

Фатежский район, Курская 
область

52.0817561 N, 
35.8284784 E

KA0050 КРС, B. taurus, бык, 1 год, порода неиз-
вестна

Чермисиновский район, Курская 
область

51.9307859 N, 
37.2833153 E

KA0045 КРС, B. taurus, возраст, пол и порода 
неизвестны

Чермисиновский район, Курская 
область

51.9307859 N, 
37.2833153 E

KA00821 КРС, B. taurus, корова, 3 года, 
голштинская порода, агроферма

Искитимский район, 
Новосибирская область

55.0953625 N, 
80.9652734 E

KA00841 КРС, B. taurus, корова, голштинская 
порода, возраст неизвестен

Искитимский район, 
Новосибирская область

55.0953625 N, 
80.9652734 E

KA0106 КРС, B. taurus, корова, 3 года, 
голштинская порода, агроферма

Искитимский район, 
Новосибирская область

55.0953625 N, 
80.9652734 E

KA0036 КРС, B. taurus, корова, 7 лет красно-
пестрая порода с. Троицкое, Омская область 54.86845000 N, 

73.30630036 E

KA0038 КРС, B. taurus, корова, 9 лет, красно-
пестрая порода с. Троицкое, Омская область 54.86845000 N, 

73.30630036 E

KA0021 КРС, B. taurus, бык, 3 года, 
симментальская порода

Альшеевский район, Республика. 
Башкортостан

53.8834471 N, 
54.6000000 E

KA0024 КРС, B. taurus, корова, 7 лет, 
симментальская порода

Альшеевский район, Республика. 
Башкортостан

53.8834471 N, 
54.6000000 E

KA0029 КРС, B. taurus, корова, 5 лет, 
симментальская порода

Альшеевский район, Республика. 
Башкортостан

53.8834471 N, 
54.6000000 E

Таблица 1. Места cбора образцов фекалий животных
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щихся на фермах и в частных хозяйствах. После 
отбора пробы замораживали в мобильной моро-
зильной камере, поддерживающей температуру 
–20C, а после доставки в лабораторию хранили 
при –80C до выделения ДНК.

Выделение ДНК. Препараты суммарной 
ДНК из фекалий выделяли с помощью наборов 
Power Soil kit (“Qiagen”, Германия). Количество 
метагеномной ДНК определяли с помощью на-
боров Qubit dsDNA HS Assay kit (“Thermo Fisher 
Scientific”, США). Из каждого образца выделяли 
>5 мкг ДНК, что было достаточно для работ по 
секвенированию метагеномов.

Амплификация фрагментов гена 16S рРНК, 
секвенирование и  бионформатическая обра-
ботка данных. Вариабельный V3–V4 рай-
он гена 16S рРНК амплифицировали с  ис-
пользованием универсальных праймеров: 
341F (5′-CCTAYGGGDBGCWSCAG) и  806R 
(5′-GGACTACNVGGGTHTCTAAT) [11]. По-
лученные ПЦР-фрагменты очищали с  ис-
пользованием Agencourt  AMPure Beads 
(“Beckman Coulter, Brea”, США), концентра-
цию измеряли с  помощью Qubit dsDNA HS 
Assay kit (“Invitrogen”, США). Очищенные 
ПЦР-фрагменты использовали для приготов-
ления библиотек секвенирования с помощью 
наборов Nextera XT Index Kit v.2 (“Illumina”, 
США). ПЦР-фрагменты секвенировали на 
Illumina MiSeq (2 × 300 нуклеотидов с  двух 
сторон). Парные чтения объединяли с  по- 
мощью FLASH v.1.2.11 [12]. После исклю-
чения чтений низкого качества и  “химер”, 
чтения всех образцов кластеризовали в  опе-
ративные таксономические единицы (ОТЕ) 
с  минимальной идентичностью 97%, что со-
ответствует уровню вида. Для определения 
доли ОТЕ в каждом из образцов на их репре-
зентативные последовательности накладыва-
ли исходные чтения с минимальной идентич-
ностью 97% по всей длине. Для выполнения 

всех этих процедур использовали пакет про-
грамм USEARCH v.11 [13]. Таксономическую 
идентификацию бактерий и  архей по после-
довательностям генов 16S рРНК проводи-
ли с  использованием алгоритма VSEARCH 
v.2.14.1 [14] по базе данных SILVA v.138 [15].

Секвенирование и  сборка метагеномов. Для 
приготовления библиотек для секвенирова-
ния метагеномной ДНК использовали наборы 
NEBNext Ultra II DNA Library prep kit (“NEB”, 
США). Полученные библиотеки секвенирова-
ли на Illumina NovaSeq 6 000 в формате парных 
чтений (2 × 150 н.). Удаление адаптеров и ис-
ключение низкокачественных последователь-
ностей (Q < 30) выполнены с использованием 
Cutadapt v.1.8.3 [16] и Sickle v.1.33 (https://github.
com/najoshi/sickle, доступен 29.05.2024) со-
ответственно. Сборку контигов проводили 
с  помощью программного пакета MEGAHIT 
v.1.2.9 [17]. Cборку геномов из метагеномов 
(metagenome assembled genome, MAG) прово-
дили с  использованием MetaBAT v.2:2.15 [18]. 
Полноту MAG и их возможную контаминацию 
(избыточность) оценивали с помощью CheckM 
v.1.1.3 [19]. Собранные MAG были таксоно-
мически идентифицированы с  использовани-
ем программного пакета GTDB-Tk v.1.5.0 [20] 
и базы данных геномной таксономии (genome 
taxonomy database, GTDB) [21].

Чтения, относящиеся к генам 16S рРНК бак-
терий и архей, были определены наложением на 
базу данных SILVA v.138 программой Bowtie2 
[22] с минимальной гомологией 90%.

Поиск и аннотация генов устойчивости к ан-
тибиотикам. Открытые рамки считывания (ОРС) 
в контигах идентифицировали с использовани-
ем программы Prodigal v2.6.3 [23]. Для иденти-
фикации предполагаемых АРГ предсказанные 
белковые последовательности OРС сравнива-
ли с базой данных генов устойчивости к анти-
биотикам NCBI с  использованием программы 

Идентификатор 
образца Животное Географическая локация Координаты

KA0037 КРС, B. taurus, корова, 5 лет, 
айрширская порода, частное хозяйство Уалихановский район, Казахстан 53.9798286 N, 

73.0993498 E

KA0040 КРС, B. taurus, корова, 1 год, черно-
пестрая порода, частное хозяйство Уалихановский район, Казахстан 53.9798286 N, 

73.0993498 E

KA0075 КРС, B. taurus, корова, 5 лет, черно-
пестрая порода, агроферма

Увимский район, Республика 
Удмуртия

57.032200 N, 
52.314700 E

KA0076 КРС, B. taurus, корова, 1 год, черно-
пестрая порода, частное хозяйство

Увимский район, Республика 
Удмуртия

57.032200 N, 
52.314700 E

KA0079 КРС, B. taurus, корова, 5 лет, черно-
пестрая порода, агроферма

Увимский район, Республика 
Удмуртия

57.032200 N, 
52.314700 E

Окончание таблицы 1
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NCBI AMRFinderPlus v.3.11.4. (https://github.
com/ncbi/amr/wiki, доступен 29.05.2024) на ко-
мандной строке с параметром “–p” [24].

Информация о  доступности полученных по-
следовательностей фрагментов гена 16S рРНК 
и  метагеномов. Первичные последовательно-
сти фрагментов гена 16S рРНК и  метагено-
мов фекалий животных депонированы в  базе 
NCBI Sequence Read Archive (SRA) и доступны 
в BioProject PRJNA785979.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Разнообразие и состав микробиоты

Для характеристики микробиоты ЖКТ 24 
животных (3 КРС галловейской породы, 3 яка 
и 18 “стойловых” особей КРС) было идентифи-
цировано 433 315 последовательностей фрагмен-
тов гена 16S рРНК (от 9 735 до 58 722 на образец). 
Результаты кластеризации последовательностей 
ампликонов гена 16S рРНК показали, что число 
обнаруженных ОТЕ на уровне вида составляло 
от 1.80 до 3.25 тыс. Оценка альфа-разнообразия 
по индексу Shannon не выявила существенных 
отличий между микробными сообществами ис-
следованных животных (значение shannon_e 
в диапазоне 4.14–5.64).

В  микробных сообществах ЖКТ живот-
ных доминирующими были филумы Firmicutes 
(в  среднем 59.2, 49.6 и  50.7% для галловей-
ского КРС, яков и  “стойлового” КРС соот-
ветственно) и  Bacteroidota (25.1, 31.2 и  33.3% 
соответственно) (рис.  1). Среди других отно-

сительно многочисленных групп обнаруже-
ны бактерии филумов Verrucomicrobiota (4.2–
7.4%), Proteobacteria (1.5–3.1%), Cyanobacteria 
(1.2–3.3%), Spirochaetota (0.2–1.6%). Заметные 
отличия между (i) галловейским КРС и яками 
и (ii) “стойловым” КРС зарегистрированы для 
метаногенных архей, которых в первой группе 
было в  несколько раз больше. Так, содержа-
ние Euryarchaeota у  галловейского КРС, яков 
и “стойлового” КРС составляло 1.8, 1.7 и 0.4%, 
а Halobacterota – 1.1, 0.7 и 0.3% соответственно.

Разнообразие резистома

В результате секвенирования метагеномов 
23 образцов фекалий животных определено от 
8.8 до 22.3 млрд нуклеотидов, собрано от 0.93 
до 6.0  млн контигов с  длиной N50 от 606 до 
2 584 нуклеотидов. Еще для одного образца 
(KA0029) секвенировано около 1 млрд нуклео- 
тидов, собрано 159  тыс. контигов (N50–606 
нуклеотидов). В этих контигах суммарно пред-
сказано 1 565 генов устойчивости к  антибио-
тикам – от 13 до 147 на образец. В связи с тем, 
что объем секвенирования и  суммарная дли-
на собранных контигов для разных образцов 
существенно отличались, в  дальнейшем при 
сравнении образцов число генов резистент-
ности нормировали на 109 нуклеотидов сум-
марной длины собранных контигов (рис.  2). 
По этому показателю микробиомы трех групп 
животных существенно отличались: мини-
мальное содержание АРГ идентифицировали 
у яков (9.8–14.6, в среднем 11.35 АРГ/109 нук- 
леотидов), более высокое у  галловейского 
КРС (15.8–21.9, в  среднем 18.5  АРГ/109 нук- 
леотидов) и наибольшее у “стойлового” КРС 
(21.7–68.0, в  среднем 38.9  АРГ/109 нуклео-
тидов, без учета образца KA0029). В  образце 
KA0029 выявлено аномально высокое число 
АРГ – 138.8 АРГ/109 нуклеотидов – в сочета-
нии с их низким разнообразием. Скорее всего, 
это связано с недостаточным объемом метаге-
номного секвенирования, что стало причиной 
исключения образца KA0029 из дальнейше-
го анализа разнообразия АРГ. Абсолютное 
большинство АРГ относилось к 9 семействам 
(рис.  2): аминогликозид-фосфотрансферазы, 
белки защиты рибосомы ABC-F типа (ABC-F 
type ribosomal protection protein), кластер ге-
нов устойчивости к  гликопептидам (Van), 
хлорамфеникол-ацетилтрансферазы, лин-
козамид-нуклеотидилтрансферазы, метал-
ло-β-лактамазы, β-лактамазы класса А, обес- 
печивающий устойчивость к  тетрациклину 
белок защиты рибосом (tetracycline-resistant 
ribosomal protection protein) и  стрептогра-
мин-ацетилтрансферазы (Vat). Гены восьми 
из девяти семейств встречались во всех трех 
группах животных. Гены белка защиты рибо-
сом, обеспечивающего устойчивость к тетра-

Рис. 1. Таксономический состав микробных сооб-
ществ образцов фекалий галловейского КРС (1), 
яков (2) и “стойлового” КРС (3). На рисунке пред-
ставлены филумы, средняя доля которых в сообщес- 
твах составляет не менее 1%.
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циклину, не обнаружены в микробиоме ЖКТ 
яков, редко встречались у галловейского КРС 
(0.27–0.91 АРГ/109 нуклеотидов), но были во 
множестве представлены у “стойлового” КРС 
(0.79–5.69 АРГ/109 нуклеотидов).

Геномы микроорганизмов ‒ представителей 
микробиоты ЖКТ животных

Кластеризация контигов в MAG позволила 
собрать 708 геномов с полнотой более 80% и из-
быточностью (загрязнением) менее 10%, в том 
числе 695 MAG бактерий и  13 – архей. По ре-
зультатам анализа, 147 MAG содержали хотя бы 
один АРГ, а один MAG, собранный из метагено-
ма фекалий “стойлового” КРС (KA0045), содер-
жал  гены aph(3'), ermF, tetX2, aadS, которые мо-
гут придавать устойчивость к аминогликозидам, 
тетрациклинам и  макролидам. Таксономичес- 
кая классификация генома этого потенциально 
мультирезистентного штамма в  соответствии 
с Genome Taxonomy Database (GTDB) показала, 
что он относится к бактерии Treponema bryantii 
(филум Spirochaetota).

Количественный анализ содержания генов 
устойчивости к антибиотикам

Приведенные выше результаты дают ин-
формацию о  наличии различных генов устой-
чивости в микробиомах ЖКТ животных, но не 
их количественной представленности, которая 

зависит от относительной численности соответ-
ствующих бактерий-хозяев в микробиоте. Кроме 
того, выделенная из образцов фекалий метаге-
номная ДНК может помимо ДНК микробиоты 
ЖКТ содержать ДНК животного-хозяина, кор-
мовых растений и  других, доля которых в  раз-
ных образцах может отличаться. В связи с этим 
содержание АРГ нормировали на содержание 
генов 16S рРНК в метагеноме фекалий. Для ко-
личественной оценки представленности кон-
кретных АРГ в микробиоме ЖКТ делили число 
чтений, соответствующих этому АРГ, на число 
чтений, относящихся к генам 16S рРНК прока-
риот в анализируемом метагеноме (табл. S1, см. 
Дополнительные материалы в электронном виде 
по DOI статьи и на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/6/supp_Begmatov_rus.pdf).

Результаты анализа показали, что содержа-
ние резистома в расчете на 16S рРНК в среднем 
составляло 0.22% у яков, 0.54% у галловейского 
КРС и было во много раз выше (3.41%) у “стой-
лового” КРС, причем отличия между всеми груп-
пами животных были статистически значимыми 
(p < 0.01). Процентное содержание и состав ре-
зистома у галловейского КРС и яков были в це-
лом схожи, но резко отличались от этих пока-
зателей у  “стойлового” КРС (рис.  3), поэтому 
в дальнейшем сравнивали две группы животных: 
“пастбищных”, находящихся на свободном вы-
пасе (галловейский КРС и яки), и “стойловых”.

Прочие

Ч
ис

ло

Рис. 2. Резистомы образцов фекалий, классифицированные по семействам АРГ. По оси ординат указано число 
АРГ, идентифицированных в метагеноме, на 109 нуклеотидов суммарной длины собранных контигов. Справа ука-
заны следующие кластеры генов (сверху вниз): стрептограмин-ацетилтрансфераза; β-лактамаза класса А; обес- 
печивающий устойчивость к тетрациклину белок защиты рибосом; металло-β-лактамаза; линкозамид-нуклеоти-
дилтрансфераза; хлорамфеникол-ацетилтрансфераза; кластер генов устойчивости к гликопептидам; белки защиты 
рибосомы ABC-F типа; аминогликозид-фосфотрансфераза.
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Абсолютное большинство обнаруженных АРГ 
может обеспечивать устойчивость к антибиотикам 
шести классов: аминогликозиды, β-лактамы, гли-
копептиды, МЛС-антибиотики, фениколы и тетра-
циклины. Гены устойчивости к антибиотикам дру-
гих классов составляли менее 2% резистомов. Хотя 
содержание АРГ всех шести классов было выше 
в метагеномах “стойловых” животных по сравне-

нию с “пастбищными”, по степени различий они 
четко разделялись на две группы (табл.  2). Гены 
β-лактамаз класса А, в основном bla и cfxA, были 
наиболее многочисленным классом АРГ у “стой-
ловых” животных, а их содержание в микробио-
ме ЖКТ “пастбищных” было ниже в среднем в 24 
раза. Еще большие различия выявлены для генов 
устойчивости к тетрациклинам (tetW, tetQ, tet(40), 

Рис. 3. Относительное содержание АРГ в микробиоме кишечника галловейского КРС, яков и “стойлового” КРС 
представлено по классам антибиотиков. По оси ординат указано содержание АРГ в метагеноме фекалий, нор-
мированное на содержание генов 16S рРНК. В левой части рисунка приведены данные для галловейского КРС 
и яков в увеличенном масштабе. Справа указаны следующие классы антибиотиков (сверху вниз): тетрациклины, 
фениколы, МЛС-группа, гликопептиды, β-лактамы, аминогликозиды.

АРГ по классу 
антибиотика

Содержание АРГ, нормированное  
на содержание генов 16S рРНК Средняя доля в резистоме (%)

“пастбищные” “стойловые” “пастбищные” “стойловые”

β-лактамы 0.00050 0.01231 13.1 36.1

bla 0.00029 0.00725 7.6 21.2

cfxA 0.00018 0.00412 4.7 12.1

Тетрациклины 0.00017 0.01026 4.4 30.1

tet(W) 0.00013 0.00409 3.4 12.0

tet(Q) 0 0.00350 0 10.3

МЛС-группа 0.00145 0.00630 37.9 18.4

Аминогликозиды 0.00073 0.00270 19.1 7.9

Гликопептиды 0.00068 0.00126 17.8 3.8

Фениколы 0.00026 0.00092 6.8 2.7

Прочие 0.00004 0.00034 1.0 1.0

Всего 0.00382 0.03410 100 100

Таблица 2. Представленность АРГ к различным классам антибиотиков в микробиомах ЖКТ животных 
“пастбищной” и “стойловой” групп
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tetO и tet(32)), которые были вторым по представ-
ленности классом АРГ у “стойловых” животных. 
В  группе “пастбищных” их средняя доля была 
ниже в 60 раз, причем у яков они не обнаружены 
вообще. Рассматривая конкретные гены в качестве 
маркеров “стойловых” животных, мы выделили 
следующие: tetW, tetQ, bla и cfxA, – на которые при-
ходилось около половины их резистома.

Намного меньшие отличия (в 2–4 раза) меж-
ду “пастбищными” и “стойловыми” животны-
ми обнаружены для генов устойчивости к гли-
копептидным антибиотикам (van), МЛС (abc-f, 
lnuC, mefA, vat) и  аминогликозидам (aph(3'), 
aph(6)-Id, aph(3'')-Ib, ant(6)), составлявшим 
бóльшую часть резистома “пастбищных” жи-
вотных, а также АРГ к хлорамфениколу (catA).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В представленной работе мы охарактеризо-

вали состав микробных сообществ и  резистом 
ЖКТ галловейского КРС, яков и “стойлового” 
КРС из разных регионов России и  Казахста-
на. Ранее проведенные исследования показали, 
что Firmicutes и Bacteroidota – доминирующие 
филумы бактерий в  рубце КРС, причем отно-
сительная численность Firmicutes обычно боль-
ше у животных, получающих преимущественно 
травянистые корма, тогда как доля Bacteroidota 
возрастает при использовании крахмалсодер-
жащих комбикормов [25, 26]. Бóльшая доля 
Firmicutes и меньшая доля Bacteroidota у галло-
вейского КРС по сравнению со “стойловым”, 
вероятно, связана с типом их рациона. Бóльшую 
часть рациона пастбищных животных составля-
ют дикорастущие растения как в  летний, так 
и в зимний период. И яки, и галловейский КРС 
круглогодично пасутся на естественных, часто 
высокогорных лугах. Галловейский КРС в зим-
ний период получает подкормку сеном, полу-
ченным из растений с местных лугов. В отличие 
от пастбищных животных, “стойловые” полу-
чали подкормку дробленым зерном (ячмень) 
и минералами. Метаногенные археи составляли 
заметную часть микробиоты ЖКТ у  галловей-
ского КРС и  яков, что, по-видимому, связано 
с  богатым целлюлозой рационом. М. Popova 
с  соавт. [27] показали, что коровы, получав-
шие корм на основе клетчатки, имели большее 
α-разнообразие метаногенов, чем те, рацион 
которых был богат крахмалом. Богатый травами 
рацион представлен и более широким спектром 
субстратов для метаногенов, что приводит к их 
большей численности и разнообразию [28].

Метагеномный анализ позволяет не только 
выявить набор генов, имеющихся в микробиоте, 
но и собрать геномы микроорганизмов-членов 
сообщества. Одной из целей работы было выяв-

ление штаммов с множественной антибиотико-
резистентностью. Хотя большинство контигов, 
содержащих АРГ, имели короткую длину и  не 
были отнесены к определенному MAG, один ге-
ном, представляющий Treponema bryantii, содер-
жал гены устойчивости к аминогликозидам, те-
трациклинам и макролидам. Из работы C. Zhao 
и  др.[29] известно, что относительная числен-
ность бактерий рода Treponema коррелирует 
с содержанием tetX и других генов устойчивости 
к тетрациклинам (tetC, tetG, tetO и tetT). В иссле-
дованных нами образцах средняя доля Treponema 
в  микробиомах “стойловых” животных была 
в несколько раз выше, чем у галловейского КРС 
и яков (1.40, 0.30 и 0.23% соответственно), как 
и представленность генов устойчивости к тетра-
циклинам. Ранее сообщалось, что в хозяйстве, 
интенсивно применявшем противомикробные 
препараты, образцы фекалий КРС были обога-
щены представителями рода Treponema [30].

По относительному содержанию АРГ, т. е. доле 
резистома в полном метагеноме, исследованные 
животные четко разделяются на две группы в со-
ответствии с условиями содержания, а не видовой 
принадлежностью: “пастбищные” (галловейская 
порода КРС и яки) и “стойловые”. Во всех образ-
цах второй группы доля резистома в метагеноме 
(нормированная на содержание генов 16S рРНК) 
выше, чем у любого из пастбищных животных, 
а в среднем этот показатель отличался примерно 
на порядок. Вероятная причина этого – присут-
ствие антибиотиков в составе кормовых добавок, 
применяемых на фермах. Интересно отметить, 
что содержание АРГ в группе “стойловых” жи-
вотных сильно отличалось (рис. 3). Максималь-
ное содержание АРГ обнаружено у молодых жи-
вотных, чей возраст не превышал одного года 
(КА0050 и  KA0076). Количество АРГ было вы-
соким у телят (возраст до одного года), как раз-
водимых в частных хозяйствах, так и на фермах 
с  более высоким поголовьем в  коровниках. По 
всей видимости, телята получают большую дозу 
антибиотиков через пищу ‒ в связи со специаль-
ным прикормом молоком и комбикормом.

Несмотря на большие различия в общем со-
держании АРГ, гены устойчивости ко всем ос-
новным классам антибиотиков обнаружены как 
у "пастбищных", так и у “стойловых” животных 
(за исключением устойчивости к тетрациклинам 
у  яков). Поскольку антибиотики и  резистент-
ность к  ним встречаются в  природе, резистом 
у "пастбищных" животных, по-видимому, отра-
жает естественный фоновый уровень антибио-
тикорезистентности микробиоты ЖКТ у КРС.

По сравнению с  "пастбищными" живот-
ными у  “стойловой” группы содержание АРГ 
к  МЛС-антибиотикам, аминогликозидам, гли-
копептидам и  фениколам оказалось выше в  2–4 
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раза, а  к  β-лактамам и  тетрациклинам – в  24 и   
60 раз соответственно. При этом гены устойчи-
вости к β-лактамам и тетрациклинам доминиро-
вали в резистоме “стойловой” группы, в то время 
как в  "пастбищной" преобладала устойчивость 
к МЛС-антибиотикам, аминогликозидам и глико-
пептидам. По-видимому, АРГ к этим классам ан-
тибиотиков представляют естественный фоновый 
резистом, а широкое распространение устойчиво-
сти к β-лактамам и тетрациклинам в “стойловой” 
группе отражает активное использование этих 
антибиотиков в  животноводстве. Известно, что 
бактерии “приобретают” АРГ в  основном путем 
горизонтального переноса. Однако известна и вну-
тренняя резистентность (intrinsic resistance) бакте-
рий к противомикробным препаратам. Р. Sornplang 
с соавт. [31] проанализировали чувствительность 
93 штаммов Lactobacillus, выделенных из фекалий 
людей и сельскохозяйственных животных, к 7 ан-
тибиотикам, а именно: к пенициллину G, амок-
сициллин-клавулановой кислоте, ванкомицину, 
тетрациклину, стрептомицину, ципрофлоксаци-
ну и сульфаметоксазол-триметоприму. Более 50% 
штаммов Lactobacillus обладали внутренней устой-
чивостью к ванкомицину, стрептомицину, ципро-
флоксацину и  сульфаметоксазол-триметоприму. 
Известно, что для многих энтерококков, например 
Enterococcus gallinarum и  E. casseliflavus/flavescens, 
устойчивость к  ванкомицину является внутрен-
ней резистентностью [32, 33]. Обнаруженные нами 
в микробиомах пастбищных животных гены vanT, 
vanR, vanG также, вероятно, определяют внутрен-
нюю устойчивость к ванкомицину.

Недавно W. Wang и др. [9] представили результа-
ты метагеномного анализа образцов фекалий яков, 
овец, свиней и лошадей, которых содержали в ус-
ловиях свободного выпаса и в условиях интенсив-
ного выращивания (>10 000 голов). Ими показано, 
что у второй группы животных более разнообраз-
ный репертуар АРГ и повышена частота встречае- 
мости резистентных штаммов, причем эти показа-
тели коррелировали. Кроме того, в микробиомах 
животных в  условиях интенсивного выращива-
ния АРГ с бóльшей частотой были ассоциированы 
с мобильными элементами, а также наблюдалось 
увеличение численности штаммов с МЛУ [9].

Таким образом, относительно малые доли 
резистома в микробиомах фекалий исследован-
ных нами коров и яков, находящихся на свобод-
ном выпасе, отражают отсутствие селективного 
давления, связанного с применением антибак-
териальных препаратов в составе кормов.

База данных NCBI Reference Gene Catalog со-
держит 54 семейства генов устойчивости к тетра-
циклинам (tet*) и 14 семейств генов bla (β-лактамазы 
класса А и металло-β-лактамазы). Тетрациклины –  
это антибиотики широкого спектра действия, ис-
пользуемые для профилактики или лечения раз-

личных бактериальных инфекций человека и жи-
вотных. На молочных предприятиях США для 
борьбы с бактериальными заболеваниями молоч-
ного скота в первую очередь используют β-лактамы 
и  тетрациклиновые антибиотики. Антибиотики, 
устойчивые к ним бактерии и АРГ обнаруживают 
в фекалиях КРС, что может способствовать рас-
пространению антибиотикорезистентности. Хотя 
β-лактамы редко находят в  навозе КРС, тетра-
циклины, более устойчивые к деградации в ЖКТ, 
встречаются часто. Мировая практика использо-
вания тетрациклиновых антибиотиков в животно-
водстве очень широкая. Например, на свиновод-
ческих предприятиях тетрациклины применяют 
широко и большинство детектируемых АРГ в сви-
ном навозе относится именно к tet-генам [34‒36]. 
Вторыми и третьими по численности были гены 
устойчивости к сульфаниламидам, которые также 
используют в кормовых добавках, и бета-лактамам. 
Показано, что в  формировании резистома мик- 
робиоты ЖКТ сельскохозяйственных животных 
во многих странах основная роль принадлежит 
АРГ, придающим устойчивость к тетрациклинам 
и β-лактамам [37‒40].

Полученные нами данные о высокой, по срав-
нению с  "пастбищными" животными, представ-
ленности генов устойчивости к  тетрациклинам 
и β-лактамам в микробиомах фекалий “стойло-
вых” коров из фермерских хозяйств России –  
свидетельство активного использования этих 
противомикробных препаратов в отечественном 
животноводстве. Однако информация о  приме-
нении антибиотиков в конкретных животновод-
ческих хозяйствах практически недоступна. Мета-
геномный анализ фекалий сельскохозяйственных 
животных может быть использован для количес- 
твенного определения генов антибиотикорезис- 
тентности для мониторинга применяемых при 
содержании животных антибиотиков. Более про-
стым вариантом тестирования может быть коли-
чественное определение методом ПЦР генов tetW, 
tetQ, bla и cfxA, содержание которых резко отли-
чается у животных отгонно-пастбищного выпаса 
и стойлового содержания.

Мы признательны Мирону Чунову за пре-
доставление возможности отбора проб фека-
лий яков и  Николаю Нечипоренко за помощь 
с отбором проб фекалий галловейской породы 
крупного рогатого скота.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Министерства науки и высшего образования 
Российской Федерации.
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честве объектов.
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Antibiotic Resistance Genes in Cattle Gut Mictobiota:  
Influence of Housing Conditions 

Sh. A. Begmatov1, *, A. V. Beletsky1, A. L. Rakitin1, A. P. Lukina2, 
L. O. Sokolyanskaya2, A. V. Rakitin2, L. B. Glukhova2, A. V. Mardanov1, 

O. V. Karnachuk2, N. V. Ravin1

1Institute of Bioengineering, Research Center of Biotechnology,  
Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

2Tomsk State University, Tomsk, 634050 Russia
*e-mail: shabegmatov@gmail.com

Resistance to antimicrobial drugs is an urgent problem not only in public health, but also in animal husbandry. 
The widespread use of antimicrobials in feed additives is one of the main reasons for the rapid spread of antibiotic 
resistance in the microbiota of the gastrointestinal tract of farm animals. To characterize antibiotic resistance genes 
(resistome), we performed metagenomic analysis of feces of 24 cattle from different regions of Russia, including cows 
of different breeds and yaks. Animals differed in the type of housing: year-round on pastures or in barns of conven-
tional farms, with consumption of feed additives. Although genes of resistance to aminoglycosides, β-lactams, glyco-
peptides, MLS antibiotics (macrolides, lincosamides and streptogramins), phenicols and tetracyclines were detected 
in samples from both groups of animals, the content of resistome in the fecal microbiome of stall-bred cattle was 
about 10 times higher than in animals kept on pastures. The resistome of stall cattle was dominated by β-lactamases 
and tetracycline resistance genes, whose content in the microbiome was 24 and 60 times higher, respectively, than in 
animals kept on pastures. Apparently, the spread of resistance to β-lactams and tetracyclines in stall cattle reflects the 
active use of these antibiotics in livestock production. Metagenomic analysis of livestock feces can be used to quantify 
antibiotic resistance genes for the purpose of monitoring antimicrobial drugs used in animal husbandry.

Keywords: cattle, animal husbandry, antibiotics, antibiotic resistance, metagenomics, microbiome, yaks, cows
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Назначение адекватной эмпирической терапии требует проведения локального мониторинга распро-
странения резистентных к антибиотикам бактерий в каждом стационаре. Целью работы было срав-
нение частоты встречаемости энтеробактерий (Enterobacterales) с продукцией β-лактамаз у пациентов 
отделений терапевтического и хирургического профиля. Чувствительность к антибиотикам опреде-
ляли диско-диффузионным методом. Продукцию β-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) под-
тверждали методом “двойных дисков”, карбапенемаз – модифицированным методом инактивации 
карбапенемов. Наличие генов карбапенемаз и их экспрессию определяли с помощью ПЦР в режиме 
реального времени и иммунохроматографическим методом. Среди выделенных энтеробактерий боль-
ше трети продуцировали БЛРС как в отделениях терапевтического профиля (35.51%), так и хирур-
гического (39.85%). Доля продуцентов карбапенемаз была сопоставима в обеих группах и составила 
8.41% и 9.77% соответственно. В хирургических отделениях преобладали металло-β-лактамазы, а в те-
рапевтических – сериновые. Среди внебольничных энтеробактерий продуценты β-лактамаз выделя-
ли реже, чем среди нозокомиальных – как в терапевтических (31.48% и 56.6%), так и в хирургических 
отделениях (45.45% и 51%), но без статистически значимых различий. За три года исследования нами 
не выявлено увеличения доли продуцентов β-лактамаз в хирургических и терапевтических отделениях 
стационара, но, безусловно, проведение локального мониторинга необходимо продолжать – с целью 
выработки локальной стратегии рационального применения антибактериальных препаратов.

Ключевые слова: β-лактамазы расширенного спектра, карбапенемазы, Enterobacterales, эпидемио-
логический мониторинг
DOI: 10.31857/S0026898424060115, EDN: IAJXDD

Сокращения: БЛРС – β-лактамазы расширенного спектра; ИМП – инфекции мочевыводящих путей; ОРИТ – отделе-
ния реанимации и интенсивной терапии; AmpC (Ambler class C β-lactamase) ‒ β-лактамазы класса C по Ambler.

ВВЕДЕНИЕ
По данным российских и  международных 

многоцентровых исследований бактерии порядка 
Enterobacterales занимают лидирующую позицию 
среди возбудителей инфекций у  пациентов ста-
ционаров [1] (см. также https://www.ecdc.europa.
eu/en/publications-data/surveillance-antimicrobial-
resistance-europe‑2022-data, дата обращения 
16.04.2024), а  продукция β-лактамаз относится 
к  наиболее распространенным механизмам ре-

зистентности и, как следствие, неэффективности 
β-лактамов в  клинической практике. Эффек-
тивными в  отношении продуцентов β-лактамаз 
расширенного спектра (БЛРС) и  карбапенемаз 
остаются лишь отдельные группы антибиотиков, 
в связи с чем проблема распространения энтеро-
бактерий, продуцирующих β-лактамазы, сохраня-
ет актуальность как в России, так и за рубежом. 
Наиболее распространены продуценты β-лакта-
маз среди возбудителей внутрибольничных ин-
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фекций у  пациентов в  отделениях реанимации 
и интенсивной терапии (ОРИТ), чему посвящена 
бóльшая часть исследований по этой тематике. По 
данным разных авторов, доля продуцентов БЛРС 
в ОРИТ составляет 15–90%, а продуцентов карба-
пенемаз – 1–17% [2] (см. https://www.ecdc.europa.
eu/en/publications-data/healthcare-associated-
infections-intensive-care-units‑2019, дата обраще-
ния 16.04.2024). Совсем немного публикаций по 
исследованию продуцентов β-лактамаз вне ОРИТ, 
хотя для выбора схемы антибактериальной тера-
пии в стенах стационара необходимо знать резуль-
таты локального мониторинга распространенно-
сти и специфичности антибиотикорезистентности 
в каждом отделении стационара [3].

Цель работы – сравнить частоту встречае-
мости энтеробактерий с продукцией β-лактамаз 
у пациентов отделений терапевтического и хи-
рургического профиля.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследование проведено на базе Медицин-

ского научно-образовательного центра МГУ 
им. М. В. Ломоносова (МНОЦ МГУ) в  период 
2021‒2023 гг. В  ретроспективное исследование 
включено 152 изолята Enterobacterales (далее: 
изоляты) от 121 пациента, находившегося на 
стационарном лечении в отделениях терапевти-
ческого профиля, и 250 изолятов от 156 пациен-
тов отделений хирургического профиля МНОЦ 
МГУ. Распределение изолятов от пациентов 
различных отделений стационара, представлено 

в  табл.  1. Все изоляты были получены из био-
материала пациентов с симптомами инфекции 
соответствующей локализации.

Распределение изолятов, полученных из раз-
личного биоматериала пациентов, представлено 
в табл. 2. Тип инфекции у пациента (внеболь-
ничная, нозокомиальная) определяли по вре-
мени возникновения, согласно формальному 
критерию Всемирной организации здравоох-
ранения (ВОЗ) для нозокомиальных инфекций 
[4]. Нозокомиальной считали инфекцию, кото-
рую диагностировали у пациента не менее чем 
через 48 ч после госпитализации, при условии, 
что она отсутствовала у  него до поступления 
в  медицинское учреждение, даже в  инкубаци-
онном периоде, а появилась только в медицин-
ском учреждении. Медиана возраста пациентов, 
от которых были получены клинические образ-
цы, составляла 73 (22–100) и 61 (21–86) год для 
пациентов отделений терапевтического и хирур-
гического профиля соответственно (p  < 0.05). 
Среди пациентов с инфекций в отделениях те-
рапевтического профиля преобладали женщины 
(58.55%), а в отделениях хирургического профи-
ля – мужчины (60.80%).

Идентификация микроорганизмов. Видовую 
принадлежность изолятов микроорганизмов 
определяли методом матрично-ассоциирован-
ной лазерной десорбции/ионизации (MALDI) 
на анализаторе VITEK MS (“bioMerieux”, Фран-
ция) в  автоматическом режиме с  использова-
нием программного обеспечения VITEK MS. 
Критерием надежной видовой идентификации 
считали уровень достоверности 99.9%.

Определение чувствительности бактерий 
к  антимикробным препаратам. Определение 
чувствительности к  антимикробным препара-
там проводили диско-диффузионным мето-
дом с  использованием агара Мюллера‒Хин-
тон (“Oxoid”, Великобритания) и  дисков 
с  антибиотиками (“MAST Group Ltd.”, Вели-
кобритания, и  “Bioanalyse”, Турция), а  так-
же с  помощью автоматического анализатора 
VITEK2-compact (“bioMerieux”). Определение 
клинических категорий чувствительности изо-
лятов к  антибиотикам проводили на основа-
нии пограничных значений в  соответствии 
с  рекомендациями EUCAST 2023 (European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) 
и  российскими рекомендациями “Определе-
ние чувствительности микроорганизмов к  ан-
тимикробным препаратам (2021)” (https://www.
eucast.org/clinical_breakpoints, дата обращения 
16.04.2024; https://www.antibiotic.ru/minzdrav/
category/clinical-recommendations/, дата обра-
щения 16.04.2024). При характеристике резуль-
татов чувствительности бактерий использовали 
следующие понятия: чувствительные (S), чув-

Отделение стационара
Изоляты

число %

Отделения терапевтического профиля

Нефрология 38 35.51

Терапия 29 27.10

Неврология 23 21.50

Кардиология 14 13.08

Эндокринология 3 2.80

Отделения хирургического профиля

Абдоминальная хирургия 80 60.15

Урология 40 30.08

Гинекология 10 7.52

Нейрохирургия 1 0.75

Пластическая хирургия 1 0.75

Травматология и ортопедия 1 0.75

Таблица 1. Клинические образцы, полученные от 
инфицированных пациентов различных отделений 
стационара
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ствительные при увеличенной экспозиции (I), 
резистентные (R). Для амоксициллина/клавула-
новой кислоты использовали критерии для вну-
тривенного введения.

Выявление механизмов устойчивости к β-лак-
тамным антибиотикам. Для подтверждения про-
дукции БЛРС использовали рекомендован-
ные EUCAST фенотипические методы (см. 
https://www.eucast.org/resistance_mechanisms, 
дата обращения 16.04.2024), основанные на 
подавлении активности БЛРС клавулановой 
кислотой in vitro, а  именно метод “двойных 
дисков” или модифицированный метод разве-
дений в бульоне, используемый в автоматизи-
рованной системе определения чувствительно-
сти VITEK2-compact.

Для выявления продукции приобретен-
ных β-лактамаз класса C по Ambler (AmpC) 
у  Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus 
mirabilis проводили дополнительные исследова-
ния. Определяли чувствительность к цефепиму 
(цефалоспорин IV поколения). Если продук-
ция БЛРС у энтеробактерий не была определе-
на методом “двойных дисков”, а  выделенный 

изолят имел устойчивость хотя бы к одному из 
цефалоспоринов III поколения и  был чувстви-
телty к цефепиму, то дополнительно исследовали 
чувствительность к цефокситину. Энтеробакте-
рии, устойчивые к цефокситину, амоксицилли-
ну с  клавулановой кислотой и  чувствительные 
к  цефепиму, расценивали как возможные про-
дуценты приобретенных AmpC β-лактамаз (см. 
https://www.eucast.org/resistance_mechanisms, дата 
обращения 16.04.2024).

Для подтверждения наличия карбапенемаз 
использовали модифицированный метод инак-
тивации карбапенемов (Modified Carbapenem 
Inactivation Method, mCIM) (https://clsi.org/
standards/products/microbiology/documents/
m100/, дата обращения 07.06.2024). Метод 
основан на выявлении ферментативного ги-
дролиза путем инкубации бактериальной су-
спензии в присутствии карбапенема. В случае 
получения сомнительного результата исследо-
вания наличие генов карбапенемаз подтвер-
ждали молекулярно-генетическими методами.

Детекция генов карбапенемаз. Наличие у 
Enterobacterales генов наиболее распространен-

Клинический материал
Изолятыа

ОТП,
n (%)

ОХП,
n (%)

Мочевыводящая система

Моча 96 (89.72) 49 (36.84)

Кровь (уросепсис) 1 (0.93) 2 (1.50)

Раневое отделяемое мочевыводящей системы 0 4 (3.01)

Биоптат мочевыводящих путей 0 1 (0.75)

Дыхательная система

Мокрота 7 (6.54) 0

Плевральная жидкость 0 2 (1.50)

Брюшная полость

Перитонеальная жидкость 0 19 (14.28)

Раневое отделяемое брюшной полости 0 40 (30.08)

Содержимое абсцесса брюшной полости 0 7 (5.26)

Желчь 0 1 (0.75)

Кровь (генерализация инфекции) 0 1 (0.75)

Другое

Раневое отделяемое кожи и мягких тканей 2 (1.87) 6 (4.51)

Кровь (катетер-ассоциированная инфекция кровотока) 1 (0.93) 0

Отделяемое половых органов 0 1 (0.75)

aОТП ‒ отделения терапевтического профиля; ОХП ‒ отделения хирургического профиля (в таблицах здесь и далее).

Таблица 2. Клинические образцы в соответствии с локализацией инфекции у пациента и видом полученного 
биоматериала
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Микроорганизм
ОТП ОХП

Всего БЛРС, n (%) Карбапенемазы, n (%) Всего БЛРС, n (%) Карбапенемазы, n (%)

Escherichia coli 63 28 (44.44) 0 68 35 (51.47) 1 (1.47)

Klebsiella pneumoniae 29 8 (27.58) 9 (31.03) 33 10 (30.3) 11 (33.33%)

Klebsiella oxytoca 3 0 0 1 0 0

Klebsiella aerogenes 1 0 0 1 0 0

Proteus mirabilis 5 1 (20) 0 12 5 (41.67) 0

Proteus vulgaris 1 0 0 0 0 0

Enterobacter cloacae complex 4 1 (25) 0 13 3 (23.07) 1 (7.69)

Morganella morganii 0 0 0 2 0 0

Citrobacter koseri 1 0 0 1 0 0

Citrobacter youngae 0 0 0 1 0 0

Hafnia alvei 0 0 0 1 0 0

Всего 107 38 (35.51) 9 (8.41) 133 53 (39.85) 13 (9.77)

Таблица 3. Спектр выделенных энтеробактерий и доля продуцентов β-лактамаз

ных сериновых карбапенемаз: групп OXA-48-like1 
и KPC2 – и металло-β-лактамаз: групп IMP3, 
VIM4 и NDM5 – определяли методом ПЦР в ре-
жиме реального времени (ПЦР-РВ) с использо-
ванием коммерческого набора БакРезиста GLA 
(“ДНК-Технология”, Россия). Также определяли 
типы карбапенемаз иммунохроматографичес- 
ким методом с использованием экспресс-теста 
Carba-5 (“NG Biotech Z.A.”, Франция).

Статистический анализ. Информацию по каж- 
дому изоляту вносили в  электронную таблицу 
в формате Excel. Обработку и анализ данных про-
водили с использованием функций, доступных 
в Excel, а также онлайн-платформы AMRcloud [3].  
Для статистической обработки использовали 
критерии Манна‒Уитни и  χ2 Пирсона, а  также 
точный критерий Фишера. Статистически зна-
чимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В спектре энтеробактерий преобладали 
Escherichia coli и Klebsiella pneumoniae

В  спектре возбудителей, выделенных от 
пациентов отделений терапевтического и  хи-
рургического профиля, преобладали предста-

вители порядка Enterobacterales – 70.39% (107 
из 152 изолятов) и  53.2% (133 из 250 изолятов) 
соответственно. Следует отметить, что энте-
робактерии детектировали достоверно чаще 
в образцах из отделений терапевтического про-
филя (p < 0.05). И в терапевтических, и в хирур-
гических отделениях преобладали E. coli (58.88 
и 51.13% соответственно) и K. pneumoniae (27.10 
и  24.81% соответственно). Доля видов, про-
дуцирующих хромосомные цефалоспориназы 
AmpC (Enterobacter cloacae complex, Hafnia alvei, 
K. aerogenes, Morganella morganii), составила 4.7 
и 13.5% среди изолятов из терапевтических и хи-
рургических отделений. Полный спектр энте-
робактерий представлен в табл. 3. При анализе 
спектров возбудителей инфекций мочевыводя-
щих путей (ИМП) в терапевтических и хирурги-
ческих отделениях ведущими также были E. coli 
(64.84 и 46.43%) и K. pneumoniae (27.47 и 35.71%). 
Аналогичные виды возбудителей преобладали 
при интраабдоминальных инфекциях в хирурги-
ческих отделениях. Так, на долю E. coli приходи-
лось 55.07%, а K. pneumoniae – 17.39%.

Чувствительность к β-лактамным 
антибиотикам сопоставима у Enterobacterales, 

выделенных от пациентов терапевтических 
и хирургических отделений

В отделениях терапевтического профиля только 
16.13% Enterobacterales были чувствительны к неза-
щищенным пенициллинам; доля изолятов, чув-
ствительных к защищенным пенициллинам, была 
выше и составила 44.09% к амоксициллину с кла-
вулановой кислотой и 80.56% к пиперациллину/та-
зобактаму. Лишь 52.12% энтеробактерий были чув-
ствительны к цефалоспоринам III поколения, в то 

1OXA-48-like – oxacillinase-48-like, оксацилли-
наза-48 подобные; 2KPC – Klebsiella pneumoniae 
carbapenemase, карбапенемаза Klebsiella pneumoniae; 
3IMP – imipenemase, имипенемаза; 4VIM – Verona 
Integron-encoded metallo-β-lactamase, Верона интегро-
нокодируемая металло-β-лактамаза; 5NDM – New Delhi 
metallo-β-lactamase, Нью-Дели металло-β-лактамаза.
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время как защищенные цефалоспорины (цефтази-
дим/авибактам) были эффективны в отношении 
95.24% изолятов. К меропенему были чувствитель-
ны 89.69% Enterobacterales, причем эффективность 
в отношении E. coli составила 100%, а в отношении 
K. pneumoniae – 66.67%. Результаты оценки чув-
ствительности Enterobacterales к антимикробным 
препаратам представлены на рис. 1.

В  отношении энтеробактерий, выделенных 
от пациентов отделений хирургического профи-
ля, β-лактамные антибиотики были менее ак-

тивны, однако статистически значимых разли-
чий не выявлено: к ампициллину чувствительны 
были 8.74%, к  амоксициллину с  клавулановой 
кислотой 34.82%, к  пиперациллину/тазобакта-
му 64.71%, к цефотаксиму 47.86%, к меропене-
му 86.77%, к  цефтазидиму/авибактаму 91.34% 
изолятов. Чувствительность к меропенему была 
ниже среди K. pneumoniae (56.66%) по сравнению 
с E. coli (96.72%; p < 0.05). Результаты оценки чув-
ствительности Enterobacterales к антимикробным 
препаратам представлены на рис. 2.

Рис. 1. Чувствительность к антибактериальным препаратам Enterobacterales, выделенных в терапевтических отде-
лениях. Обозначения: *среди них идентифицировано 5 изолятов, продуцирующих хромосомные цефалоспориназы 
AmpC (E. cloacae complex – 4, K. aerogenes – 1); **среди них ‒ 35 изолятов, продуцирующих хромосомные цефа-
лоспориназы AmpC и β-лактамазы широкого спектра (K. pneumoniae – 29, E. cloacae complex – 4, K. aerogenes – 1, 
K. oxytoca – 1); S ‒ чувствительные, I ‒ чувствительные при увеличенной экспозиции, R ‒ резистентные бактерии.

Èçîëÿòû, %

Èçîëÿòû, %

Рис. 2. Чувствительность к антибактериальным препаратам Enterobacterales, выделенных в хирургических отделе-
ниях. Обозначения: *среди них идентифицировано 17 изолятов, продуцирующих хромосомные цефалоспориназы 
AmpC (E. cloacae complex – 13, M. morganii – 2, K. aerogenes – 1, H. alvei – 1); **среди них ‒ 52 изолята, продуци-
рующих хромосомные цефалоспориназы AmpC и β-лактамазы широкого спектра (K. pneumoniae – 33, E. cloacae 
complex – 13, M. morganii – 2, K. aerogenes – 1, K. oxytoca – 1, H. alvei – 1, C. koseri – 1).
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Доля продуцентов БЛРС и карбапенемаз 
сопоставима у энтеробактерий, выделенных 

в терапевтических и хирургических отделениях

Распределение продукции приобретенных 
β-лактамаз среди Enterobacterales в терапевтичес- 
ких отделениях представлено в табл. 4. Среди эн-
теробактерий отделений терапевтического про-
филя доля продуцентов БЛРС составила 35.51%, 
причем 39.47% из них были выделены уже при 
поступлении в  стационар. Большинство проду-
центов БЛРС (92.11%) было выделено из мочи 
(27 E. coli, 7 K. pneumoniae, 1 P. mirabilis) и толь-
ко 3 – из мокроты (1 E. coli, 1 K. pneumoniae, 1  
E. cloacae complex). Доля продуцентов БЛРС сре-
ди возбудителей нозокомиальных инфекций со-
ставила 43.4%, а среди внебольничных – 27.78%  
(p > 0.05). Среди резистентных к цефалоспоринам 
энтеробактерий 73.33% были продуцентами БЛРС, 
17.78% – карбапенемаз, 4.44% – хромосомных 
и  плазмидных AmpC. Доля продуцентов БЛРС 
среди E. coli составила 44.44%, изоляты E. coli 
с продукцией БЛРС были чувствительны к амок-
сициллину с клавулановой кислотой in vitro лишь 
в 29.17% случаев, к пиперациллину/тазобактаму –  
в  85.71%. Продукция БЛРС встречалась у   
K. pneumoniae в 27.58% случаев, однако статистиче-
ски значимых отличий от E. coli выявлено не было 
(p  > 0.05), чувствительными к  амоксициллину 

с клавулановой кислотой были 16.67% изолятов. 
Все изоляты Enterobacterales с продукцией БЛРС 
были чувствительны к цефтазидиму/авибактаму.

Доля продуцентов карбапенемаз в терапевти-
ческих отделениях составила 8.41%, из них 22.22% 
(n = 2) вызвали внебольничную инфекцию. Про-
дукция карбапенемаз была выявлена только для 
K. pneumoniae. Бóльшая часть (66.67%, n = 6) про-
дуцентов карбапенемаз выделена из мочи, один 
изолят получен из крови при уросепсисе, также по 
одному изоляту были возбудителями катетер-ассо-
циированной инфекции кровотока и пневмонии. 
Среди возбудителей нозокомиальных инфекций 
продуцентами карбапенемаз было 13.21% энте-
робактерий, среди возбудителей внебольничных 
инфекций – 3.7% (p > 0.05). Все 7 резистентных 
к меропенему изолятов, а также два из трех чув-
ствительных при повышенной экспозиции были 
продуцентами карбапенемаз. Цефтазидим/ави-
бактам обладал активностью in vitro в отношении 
55.59% Enterobacterales с продукцией карбапенемаз.

Преобладали сериновые карбапенема-
зы изолированно или в  комбинации (33.33% 
OXA‑48, 11.11% KPC, 11.11% OXA‑48 + KPC). 
Металло-β-лактамазы типа NDM изолировано 
и в комбинации сериновыми карбапенемазами 
обнаружены в  44.44% случаев. Распределение 
карбапенемаз представлено на рис. 3а.

à á

Рис. 3. Типы карбапенемаз у Enterobacterales, выделенных от пациентов терапевтических (а) и хирургических (б) 
отделений. 

Продукция β-лактамаз Внебольничная инфекция, n (%) Нозокомиальная инфекция, n (%) Всего, n (%)

Всего Enterobacterales 54 53 107

БЛРС 15 (27.78%) 23 (43.4%) 38 (35.51%)

Карбапенемазы 2 (3.7%) 7 (13.21%) 9 (8.41%)

Таблица 4. Распределение продукции приобретенных β-лактамаз среди Enterobacterales в терапевтических 
отделениях
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Распределение продукции приобретенных 
β-лактамаз среди Enterobacterales в хирургичес- 
ких отделениях представлено в табл. 5. Сопо-
ставимое количество продуцентов БЛРС было 
выделено из брюшной полости: 35.85% из ра-
невого отделяемого (12 E. coli, 5 K. pneumoniae,  
1 P. mirabilis, 1 E. cloacae complex), 11.32% из пе-
ритонеальной жидкости (6 E. coli), 3.77% из аб-
сцессов (2 E. coli) – и из мочевых путей: 37.73% 
из мочи (12 E. coli, 4 K. pneumoniae, 3 P. mirabilis,  
1 E. cloacae complex), 1.89% из раневого от-
деляемого (1 E. coli), 1.89% из биоптата  
(1 P. mirabilis), 1.89% из крови при уросепсисе 
(1 K. pneumoniae). Реже их выделяли из ране-

вого материала кожи и мягких тканей (3.77%, 
2 E. coli) и  плевральной жидкости (1.89%,  
1 E. cloacae complex). Доля продуцентов БЛРС 
составила 39.85% (n = 53), только 18.87% (n = 10)  
из них были выделены при поступлении в ста-
ционар. Среди возбудителей нозокомиальных 
инфекций продуцентами БЛРС было 43% эн-
теробактерий, среди возбудителей внеболь-
ничных инфекций – 30.3% (p  > 0.05). Боль-
шинство резистентных к  цефалоспоринам 
энтеробактерий (78.33%) было продуцентами 
БЛРС, 16.67% – продуцентами карбапенемаз 
и  5% – продуцентами хромосомных AmpC. 
Доля продукции БЛРС среди E. coli составила 
51.47%, E. coli с БЛРС были чувствительными 
к  амоксициллину/клавулановой кислоте in 
vitro в  26.67% случаев, к  пиперациллину/та-
зобактаму – в 57.14%. Изоляты K. pneumoniae 
реже были продуцентами БЛРС (30.3%;  
p < 0.05), среди них чувствительными к амок-
сициллину c клавулановой кислотой in vitro 
были 33.33%, к  пиперациллину/тазобактаму 
– 60%. Эффективность цефтазидима/авибак-
тама в отношении продуцентов БЛРС состав-
ляла 100%.

Продукция карбапенемаз выявлена в 9.77% 
(n = 13) энтеробактерий, из которых 38.46% (n = 5)  
были выделены от пациентов при поступ- 
лении в стационар. Большинство продуцентов 
карбапенемаз (84.62%, n = 11) было выделено 
из мочи (9 K. pneumoniae, 1 E. coli, 1 E. cloacae 

complex) и по одному изоляту K. pneumoniae – из 
перитонеальной жидкости и раневого материала 
кожи и мягких тканей. Доля продуцентов кар-
бапенемаз среди возбудителей нозокомиальных 
инфекций составила 8%, а  среди внебольнич-
ных – 15.15%, хотя различия не были статисти-
чески значимыми (p > 0.05). Среди 13 резистент-
ных к меропенему энтеробактерий только один 
изолят не продуцировал карбапенемазы. Среди 
чувствительных при повышенной экспозиции 
продуцентом карбапенемаз был один из трех 
изолятов. Цефтазидим/авибактам был эффекти-
вен in vitro в отношении 15.38% Enterobacterales 
с продукцией карбапенемаз.

В спектре энтеробактерий с продукцией кар-
бапенемаз преобладали K. pneumoniae (n = 11),  
также выделено по одному изоляту E. coli и   
E. cloacae complex с  продукцией карбапене-
маз типа NDM. У  Enterobacterales в  хирурги-
ческих отделениях чаще детектировали ме-
талло-β-лактамазы типа NDM (изолировано 
61.54%, вместе с OXA‑48 7.69%), реже – сери-
новые карбапенемазы типа KPC (изолировано 
15.38%) и  OXA‑48 (изолировано 7.69%). Для 
одного изолята K. pneumoniae не исследовали 
гены карбапенемаз. Распределение карбапене-
маз представлено на рис. 3б.

При сравнении доли продуцентов БЛРС 
и карбапенемаз среди энтеробактерий в тера-
певтических и хирургических отделениях не выя-
вили статистически значимых различий (35.51% 
против 39.85%, p > 0.05; 8.41% против 9.77%,  
p > 0.05 соответственно) (табл. 3). В отделениях 
хирургического профиля преобладали проду-
центы металло-β-лактамаз типа NDM (69.23%), 
тогда как в отделениях терапевтического про-
филя – сериновых карбапенемаз (55.55%,  
p > 0.05).

Следует отметить, что среди продуцентов 
карбапенемаз, выделенных при нозокоми-
альных инфекциях, преобладали NDM ме-
талло-β-лактамазы (69.23%), тогда как про-
дукция OXA‑48 карбапенемаз в моноварианте 
обнаружена только у  пациентов при посту-
плении в стационар.

Продукция β-лактамаз Внебольничная инфекция,
n (%)

Нозокомиальная инфекция,
n (%)

Всего,
n (%)

Всего Enterobacterales 33 100 133

БЛРС 10 (30.3%) 43 (43%) 53 (39.85%)

Карбапенемазы 5 (15.15%) 8 (8%) 13 (9.77%)

Таблица 5. Распределение продукции приобретенных β-лактамаз среди Enterobacterales в хирургических 
отделениях
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В отделениях хирургического и терапевтического 
профиля доля энтеробактерий-продуцентов 

БЛРС и карбапенемаз практически не изменялась 
в течение трех лет исследования

Статистически значимых изменений в доле 
продуцентов БЛРС и  карбапенемаз за пери-
од исследования нами не выявлено (p  > 0.05) 
(рис.  4). Однако можно заметить, что доля 
Enterobacterales с продукцией БЛРС в отделени-
ях терапевтического профиля за три года вырос-
ла на 18.26% от исходных 21.74% (достигла 46%), 
а доля продуцентов карбапенемаз в отделениях 
хирургического профиля за это время снизилась 
на 4.83% от исходных 13.16% (до 8.33%).

Среди нозокомиальных изолятов Entero-
bacterales в разных отделениях стационара процент 
продуцентов БЛРС был стабильным и находился 
в пределах 37–50% (рис. 5). Следует отметить рез-
кие изменения доли продуцентов карбапенемаз 
среди нозокомиальных изолятов Enterobacterales: 
с 14.29% в 2021 г. до 20.83% в 2022 г. и снижение 
до 5% в 2023 г., – но эти скачки не были статисти-
чески значимыми (p > 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Исследование выполнено в многопрофиль-

ном стационаре, при этом в  каждом учрежде-
нии, осуществляющем медицинскую деятель-
ность, есть особенности видового разнообразия 
и  приобретенной антибиотикорезистентности 
микроорганизмов, выделяемых от пациентов. 
Эти особенности зависят от половозрастного 
состава пациентов, специализации медицин-

ского учреждения, видов медицинской помощи 
и других условий.

Представители Enterobacterales отличаются 
друг от друга по спектру природной устойчиво-
сти как к β-лактамным, так и к другим группам 
антибиотиков. Самый широкий спектр природ-
ной устойчивости к β-лактамам характерен для 
энтеробактерий, продуцирующих хромосомные 
цефалоспориназы – AmpC. К таким бактериям 
относятся Enterobacter spp., Citrobacter freundii, 
Serratia spp., H. alvei, M. morganii и  некоторые 
другие (см. www.eucast.org/clinical_breakpoints, 
дата обращения 16.04.2024). В проведенном нами 
ретроспективном исследовании на базе мно-
гопрофильного стационара МНОЦ МГУ доля 
продуцентов хромосомных AmpC β-лактамаз со-
ставляла 4.7% и 13.5% среди изолятов терапевти-
ческих и хирургических отделений соответствен-
но. Распространение приобретенной продукции 
AmpC β-лактамаз у энтеробактерий не столь зна-
чительно, как распространение БЛРС и карба-
пенемаз. Так, среди изолятов, устойчивых к це-
фалоспоринам III поколения, приобретенные 
AmpC β-лактамазы обнаружены только в одном 
изоляте E. coli из отделения терапевтического 
профиля. Назначение пенициллинов, защищен-
ных пенициллинов, а  также цефалоспоринов 
I‒III поколения в случае инфекции, вызванной 
такими возбудителями, будет неэффективным. 
Вклад в  увеличение уровня резистентности 
к  незащищенным пенициллинам также вносят  
K. pneumoniae, которые обладают хромосомными 
β-лактамазами широкого спектра.

В  научной литературе упоминания о выяв-
лении β-лактамаз у бактерий появились еще до 
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Рис. 4. Динамика изменения доли продуцентов БЛРС (а) и карбапенемаз (б) среди Enterobacterales, выделенных от 
госпитализированных пациентов, за 2021‒2023 гг. 
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начала широкого использования β-лактамных 
антибиотиков в  медицине. Однако широкое 
распространение плазмидных β-лактамаз среди 
возбудителей инфекций в первую очередь свя-
зано с  активным использованием β-лактамов 
в  клинической практике. Первые российские 
эпидемиологические исследования по оценке 
распространения антибиотикорезистентности 
были проведены в конце 90-х годов XX века. Уже 
тогда в  ОРИТ доля продуцентов БЛРС среди  
K. pneumoniae была выше 60%, а в начале 2000-х 
достигла 84.3% [5]. В настоящее время продук-
ция БЛРС распространена не только среди го-
спитальных изолятов в  различных отделениях 
стационаров, но и среди выделенных от амбу-
латорных пациентов. Так, в  российском мно-
гоцентровом исследовании “ДАРМИС‑2018” 
доля продуцентов БЛРС среди бактерий E. coli, 
выделенных от взрослых пациентов с внеболь-
ничными ИМП, составила 27% [6]. У пациентов 
МНОЦ МГУ доля продуцентов БЛРС среди воз-
будителей внебольничных инфекций составила 
27.78% в  терапевтических отделениях и  30.3% 
в хирургических, что согласуется с результатами 
упомянутого многоцентрового исследования, 
так как значительная доля проанализирован-
ных нами изолятов была выделена от пациентов 
с ИМП.

Доля продуцентов БЛРС была больше среди 
возбудителей госпитальных инфекций в  тера-
певтических и хирургических отделениях (43.4% 
и 43% соответственно) по сравнению с внеболь-
ничными (27.78% и 30.3% соответственно). Эти 
данные согласуются с тенденцией более широ-

кого распространения микроорганизмов с мно-
жественной лекарственной устойчивостью сре-
ди возбудителей нозокомиальных инфекций, 
отмеченной в многоцентровых исследованиях. 
Так, среди энтеробактерий-возбудителей вне-
больничных инфекций, выделенных от пациен-
тов в  отделениях терапевтического и  хирурги-
ческого профиля в 2019‒2021 гг., устойчивыми 
к  цефтриаксону были 35.5% и  35.6% соответ-
ственно, а  среди возбудителей госпитальных 
инфекций – 74% и 71.8% [1].

Таким образом, устойчивость к  цефало-
споринам III поколения у энтеробактерий мо-
жет быть связана как с продукцией AmpC, так 
и с плазмидными БЛРС. Изоляты с продукцией 
карбапенемаз также обладают устойчивостью 
к цефалоспоринам.

Первые изоляты с продукцией карбапенемаз 
были зарегистрированы в России в 2006 г. [7],  
уже к 2016 г. их доля среди энтеробактерий по 
данным многоцентровых исследований достигла 
14.4% [8]. По данным мониторинга, проведен-
ного в период с 2019 г. по 2021 г., карбапенема-
зопродуцирующие энтеробактерии составляли 
21.79% в  отделениях терапевтического профи-
ля и 20.17% – хирургического [1]. В стационаре 
МНОЦ МГУ такие микроорганизмы встреча-
лись значительно реже: 8.41 и 9.77% в терапев-
тических и хирургических отделениях соответ-
ственно.

Среди энтеробактерий, выделенных в  те-
рапевтических отделениях, при внебольнич-
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Рис. 5. Динамика изменения доли продуцентов БЛРС (а) и карбапенемаз (б) среди Enterobacterales, выделенных от 
пациентов с нозокомиальной инфекций, за 2021‒2023 гг.
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ных инфекциях доля продуцентов карбапене-
маз была ниже, чем при госпитальных (3.7% 
и 13.21% соответственно), что коррелирует с об-
щей тенденцией распространения продуцентов 
карбапенемаз в  стационарах. Однако в  хирур-
гических отделениях отмечено преобладание 
Enterobacterales с продукцией карбапенемаз сре-
ди внебольничных возбудителей по сравнению 
с госпитальными (15.15% и 8% соответственно), 
но различия статистически незначимые и могут 
быть связаны с низкой частотой внебольничных 
инфекций в хирургических отделениях.

В  разных географических регионах мира 
замечена неоднородность доминирующих ти-
пов карбапенемаз у энтеробактерий: в странах 
Северной и  Южной Америки, Италии, Гре-
ции преобладают продуценты KPC; в  Турции 
и  большинстве регионов России – ОХА-48; 
в Индии – NDM, в странах Азии и Австралии –  
IMP [9]. Также есть различия в  распростране-
нии отдельных типов карбапенемаз внутри стра-
ны: на большей части территории России ос-
новным типом карбапенемаз является OXA‑48, 
за исключением Санкт-Петербурга, Мурман-
ска, Челябинска, Улан-Уде и некоторых других 
городов, где больше половины составляют ме-
таллоферменты NDM [1]. В проведенном нами 
исследовании также замечена неоднородность 
преобладающих карбапенемаз в  разных отде-
лениях стационара. Продуценты карбапенемаз 
типа NDM превалировали в хирургических от-
делениях (69.23%), а  в  отделениях терапевти-
ческого профиля чаще выделяли продуценты 
OXA‑48 (55.55%). Продукцию OXA‑48 в монова-
рианте детектировали только при поступлении 
в стационар, что можно объяснить предыдущи-
ми случаями госпитализациями в другие стаци-
онары. По данным мониторинга, проведенного 
А. Кузьменковым и др. [1], на территории Рос-
сии в 2019–2021 гг., как в отделениях терапии, 
так и хирургии, преобладали продуценты карба-
пенемаз типа OXA‑48, их доля относительно об-
щего числа продуцентов карбапенемаз состав-
ляла 41.77% и 48.17% соответственно.

Согласно полученным нами данным, 
в  МНОЦ МГУ энтеробактерии были ведущи-
ми в  спектре возбудителей и  в  терапевтиче-
ских, и  в  хирургических отделениях (70.39% 
и 53.2% соответственно), что связано с преоб-
ладанием образцов из отделений нефрологии, 
урологии и  абдоминальной хирургии и,  сле-
довательно, с высокой долей ИМП и интрааб-
доминальных инфекций относительно общего 
числа инфекций в  стационаре. В  видовом со-
ставе лидировали E. coli и K. pneumoniae. Доля 
продуцентов БЛРС была выше у E. coli (44.44% 
и 51.47%) по сравнению с K. pneumoniae (27.58% 
и  30.3%), тогда как продукцию карбапене-
маз детектировали в основном у K. pneumoniae 

(31.03% и  33.33%). Только один изолят E. coli 
продуцировал карбапенемазу. Другие исследо-
ватели получали несколько отличающиеся ре-
зультаты, что может быть связано с  выборкой 
пациентов и специализацией стационара. Так, 
A. Ljubović и соавт. [10], изучая только изоляты 
K. pneumoniae (n = 934), бóльшую часть проду-
центов БЛРС выделили от пациентов отделе-
ний хирургического профиля (30.1%), при этом 
доля продуцентов БЛРС от общего количес- 
тва изолятов K. pneumoniae составляла 37%, 
карбапенемаз – 20%. Больше всего карбапене-
мазпродуцирующих K. pneumoniae авторы выде-
лили от пациентов ОРИТ (42%), меньше таких 
изолятов было в  отделениях хирургического 
профиля (36.7%) и терапевтического (8%). Сто-
ит заметить, что в  этом исследовании не при-
ведены данные по распределению изолятов по 
отделениям, а значит не представляется возмож-
ным сравнить долю выделенных продуцентов 
БЛРС и  карбапенемаз в  отделениях хирурги-
ческого и терапевтического профилей. Y. Wang 
с  соавт. [11] сообщали, что среди изолятов  
K. pneumoniae (n = 2 774) и E. coli (n = 2 154) соот-
ветственно 15.79% и 36.86% были продуцентами 
БЛРС. Бóльшая часть продуцентов БЛРС была 
получена из отделений хирургического профи-
ля, однако доля БЛРС-продуцентов от общего 
числа изолятов по отделениям не указана. В ис-
следовании показано, что продуценты БЛРС 
чаще встречаются в  группе пациентов старше 
60 лет. В исследовании, проведенном С. Митро-
хиным и др. [12], проанализирована резистент-
ность возбудителей нозокомиальных инфекций 
в  многопрофильном стационаре и  показано, 
что 30% изолятов E. coli и  35% K. pneumoniae 
были продуцентами БЛРС, при этом 25%  
K. pneumoniae продуцировали карбапенемазы.

Нами не выявлено статистически значимых 
изменений доли продуцентов БЛРС и  карба-
пенемаз среди энтеробактерий в  течение трех 
лет (2021‒2023 гг.), однако отмечена тенденция 
к  нарастанию количества продуцентов БЛРС 
среди возбудителей в  терапевтических отделе-
ниях и  снижение доли продуцентов карбапе-
немаз в  хирургических отделениях. В  других 
исследованиях, проведенных в  локальных ме-
дицинских учреждениях, также не выявлено 
статистически значимого изменения доли про-
дуцентов БЛРС и карбапенемаз [10, 13]. Одна-
ко по данным многоцентровых исследований, 
проведенных на уровне регионов, замечено 
увеличение доли продуцентов приобретенных 
β-лактамаз. Так, исследователи из Китая выяви-
ли рост количества БЛРС-продуцирующих бак-
терий K. pneumoniae за период 2013–2017 гг. [11]. 
По данным российского многоцентрового ис-
следования, в период 2019–2021 гг. в отделениях 
хирургического профиля доля продуцентов кар-
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бапенемаз не изменилась (20.57/17.59/22.18%), 
тогда как в  отделениях терапии отмечался 
рост количества продуцентов карбапенемаз 
(13.6/20.8/32.77%) [1].

В  проведенном нами исследовании более 
90% изолятов в отделениях терапевтического 
профиля были получены от больных с ИМП, 
а  в  отделениях хирургического профиля – 
50% от больных с инфекциями брюшной по-
лости и  40% от больных с  ИМП. Развитие 
инфекций при этих заболеваниях часто свя-
зано с  эндогенным инфицированием мик- 
роорганизмами, которые являются нормо-
биотой кишечника или колонизируют желу-
дочно-кишечный тракт. Так, наиболее частый 
путь инфицирования мочевых путей – восхо-
дящий, обусловленный колонизацией кожи 
промежности микроорганизмами и последую-
щим их проникновением в  уретру и  мочевой 
пузырь, а  при наличии пузырно-мочеточни-
кового рефлюкса – в почки [14]. Заметим, что 
возбудители интраабдоминальных инфекций 
в большинстве случаев связаны с попаданием мик- 
р о организмов из пр о св ета кишечника 
в  брюшную полость, а  исследованный нами 
биоматериал был получен интраоперацион-
но из брюшной полости. Следовательно, вы-
сокий процент устойчивых к  антибиотикам 
возбудителей инфекций может быть связан со 
значительным уровнем колонизации кишеч-
ника такими микроорганизмами. У большин-
ства пациентов, включенных в исследование, 
присутствовали факторы риска колонизации 
кишечника изолятами с  множественной ле-
карственной устойчивостью: это пожилой 
возраст, наличие предыдущих госпитализа-
ций, предшествующая антибактериальная те-
рапия, пребывание в  ОРИТ [15, 16]. Следует 
отметить, что в  отделениях терапевтическо-
го профиля среди пациентов с  инфекциями 
преобладали люди пожилого и  старческого 
возраста (медиана – 73 года), поэтому можно 
предполагать наличие у  них предыдущих го-
спитализаций, а также затруднений в обеспе-
чении личной гигиены, что также повышает 
риск развития эндогенных ИМП. В  хирур-
гические отделения большинство пациентов 
поступали для оперативного лечения преиму-
щественно онкологических заболеваний ‒ так 
что у них высока вероятность предыдущих гос- 
питализаций, лечения в  ОРИТ, антибиоти-
котерапии и  антибиотикопрофилактики, что 
увеличивает вероятность колонизации кишеч-
ника энтеробактериями, устойчивыми к анти-
биотикам.

Таким образом, при сравнении уровня чув-
ствительности энтеробактерий к  β-лактамным 
антибиотикам в  отделениях терапевтического 
и хирургического профиля статистически зна-

чимых различий не выявлено. Доля продуцен-
тов БЛРС и  карбапенемаз была сопоставимой 
в отделениях разного профиля (35.51% и 39.85%, 
8.41% и 9.77% соответственно). За три года мо-
ниторинга статистически значимых изменений 
в доле продуцентов БЛРС и карбапенемаз не за-
регистрировано. Отмечены различия в преобла-
дающих типах карбапенемаз у Enterobacterales: 
в отделениях терапевтического профиля доми-
нировали сериновые, а в отделениях хирургичес- 
кого профиля – металло-β-лактамазы.

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания МГУ имени М. В. Ломоносова “Изу-
чение резистентности возбудителей и разработ-
ка персонифицированных подходов к  выбору 
и назначению противомикробных препаратов” 
(0908/006 № 123040300035-3).

Все процедуры, выполненные в  исследо-
вании с участием людей, соответствуют этиче-
скими стандартами институционального и/или 
национального комитета по исследовательской 
этике и Хельсинкской декларации 1964 года и ее 
последующим изменениям или сопоставимым 
нормам этики. От каждого включенного в  ис-
следование участника было получено инфор-
мированное добровольное согласие. Данное 
ретроспективное исследование было одобрено 
на заседании локального этического комитете 
МНОЦ МГУ им. М.В. Ломоносова (протокол 
10/23 от 13.11.2023).

Авторы заявляют об отсутствии конфликтов 
интересов.
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АНАЛИЗ ЧАСТОТЫ ВСТРЕЧАЕМОСТИ ПРОДУЦЕНТОВ β-ЛАКТАМАЗ

Distribution of β-Lactamase-Producing Enterobacterales among  
Patients in Surgical and Therapeutic  

Departments of a Multidisciplinary Hospital
S. Yu. Meshchurova1, *, A. G. Korobova1, 2, L. M. Samokhodskaya1, 2

1Faculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119192 Russia
2Medical Research and Educational Center, Lomonosov  

Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: svetlana.meschurova@gmail.com

Prescribing adequate empiric therapy is not possible without local monitoring of the spread of antibiotic-re-
sistant bacteria in each hospital. The aim of the study was to compare the frequency of β-lactamase-pro-
ducing Enterobacterales in patients of therapeutic and surgical units. Antibiotic susceptibility was evaluated 
by disk-diffusion method. The production of extended-spectrum β-lactamases (ESBL) was detected by the 
double disk method, and carbapenemases were determined by a modified method of carbapenem inactiva-
tion. Carbapenemase genes and the expression were quantified by real-time PCR and immunochromatogra-
phy assay. Among the isolated Enterobacterales, more than one third produced ESBL in both the therapeutic 
(35.51%) and surgical (39.85%) units. The proportion of carbapenemase producers was comparable in both 
groups, and amounted to 8.41% and 9.77%, respectively. Metallo-β-lactamases were predominant in sur-
gical units, whereas serine lactamases were predominated in therapeutic ones. Among the out-of-hospital 
Enterobacterales, β-lactamase producers were isolated less frequently than among the nosocomial ones in 
both the therapeutic (31.48% and 56.6%) and surgical (45.45% and 51%) wards, but without statistically sig-
nificant differences. During the three years of the study, we did not detect an increase in the proportion of 
β-lactamase producers in surgical and therapeutic units, but local monitoring should certainly be continued 
in order to develop a local strategy for the adequate use of antibacterial drugs.

Keywords: extended-spectrum β-lactamase, carbapenemase, Enterobacterales, epidemiological monitorings
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Метилирование ДНК – один из важнейших механизмов, вовлеченных в эпигенетическую регуляцию 
экспрессии генов. Однако взаимосвязь между метилированием ДНК и экспрессией пока не до конца 
ясна. Есть примеры, когда изменения в уровне метилирования ДНК вызывают изменения в экспрессии 
генов, и наоборот – изменения экспрессии влекут за собой изменения в уровне метилирования. Ранее 
мы ввели понятие CpG-светофоров – отдельных CpG-сайтов, метилирование которых значимо коррели-
рует с экспрессией, и показали их важную роль в регуляции энхансеров. Теперь мы показали, что уровни 
метилирования CpG-светофоров гетерогенны в популяции клеток и предположили, что это вызвано их 
динамическим деметилированием. Наблюдаемое обогащение CpG-светофоров 5-гидроксиметилцитози-
ном (5hmC) и сайтами локализации TET2 (Tet methylcytosine dioxygenase 2) подтвердило нашу гипотезу. С 
целью выяснить, является ли метилирование CpG-сайтов причиной или следствием экспрессии соответ-
ствующего гена, был применен метод статистической оценки направления причинной связи. В результате 
проведенного анализа среди CpG-сайтов идентифицированы такие, метилирование которых является 
причиной изменения экспрессии, и такие, для которых изменения в экспрессии вызывают изменения в 
метилировании. Для CpG-сайтов первого типа характерны более стабильные уровни метилирования в 
разных клетках и менее выраженное деметилирование в сравнении с CpG-сайтами второго типа. Также 
показано, что в промоторных областях доля CpG-сайтов, метилирование которых влияет на экспрессию, 
больше, чем в теле гена, для которого метилирование, скорее всего, следствие экспрессии. На основании 
этих наблюдений можно предположить, что уровни метилирования CpG-сайтов стабильны там, где они 
определяют экспрессию ассоциированного с этими сайтами гена, работая по принципу “выключателя”. И, 
наоборот, для CpG-сайтов, зависящих от экспрессии, уровень метилирования динамичен и различается 
между клетками в популяции, что вызвано, в первую очередь, активным деметилированием.

Ключевые слова: метилирование ДНК, CpG-сайты, экспрессия генов, эпигенетическая регуляция, 
причинно-следственные связи 
DOI: 10.31857/S0026898424060122, EDN: IAHHQG

Сокращения: 5hmC – 5-гидроксиметилцитозин; FDR (false discovery rate) – поправка на множественное тести-
рование; NPC (neural progenitor cells) ‒ нейрональные прогениторные клетки; TSS (transcription start site) – сайт 
начала транскрипции; TTS (transcription termination site) – сайт терминации транскрипции; М→Э – “Метилиро-
вание→Экспрессия” (изменения уровня метилирования вызывают изменения экспрессии); ОНП – однонукле-
отидный полиморфизм; Э→М – “Экспрессия→Метилирование” (изменения в экспрессии вызывают изменения 
уровня метилирования).

ВВЕДЕНИЕ
Метилирование ДНК представляет собой ко-

валентную модификацию ДНК без изменения ее 
нуклеотидной последовательности и служит од-
ним из важнейших механизмов эпигенетической 
регуляции генома. У млекопитающих чаще всего 
метилированы цитозины в контексте CpG-ди-
нуклеотидов, причем плотность покрытия со-

ставляет 70–80% от общего числа сайтов [1–3]. 
Неметилированные CpG-динуклеотиды часто 
обнаруживают в CpG-островках, которые присут-
ствуют в 5’-регуляторных областях многих генов 
[4], а также других транскрибируемых регионах –  
даже вдали от генов [5]. Ранее Panchin и др. [6] 
предположили, что метилированные CpG-сайты 
остаются функциональными. И это очень услож-
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няет изучение причинно-следственных связей 
в механизмах регуляции.

Метилирование/деметилирование ДНК в ре-
гуляции транскрипции. Влияние метилирования 
ДНК на структуру хроматина имеет большое зна-
чение для развития и функционирования живого 
организма. Однако, взаимосвязь между метилиро-
ванием ДНК и экспрессией генов неоднозначна. 
Ранее нами была предложена [7] и доработана [8] 
концепция CpG-светофоров – CpG-динуклеоти-
дов, метилирование которых достоверно коррели-
рует с экспрессией расположенного рядом гена.

Чаще всего метилирование регуляторных эле-
ментов в промоторе (и энхансере [9, 10]) ведет 
к подавлению экспрессии генов [11–16]. Правда, 
описаны гены, транскрипция которых не зави-
сит от метилирования [17], а также промоторы, 
метилирование только отдельных участков кото-
рых влияет на экспрессию [18, 19]. Заметим, что 
метилирование тела гена часто ассоциировано 
с активной транскрипцией. В этом случае метили-
рование ДНК служит не причиной, а следствием 
активной транскрипции. Вот один из примеров: 
комплекс элонгации привлекает комплекс три-
метилирования гистона H3K36 (содержащий бе-
лок SETD2), а тот, в свою очередь, связывается 
с ДНК-метилтрансферазой DNMT3A, которая 
вводит метильные группы в тело гена [20].

Хотя принято считать, что метилирование со-
седних CpG-позиций согласовано, эксперимен-
тально выявлены случаи, когда метилирование 
именно отдельных CpG-позиций связано с эк- 
спрессией конкретных генов. Вот несколько при-
меров подобных наблюдений, опубликованных 
за последние годы.

Деметилирование отдельного CpG-дину-
клеотида внутри экзона-5 гена PGLYRP3 связано с 
увеличением экспрессии гена. Неметилированная 
позиция в основном привлекает РНК-связываю-
щие белки, в том числе факторы сплайсинга. Это 
значит, что деметилирование этой позиции спо-
собствует транскрипции PGLYRP3 и/или сплай-
сингу пре-мРНК [21].

Метилирование отдельных CpG-динуклео-
тидов в позициях –77 и +24 регулирует экспрес-
сию гена TLR2 в периферических мононуклеар-
ных клетках крови [22].

Метилирование одной CpG-позиции 
(CpG9) регулирует экспрессию гена CHIP при 
раке молочной железы [23]. 

CpG-позиция +286, находящаяся во вто-
ром экзоне гена Il6 мышей, играет важную роль 
в регуляции экспрессии Il6. Гипометилирование 
CpG+286 повышает экспрессию Il6 [24].

Активное деметилирование ДНК [25–27] – 
процесс, обратный метилированию, – открыт 
относительно недавно, видимо, по причине мно-
гостадийности [28]. Первый этап активного деме-
тилирования – под действием белков группы TET 
из 5‑метилцитозина (5mC) образуется 5‑гидрок-
симетилцитозин (5hmC). Белки этой группы ис-
пользуют молекулярный кислород для включения 
гидроксильной группы в 5mC [29]. Конвертиро-
вать 5mC в 5hmC способен не только белок TET1, 
но и белки TET2 и TET3 [30]. Те же TET-фермен-
ты окисляют 5hmC дальше: до 5‑формилцитози-
на (5fC) и затем 5‑карбоксилцитозина (5caC). 5fC 
и 5caC могут быть удалены из ДНК и заменены 
на неметилированный цитозин при репарации ос-
нований [31]. Таким образом, наличие 5hmC мо-
жет служить индикатором именно происходящего 
активного деметилирования в клетке, посколь-
ку обратный процесс – метилирование ДНК –  
происходит в одну стадию, без формирования 
промежуточных продуктов. Однако это не дает 
ответа на вопрос: что первично в цепочке этих 
причинно-следственных связей: метилирование/
деметилирование CpG-позиций или изменение 
уровня экспрессии гена? Ответ на этот вопрос ва-
жен и с теоретической, и с практической точек 
зрения – именно воздействуя на причину, мож-
но изменять структуру хроматина и тем самым 
экспрессию генов, в том числе в терапевтических 
целях.

Математические подходы к поиску причинно-
следственных связей. Ответы на вопросы причин-
ности (а не вопросы ассоциаций) требуют зна-
чительного расширения языка математической 
статистики, который разрабатывается в области 
под названием causal inference [32, 33]. Стандарт-
ный статистический анализ направлен на  то, 
чтобы по отдельным измерениям оценить пара-
метры распределения, которому эти измерения 
подчиняются. Основываясь на параметрах этих 
распределений, можно делать выводы об ассоци-
ативной связи между переменными, что позволя-
ет оценивать вероятности событий. Причинно-
следственный анализ ищет ответ на вопрос, какое 
явление вызывает другое явление.

В настоящее время исследователи проводят 
поиск причинно-следственных связей между ме-
тилированием ДНК и экспрессией генов. Вве-
дем нотацию М→Э (Метилирование→Экспрес-
сия), чтобы обозначить случаи, когда изменения 
в  уровне метилирования являются причиной 
изменений в экспрессии; и Э→М (Экспрессия→ 
Метилирование) для случаев, когда изменения 
в экспрессии вызывают изменения уровня мети-
лирования. Результаты исследований пока оста-
ются противоречивыми. Например:

D. Taylor с соавт. [34] выявили 213 
причинно-следственных связей между экспресси-
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ей (115 генов) и метилированием ДНК (190 сайтов 
метилирования), из которых 64% имели направ-
ление М→Э и 36% Э→М. Сайты метилирования 
ДНК для пар М→Э находились ближе к сайтам 
начала транскрипции (transcription start site, TSS), 
чем для пар Э→М;

G. Hemani с соавт. [35] сообщали, что в сред-
нем случаи М→Э встречались чаще, чем Э→М, 
но при этом заметили, что результат подвержен 
сильным искажениям, связанным с погрешно-
стью измерений.

P. Hop с соавт. [36] идентифицировали 818 
генов, которые влияли на паттерны метилирова-
ния ДНК в крови, то есть для них, реализуется на-
правление Э→М. Среди найденных генов значимо 
чаще встречались транскрипционные факторы;

Х. Mo с соавт. [37] выявили 5 причинно-
следственных цепочек “М→Эревматоидный 
артрит” для CpG-сайтов, локализованных в CpG- 
островках промоторов генов;

J. Zhang с соавт. [38] исследовали влияние 
переменных на выживаемость при раке шейки 
матки и выявили 12 623 гена, для которых реализу-
ется направление М→Э. Интересно, что большин-
ство этих генов содержит меньше 50 CpG-сайтов.

K. van Eijk с соавт. [39] привели доказатель-
ства в поддержку направления М→Э, а не наобо-
рот. Авторы выбрали 20 CpG-сайтов, ассоции-
рованных с экспрессией 19 генов, содержащих 
суммарно 147 однонуклеотидных полиморфизмов 
(ОНП). Для модели ОНП→М→Э авторы нашли 
29.9% комбинаций в ее поддержку, а для модели 
ОНП→Э→М — 6.8%. Для локуса одного из генов 
выявлены причинно-следственные связи в обоих 
направлениях.

A. Díez-Villanueva A. с соавт. [40] рассматри-
вали связи между ОНП, метилированием и экс-
прессией. Авторы показали, что 60.1% этих ком-
бинаций подчинялось каноническому пути М→Э, 
33.9% не имело причинно-следственной связи 
между метилированием и экспрессией генов, а 6% 
реализовали путь Э→М;

B. Pierce с соавт. [41], выявили более 400 пар 
метилирования–экспрессии (проанализировано 
2 913 пар) с наличием причинно-следственной 
связи. Из  них 161 пара подчинялась модели 
ОНП→М→Э, а 125 пар – ОНП→Э→М; эти множе-
ства включали 119 общих пар, которые “работали” 
в двух направлениях. Авторы заметили, что проще 
выявить наличие причинно-следственной связи, 
чем ее направление.

В целом уже сейчас очевидно, что взаимо- 
связь между метилированием ДНК и экспресси-
ей генов имеет неоднозначный характер. Ранее 

нами описан механизм работы CpG-светофоров 
[7, 8], теперь мы детально исследовали динамику 
их метилирования–деметилирования в процессе 
регуляции транскрипции и проанализировали 
причинно-следственные связи между процессами 
метилирования и экспрессии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Выбор CpG-светофоров и контрольных пози-

ций. В работе использовано понятие “CpG-све-
тофор”, подробно описанное нами ранее [8] 
и обозначающее CpG-позиции, метилирование 
которых связано с экспрессией ассоциированного 
гена. Для 48 образцов тканей и клеток человека 
из проекта ENCODE (https://www.encodeproject.
org/) проанализированы все пары “ген и CpG-ди-
нуклеотид”, где динуклеотид расположен в про-
межутке от –10000 п. н. в 5’-направлении от TSS 
и  до  3’-конца гена (transcription termination 
site, TTS), то есть все CpG-позиции на участке 
[–10000 п. н., TTS]. При таком выборе позиций 
один CpG-динуклеотид может быть ассоцииро-
ван с несколькими генами, а один ген – с не-
сколькими динуклеотидами. Для каждой пары 
“ген и CpG-динуклеотид” были построены два 
вектора: метилирования этой позиции во всех 
доступных образцах и экспрессии ассоцииро-
ванного гена во всех доступных образцах, – по-
сле чего вычисляли коэффициент корреляции 
Спирмена между этими двумя векторами и вво-
дили поправку на множественное тестирование 
(false discovery rate, FDR) методом Бенджамини‒
Хохберга. CpG-позиция называется CpG-свето-
фором, если для нее коэффициент корреляции 
Спирмена между метилированием и экспресси-
ей значим на уровне FDR < 0.01. В пару к каж- 
дому CpG-светофору была выбрана фоновая 
CpG-позиция с учетом расстояния до TSS, GC- 
и CpG-контента (подробный алгоритм см. в раз-
деле “Методы” работы [8]). Процесс выбора фо-
новых позиций был независимо повторен 50 раз.

Анализ уровня 5‑гидроксиметилцитозина. 
В стандартных экспериментах, использующих 
бисульфитную конверсию (BS), нельзя отличить 
5hmC от его предшественника 5mC, так как в этих 
условиях обе модификации ведут себя одинаково 
[42] и исследователь измеряет суммарный уро-
вень (5mC + 5hmC). С целью дифференцировать 
сигналы 5mC и 5hmC дополнительно проводили 
бисульфитную конверсию с окислением (oxBS), 
которая позволяет измерить уровень только 5mC 
(не включая 5hmC). Уровень 5hmC вычисляли как 
разницу (BS ‒ oxBS).

Для анализа использовали данные Illumina 
450K oxBS-array, полученные S. Field с  соавт. 
[43] (идентификатор данных http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE63179). 
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(Авторы провели бисульфитную конверсию, 
а также бисульфитную конверсию с окислением 
для 450 тыс. проб в клетках мозжечка человека. 
Авторы предложили метод анализа, при котором 
сигнал сглаживается, но мы приняли решение 
не  вносить дополнительные вычислительные 
шумы, а  воспользоваться исходными данны-
ми.) Для каждой пробы мы вычисляли разницу  
(BS ‒ oxBS) и усредняли полученные величины 
по 4 репликам, то есть использовали значение 
5hmC, равное avg(BS1 ‒ oxBS1, BS2 ‒ oxBS2, BS3 ‒ 
oxBS3, BS4 ‒ oxBS4). При таком подходе возможны 
отрицательные значения 5hmC, возникающие 
вследствие неточности измерений по обоим про-
токолам. Интерпретировать их не представляется 
возможным, но это не препятствовало понима-
нию общей картины, так как нас интересовали 
различия между уровнями 5hmC, а не абсолютные 
значения.

Анализ связывания TET2. Для анализа связы-
вания белка TET2 мы воспользовались данны-

ми, полученными Y. Qiao и др. [44]. Нами были 
выбраны полногеномные профили, полученные 
анализом ChIP-Seq, локализации TET2 в диф-
ференцированных на 12 сутки клетках нейронов 
NPC (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgi?acc=GSM1668531). Авторы определили реги-
оны локализации белка TET2 (пики ChIP-seq) 
на сборке генома hg19. Нами была использована 
утилита liftOver [45] для того, чтобы перенести 
координаты регионов локализации TET2 на hg38.

Учитывая, что CpG-светофоры были вы-
браны на основе анализа 48 различных тканей, 
мы предположили, что лежащие в основе меха-
низмы являются фундаментальными и не за-
висят от конкретной ткани. Тем не менее, мы 
выбрали дифференцирующиеся нейроны как 
максимально близкие (из доступных опублико-
ванных образцов) к описанным выше данным 
5hmC в мозжечке человека, чтобы сравнение 
было более адекватным.

Рис. 1. Распределение метилирования и экспрессии генов, ассоциированных с CpG-светофорами и фоновыми по-
зициями с отрицательным коэффициентом корреляции Спирмена. Тон отражает плотность точек в логарифмичес- 
ком масштабе. Распределение показано для случайных фоновых CpG-позиций в промоторе (число позиций равно 
числу CpG-светофоров) (а); CpG-светофоров в промоторе (б); случайных фоновых CpG-позиций в теле гена (в); 
CpG-светофоров в теле гена [+500, TTS] (г). На панели (д) показано распределение доли CpG-светофоров и фоно-
вых CpG-позиций в зависимости от уровня 5hmC в образце мозжечка; на панели (е) — квантили распределения (д). 
На панелях (ж) и (з) показано число CpG-позиций, колокализованных с пиками сигнала TET2 в двух различных 
образцах соответственно: дифференцированных на 12 сутки нейронах (клетки NPC) и макрофагов, полученных 
из моноцитов. Здесь и далее на рисунках: планки погрешностей соответствуют 5%- и 95%-ному процентилю из  
50 выборок фоновых позиций; для фоновых позиций приведена медиана из 50 выборок; фон. позиции — фоновые 
позиции; корр — коэффициент корреляции Спирмена.

à á â ã

ä å æ ç
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Число пиков, колокализованных с CpG-по-
зициями в клетках NPC, невелико, поэтому для 
подтверждения полученных результатов мы ис-
пользовали второй образец полногеномных про-
филей локализации TET2, полученных I. Cobo 
с соавт. [46]. Нами выбраны данные, полученные 
для макрофагов, дифференцированных из моно-
цитов (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgi?acc=GSE206030). Авторами опубликованы 
пики TET2 на сборке hg38.

Для анализа колокализации TET2 и выбран-
ных CpG-сайтов интервалы были пересечены 
с помощью утилиты bedtools intersect [47].

Поиск причинно-следственных связей. Для 
изучения направления причинно-следственных 
связей в геномных данных на настоящий мо-
мент разработано несколько инструментов [48]. 
Для анализа направления связи мы следовали 
логике, описанной в книге J. Peters и др. [32], 
а именно логике иллюстративного примера 4.5 
(рис. S1, Дополнительные материалы в электрон-
ном виде по DOI статьи и на сайте http://www.
molecbio.ru/downloads/2024/6/supp_Lioznova_
rus.zip). В этом примере рассмотрена выборка  
(X, Y), для которой построена линейная регрессия 
в обоих направлениях: X→Y и Y→X, — после чего 
проанализированы остатки (ошибки) полученной 
регрессионной модели. Если регрессионная мо-
дель отражает истинное направление причинно-
следственной связи, то распределение остатков 
будет независимым.

В данной работе выбран инструмент dHSIC 
[49], реализующий описанную логику. Мы пред-
полагаем линейную связь между исследуемы-
ми переменными model←lm(X~Y), после чего 
анализируем распределение остатков dhsic.
test(model$residuals, Y)$p.value. Такая проверка 
проводится для обоих потенциальных направ-
лений причинно-следственной связи, в нашем 
случае для Э→М и М→Э. Таким образом, в резуль-
тате анализа для каждой пары “ген и CpG-ди-
нуклеотид” мы получили две величины p-value, 
отражающие значимость для обоих потенциаль-
ных направлений связи. С целью скорректировать 
p-value на полное число пар “ген и CpG-дину-
клеотид” мы произвели поправку FDR на мно-
жественное тестирование методом Бенджамини‒
Хохберга. Значимым считали p-value < 0.05 после 
поправки методом Бенджамини‒Хохберга. Опре-
деленное направление связи между экспрессией 
и метилированием ДНК приписывали паре “ген 
и CpG-динуклеотид”, если одно из двух значений 
p-value было меньше заданного порога.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гетерогенность уровня метилирования  
CpG-светофоров

Конкретный CpG-динуклеотид может быть 
либо метилирован, либо нет, то есть в отдельной 
клетке на уровне определенного аллеля уровень 
метилирования бинарен (0 или 1 в используемой 
нами нотации). В диплоидной клетке алелльспе- 
цифичное метилирование CpG-позиций может 
привести к уровню метилирования 0.5. Аллель-
специфичное метилирование найдено для 10% 
генов человека [50] и обычно ассоциировано с ге-
нетическими полиморфизмами [50, 51] или им-
принтингом. Статус метилирования конкретных 
позиций ДНК, в отличие от генотипа, может раз-
личаться между разными клетками одного орга-
низма (даже внутри одного типа клеток). В связи 
с этим на практике измеряют долю метилирован-
ных CpG-позиций, а не бинарное значение мети-
лирования в позиции [51, 52], то есть наблюдается 
гетерогенность уровней метилирования в данной 
CpG-позиции среди отдельных клеток.

Для большинства CpG-позиций, которые 
не  относятся к  CpG-светофорам (фоновые 
CpG-позиции), уровни метилирования близки 
либо к 0, либо к 1 во всех изученных типах клеток 
(рис. 1а,в). Это свидетельствует об однородно-
сти уровней метилирования в клеточной попу-
ляции, причем в теле гена метилирование чаще 
всего близко к 1. В то же время CpG-светофоры 
с отрицательным коэффициентом корреляции 
Спирмена между экспрессией и метилированием, 
расположенные как в промоторах, так и в теле 
гена, часто имеют промежуточные уровни ме-
тилирования во многих типах клеток (рис. 1б,г). 
Аналогичная тенденция зарегистрирована и для 
CpG-светофоров с положительным коэффици-
ентом корреляции Спирмена (рис. S2, см. элек-
тронное приложение).

CpG-светофоры деметилируются динамически

В  связи с  тем, что уровни метилирования 
CpG-светофоров более гетерогенны, чем фоно-
вых CpG-позиций, было решено проверить, яв-
ляется ли это наблюдение следствием более дина-
мичного процесса деметилирования этих позиций. 
В качестве параметров, отражающих изменения 
метилирования, мы использовали уровень 5hmC 
и сигнал связывания белка TET2 – параметры, от-
ражающие деметилирование этих позиций. Хотя 
функциональная роль 5hmC не совсем ясна, одна 
из наиболее популярных гипотез заключается в том, 
что это промежуточный продукт активного демети-
лирования ДНК с участием белков группы TET [53].
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Как видно из  данных, приведенных на   
рис. 1(д,е), по сравнению с фоновыми CpG-пози-
циями бóльшая доля CpG-светофоров обогащена 
5hmC. Заметим, что здесь мы привели долю, а не об-
щее число CpG-позиций, так как данные получены 
для 450 тыс. CpG-проб, выбранных по геному не-
случайно, что может исказить абсолютные значе-
ния количества числа CpG-светофоров и фоновых 
позиций. Кроме обогащения 5hmC, CpG-свето-
форы гораздо чаще колокализовались с TET2, чем 
фоновые CpG-позиции (рис. 1ж,з). Это согласуется 
с результатами, полученными нами ранее [54].

Таким образом, полученные здесь данные слу-
жат подтверждением выдвинутой нами гипотезы 
о динамическом деметилировании CpG-свето-
форов. Модель динамического деметилирования 

CpG-светофоров может объяснить наблюдаемую 
среди них неоднородность уровней метилирова-
ния в клеточной популяции.

Активное деметилирование происходит 
в позициях Э→М

На следующем этапе исследования CpG-по-
зиции были разделены на подгруппы на осно-
ве оценки причинно-следственной связи между 
уровнями экспрессии и метилирования: измене-
ния в метилировании ДНК вызывают изменения 
экспрессии (М→Э) или уровни метилирования 
зависят от интенсивности экспрессии (Э→М).

Прежде всего мы убедились, что для CpG-све-
тофоров значимо чаще бывает определено направ-

Рис.  2. Анализ причинно-следственных связей и  распределения 5hmC в  зависимости от  направления связи. 
На левой панели представлены результаты количественного анализа CpG-позиций, для которых выявлено нали-
чие причинно-следственной связи. Левая колонка показывает общее число позиций, а колонка справа — число 
позиций в зависимости от направления связи. На графиках показано число позиций, имеющих коэффициент 
причинно-следственной связи для CpG-светофоров и фоновых CpG-позиций во всем геноме (а) и их уточнение — 
число позиций в зависимости от направления связи (б). На видах (в) и (г) показаны позиции в промоторной об-
ласти [‒1000, TSS+500], на (д) и (е) — в теле гена [TSS+500, TTS]. На правой панели представлено распределе-
ние 5hmC: (ж) — распределение доли CpG-светофоров в зависимости от уровня 5hmC для обоих направлений 
причинно-следственной связи; (з) — квантили распределения на виде (ж); (и) — распределение, аналогичное (ж), 
только для фоновых CpG-позиций; (к) — квантили распределения на панели (и).
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ление причинно-следственной связи, чем для фо-
новых CpG-позиций (рис. 2а). При рассмотрении 
только промоторных областей видно, что здесь 
число CpG-светофоров, для которых определено 
направление причинно-следственной связи, мень-
ше числа фоновых CpG-позиций (рис. 2в).

Далее мы проанализировали соотношение чис-
ла позиций, поддерживающих каждое из направле-
ний связи. Мы заметили, что связь Э→М (уровень 
экспрессии определяет уровень метилирования) 
встречается примерно в 4 раза чаще, чем М→Э (уро-
вень метилирования определяет уровень экспрес-
сии) для всех позиций (рис. 2б), но в промоторной 
области разница меньше (рис. 2г). Эта тенденция 
согласуется с признанным тезисом, что метилиро-
вание промотора гена подавляет его экспрессию.

С целью лучше понять процесс деметилиро-
вания ДНК мы проанализировали уровень 5hmC 
в  свете причинно-следственных связей между 
уровнями метилирования ДНК и экспрессии. За-
метим, что именно CpG-позиции с направлением 
причинно-следственной связи Э→М обогащены 
5hmC (рис. 2ж,и). Это может означать наличие 
положительной обратной связи между активной 
транскрипцией и деметилированием ДНК. Для 
наглядности мы привели квантиль-квантильные 
распределения (рис. 2з,к), которые показывают 

разницу распределений при разных направле-
ниях причинно-следственной связи. Отметим, 
что разница между фоновыми CpG-позиция-
ми и CpG-светофорами с направлением связи 
М→Э (рис. S3а,б, см. электронное приложение) 
более выражена, чем для всех позиций в целом 
(рис. 1д,е).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На основании результатов многочисленных 

исследований, посвященных механизмам мети-
лирования ДНК, ни у кого не вызывает сомнения, 
что это сложнейший процесс, регулируемый в том 
числе на уровне отдельных CpG-динуклеотидов. 
Известно, что часто соседние CpG-динуклеотиды 
метилируются подобным образом. В частности 
показано, что метилирование новосинтезиро-
ванной ДНК-цепи под действием ДНК-метил-
трансферазы 1 (DNMT1) происходит с учетом 
уровня метилирования не только той же позиции 
материнской цепи, но и соседних динуклеотидов 
[55]. Кроме того, метилирование тела активно 
транскрибируемого гена под действием ДНК-ме-
тилтрансферазы 3А (DNMT3А) обусловлено, как 
предполагают, привлечением этой метилтранс-
феразы белком SETD2, который регулируется 
комплексом элонгации [56]. Также показано, 

Рис. 3. Предполагаемый механизм функционирования CpG-светофоров. На левой панели представлены CpG-све-
тофоры, в которых изменения уровня метилирования (Ме) вызывают изменения экспрессии ассоциированно-
го гена. Такие CpG-светофоры чаще встречаются в промоторах, их метилирование стабильно и работают они-
по  принципу “вкл/выкл”. Правая панель показывает CpG-светофоры, для которых уровень метилирования 
зависит от экспрессии гена. Их метилирование различно между клетками и динамично, что вызвано активным 
деметилированием. Деметилирование происходит под действием метилцитозиндиоксигеназы TET2, которая при-
влекается транскрипционными факторами (ТФ).
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что гетеротетрамер DNMT3A/3L содержит два 
активных центра и одновременно метилирует 
CpG-сайты на расстоянии 12 нуклеотидов [57]. 
При исследовании структуры фермента DNMT3А 
показано, что он может скоординированно ме-
тилировать CpG-сайты на расстоянии от 8 до 10 
нуклеотидов [58–60].

Напротив, активное деметилирование, ви-
димо, представляет более локальный процесс. 
Показано, что связывание белков группы TET 
с ДНК происходит специфически и определяется 
ее последовательностью (сиквенсспецифично) 
[61]. В работах Suzuki с соавт. [62, 63] показано, 
что белок TET2, который не имеет ДНК-связы-
вающего домена, привлекается рядом транскрип-
ционных факторов, которые сиквенсспецифично 
связывают ДНК. Следовательно, этот механизм 
реализуется скорее локально, и это подтверждено 
нами ранее [54].

Можно предположить, что метилирование 
цитозинов в районе CpG-светофоров может на-
капливаться вследствие отсутствия связывания 
транскрипционных факторов, что приводит к ме-
тилированию CpG-светофоров, т. е. их метили-
рование в этом случае не причина, а следствие  
“пассивная” метка отсутствующей экспрессии 
гена в результате инактивации его регуляторного 
элемента. Эта гипотеза подтверждается резуль-
татами нескольких исследований [64, 65], в том 
числе, полученными нами теперь.

Деметилирование регуляторного района 
также может быть следствием связывания опре-
деленных факторов транскрипции, которые 
привлекают TET-белки. В этом случае выгля-
дит логичным, что деметилирование происходит 
не в самом сайте связывания, а в его ближайших 
окрестностях, с которыми деметилаза может вхо-
дить в прямой контакт.

Мы предполагаем, что CpG-позиции, в ко-
торых уровень метилирования определяет 
уровень экспрессии, – это районы, где мети-
лирование ДНК работает как своего рода пе-
реключатель, который устанавливается еди-
новременно и далее поддерживается в таком 
состоянии при делении клеток. Таким образом, 
уровень метилирования оказывается близким 
к 0 или 1 во всех клетках этого типа, а райо-
ны, где уровень экспрессии определяет уровень 
метилирования, гетерогенны и, видимо, воз-
никают в значительной степени как результат 
активного деметилирования с использованием 
TET-белков, связывание которых происходит 
динамически в разных клетках (рис. 3).

Таким образом, на основании эксперимен-
тально полученных результатов можно сделать 
вывод, что метилирование промоторов генов 

не всегда вызывает подавление экспрессии [66].  
Следовательно, для решения медицинских 
и других прикладных задач воздействие на уро-
вень метилирования не  всегда правомерно. 
Метилирование CpG-позиций может быть 
не причиной, а лишь следствием изменения 
экспрессии. Разработанная нами модель позво-
лит в будущем более точно выбирать CpG-ми-
шени для воздействия на экспрессию ассоци-
ированных с ними генов.

Работа частично поддержана грантом 
РНФ‑23‑14‑00371.

Настоящая статья не содержит каких‑либо 
исследований с использованием людей или жи-
вотных в качестве объектов.
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DNA methylation is one of the most important mechanisms involved in the epigenetic regulation of gene expres-
sion. However, the relationship between DNA methylation and expression is still not fully understood. There are 
examples where changes in DNA methylation level cause changes in gene expression, and vice versa ‒ changes 
in expression entail changes in the methylation level. Earlier, we introduced the concept of CpG traffic lights, 
individual CpG sites whose methylation significantly correlates with expression, and showed their important role 
in enhancer regulation. Here, we showed that the methylation levels of CpG traffic lights are heterogeneous in the 
cell population and suggested that this is due to their dynamic demethylation. The observed enrichment of CpG 
traffic lights with 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) and TET2 (Tet methylcytosine dioxygenase 2) localization 
sites has now confirmed our hypothesis. In order to find out whether the methylation of CpG sites is a cause or a 
consequence of the expression of the corresponding gene, we applied the method of causal inference. As a result, 
among the CpG sites, we distinguished those for which methylation was the cause of expression changes and 
those for which expression changes caused methylation changes. CpG sites of the first type were characterized 
by more stable methylation levels in different cells and less pronounced demethylation compared to CpG sites of 
the second type. It was also shown that the proportion of CpG sites whose methylation affected expression was 
greater in promoter regions than in the gene body, for which methylation was likely to be a consequence of ex-
pression. Based on these observations, we can assume that the methylation levels of CpG sites, which determine 
the expression of the gene associated with them, are stable and work on the principle of a “switch”. Conversely, 
for expression-dependent CpG sites, methylation levels are dynamic and vary between cells in the population, 
primarily due to active demethylation.

Keywords: DNA methylation, CpG sites, gene expression, epigenetic regulation, causal inference
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В настоящее время при лечении инфекционных заболеваний часто применяют эмпирические схемы 
терапии, не основанные на данных о резистентности возбудителя. Одна из главных причин необос- 
нованного назначения антибактериальных препаратов – отсутствие быстрых и в то же время универ-
сальных методов определения антибиотикорезистентности патогена. Наиболее широко применяемые 
культуральные технологии, такие как метод микроразведений, требуют длительного времени для 
наращивания нужного количества бактериальных клеток. Менее времязатратные методы оценки 
резистентности (геномные или протеомные) базируются на определении специфических маркеров 
(генов устойчивости, сверхэкспрессии определенных белков и др.); при этом конкретный протокол 
чаще всего применим к узкому числу как штаммов микроорганизмов, так и антибиотиков. Ранее 
нами продемонстрирована возможность применения технологии спектроскопии комбинационного 
рассеяния (КР) света для количественного определения продукта жизнедеятельности бактериальных 
клеток в МТТ-тесте – формазана, – причем напрямую, в клеточной суспензии. Отсутствие стадии 
выделения формазана упрощает анализ и повышает его точность. Время проведения исследования 
не превышало 2 ч при сохранении универсальности самого МТТ-теста. К ограничениям разработанного 
протокола по КР-детекции результатов МТТ-теста следует отнести высокий порог чувствительности 
по концентрации бактериальных клеток – 107 КОЕ/мл, в связи с чем образцы с низким содержанием 
бактерий проходят предварительную стадию культивирования. Здесь мы предлагаем способ повышения 
чувствительности определения формазана за счет использования эффекта гигантского комбинацион-
ного рассеяния (ГКР) на наночастицах золота. В результате проведенного исследования подобраны 
оптимальные условия проведения ГКР-спектроскопии формазана как в растворе, так и в суспензии 
клеток Escherichia coli. Усиление сигнала формазана за счет применения ГКР на наночастицах золота 
позволило снизить порог чувствительности по числу бактериальных клеток в образце не менее чем в 30 
раз – до 3 × 105 КОЕ/мл. Такая чувствительность не предел возможности разработанного протокола 
ГКР – введение в эксперимент других типов наночастиц, например оптимизированных по форме, 
размеру, концентрации, может дать дополнительное усиление ГКР-сигнала.

Ключевые слова: МТТ-тест, формазан, комбинационное рассеяние света, гигантское комбинацион-
ное рассеяние, наночастицы золота, Escherichia coli, бактерии, антибиотикорезистентность
DOI: 10.31857/S0026898424060134, EDN: IAFGAM 

Сокращения: МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид; КР – комбинационное рассеяние; 
ГКР – гигантское комбинационное рассеяние.
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ВВЕДЕНИЕ
Устойчивость к противомикробным препа-

ратам была отнесена Всемирной организацией 
здравоохранения к числу 10 главных проблем 
медицины еще в XX веке [1]. Устойчивые к пре-
паратам инфекции стали причиной (прямой или 
косвенной) 4.95 млн. смертей в 2019 г. [2]. Если 
не будут приняты меры по сдерживанию распро-
странения лекарственно устойчивых инфекций, 
они станут самой частой причиной смертности 
к 2050 году, вызывая более 10 млн. смертей еже-
годно [3]. Устойчивость бактерий к антибакте-
риальным препаратам развивается очень бы-
стро из-за широкого применения антибиотиков 
в различных сферах деятельности человека [4]. 
Практически ко всем используемым антибио-
тикам у бактерий развивается резистентность, 
в том числе и к недавно вошедшим в клиниче-
скую практику. Так, последний принципиально 
новый класс антибиотиков был открыт в 1986 г. –  
в результате выделения дактиномицина из поч-
венных микроорганизмов – и впоследствии одо-
брен для клинического использования [5].

Устойчивые к антибиотикам микроорганизмы 
вызывают тяжелые, трудноизлечимые заболева-
ния, отличающиеся от чувствительных возбуди-
телей более длительным течением и повышенной 
летальностью [6]. Наибольшую опасность пред-
ставляют мультирезистентные бактерии, такие 
как метициллинрезистентный золотистый стафи-
лококк (Staphylococcus aureus), смертность от ко-
торого достигает 38% [7, 8]. При лечении тяжелых 
бактериальных инфекций важно своевременно 
начать этиотропное лечение. В  клинической 
практике часто применяют эмпирические схемы 
медикаментозной терапии, не основанные на дан-
ных о резистентности инфекционного агента. 
Эмпирические схемы позволяют быстро начать 
лечение, что важно при тяжелом течении заболе-
вания [9], однако они часто оказываются неэф-
фективными [10, 11] или приводят к ухудшению 
состояния пациента [12]. Одна из причин выбора 

эмпирических методик терапии – длительность 
проведения анализов на антибиотикорезистен- 
тность. Для этого чаще всего используют куль-
туральные методы [13] (диско-диффузионный, 
микроразведений, Е-тест, автоматизированные 
тест-системы), главное ограничение которых 
заключается в  необходимости культивирова-
ния клинического бактериального изолята [14]. 
Есть более быстрые методы определения анти-
биотикорезистентности, в том числе основан-
ные на  идентификации генов устойчивости 
методом ПЦР (например, GeneXpert MTB/RIF –  
тест на устойчивость Mycobacterium tuberculosis 
к рифампицину [15]). Однако ограничения есть 
и у этих методов. Так, протокол молекулярно-
генетического анализа обычно предназначен для 
исследования конкретного микроорганизма или 
антибиотика и не подходит для других патогенов. 
Кроме того, идентифицированный ген антибио-
тикорезистентности может нести мутацию или 
быть функционально неактивным, что приведет 
к ложноположительному результату [14].

Оценка метаболической активности бактерий 
с использованием МТТ-теста. МТТ-тест основан 
на ферментативном восстановлении тетразолие-
вых солей, обычно 3-(4,5‑диметилтиазол‑2‑ил)-
2,5‑дифенил-тетразолбромида (МТТ), до соот-
ветствующих формазановых красителей (рис. 1).

Восстановление МТТ катализируется 
NADH-зависимыми оксидоредуктазами, актив-
ность которых напрямую зависит от метаболизма 
клетки, поэтому по скорости реакции и количе-
ству полученного формазана можно определить 
жизнеспособность исследуемых клеток. МТТ вво-
дят в клеточную суспензию и через определенное 
время детектируют образовавшийся формазан 
спектрофотометрически, предварительно экс-
трагировав его органическими растворителями 
[16]. Наиболее широко МТТ-тест используют для 
оценки жизнеспособности эукариотических кле-
ток [17], в том числе при исследовании цитоток-
сичности потенциальных лекарственных средств 

Рис. 1. Реакция восстановления МТТ.
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[18, 19], пролиферативной активности клеток [20, 
21], чувствительности злокачественных опухолей 
к химиопрепаратам [22, 23] и других. Несмотря 
на тот факт, что механизм восстановления тетра- 
золов в клетках прокариот изучен плохо, в насто-
ящее время МТТ-тест используют и для прокари-
от [24]: идентификации резистентных штаммов 
Mycobacterium tuberculosis [25, 26], поиска соеди-
нений с антибактериальной активностью [27, 28], 
анализа биопленкообразования [29], антибактери-
альной активности нейтрофилов [30, 31].

Спектроскопия комбинационного рассеяния. 
Спектроскопия комбинационного рассеяния (КР; 
англ. эквивалент – Raman spectroscopy) – не раз-
рушающий образцы, высокоспецифичный метод 
детекции соединений, основанный на неупругом 
(комбинационном) рассеянии света. Рассеянный 
таким образом свет отличается по энергии от из-
начального, величина сдвига дает информацию 
о колебательных модах в системе [32]. Раманов-
ская спектроскопия позволяет получать “отпечат-
ки пальцев”, уникальные для каждого соединения 
и отражающие его структуру. Именно поэтому 
спектроскопию КР широко используют для изу- 
чения структурных превращений биомолекул [33, 
34], детекции онкомаркеров [35–37], идентифи-
кации микроорганизмов [38, 39]. Низкая интен-
сивность КР-света может служить ограничением 
метода там, где требуется высокая чувствитель-
ность.

Определение формазана в МТТ-тесте методом 
спектроскопии гигантского комбинационного 
рассеяния (ГКР) вместо традиционного спек-
трофотометрического метода имеет ряд преиму-
ществ. Так, высокая специфичность КР позволяет 
определять формазан непосредственно в образ-
це и тем самым исключить стадию экстракции 
формазана органическими растворителями. Это 
упрощает процесс пробоподготовки и позволяет 
избежать осаждения белков органическими рас-
творителями, что искажает оптические характе-
ристики исследуемого образца [40]. Спектрофо-
тометрический метод примерно на два порядка 
[41] менее чувствителен, чем спектроскопия ГКР, 
поэтому для образования достаточного для ана-
лиза количества формазана требуется длительная 
инкубация бактерий с МТТ, особенно в случае 
медленно растущих штаммов [24].

Интенсивность и число характеристических 
полос формазана и МТТ в спектрах ГКР зависят 
от выбора длины волны возбуждающего излуче-
ния. МТТ имеет наиболее интенсивный спектр 
при облучении коротковолновым синим (325 нм) 
лазером, тогда как для определения формазана оп-
тимален красный (633 нм) лазер [41]. Вследствие 
того, что длина волны красного лазера близка 
к максимуму оптического поглощения формаза-
на, возникает эффект резонансного КР, прояв-

ляющийся в увеличении интенсивности харак-
теристических полос формазана и  появлению 
дополнительных. В спектрах МТТ и формазана 
интенсивность полос со сдвигом 992 и 967 см‒1 со-
ответственно имеет линейную зависимость от кон-
центрации (для формазана при облучении лазером 
с длиной волны 633 нм такую зависимость имеет 
также полоса 722 см‒1). Таким образом, эти полосы 
могут быть использованы для количественного 
определения этих двух соединений [42].

Определение антибиотикорезистентности. Ранее 
нами разработан быстрый метод определения ан-
тибиотикорезистентности на основе МТТ-теста 
для прокариот (см. “Экспериментальная часть”), 
который основан на изменении количества фор-
мазана, вырабатываемого бактериями, вследствие 
подавления их жизнедеятельности антибактери-
альными препаратами. Скорость изменения ак-
тивности бактерий под действием антибиотиков 
достаточно высокая, поэтому достоверные раз-
личия в выработке формазана чувствительными 
и устойчивыми штаммами регистрируют в те-
чение 30–60 мин после введения антибиотика. 
К преимуществам метода относятся небольшая 
длительность анализа (всего 1–2 ч) и универсаль-
ность (применим для широкого спектра бактерий 
и антибактериальных препаратов). Использова-
ние метода КР для определения формазана не-
посредственно в образце упрощает проведение 
анализа за счет снижения его стадийности и пе-
речня оборудования и реактивов.

Ограничительный фактор – низкая чувстви-
тельность спектроскопии КР. Так, минимальная 
концентрация бактериальных клеток, при ко-
торой вырабатывается достаточное для измере-
ния количество формазана, составляет 1 × 107 
КОЕ/мл. Такого количества вполне достаточ-
но для измерения подготовленных препаратов 
клеток (например, ночных культур), но не для 
клинических образцов. Так, в  образцах мочи 
клинически значимая концентрация бактерий 
составляет в среднем 104–105 КОЕ/мл [43], а при 
инфекциях крови – 1–100 клеток/мл [44]. Таким 
образом, для определения антибиотикорезистен- 
тности бактерий в таких образцах необходимо 
либо вводить стадию культивирования, что ус-
ложняет анализ и увеличивает его длительность, 
либо повышать чувствительность детекции фор-
мазана.

Для повышения чувствительности КР-анали-
за применяют ГКР, или SERS (Surface-Enhanced 
Raman spectroscopy) [45]. Спектроскопия ГКР ос-
нована на эффекте поверхностного плазмонного 
резонанса, возникающем на шероховатых метал-
лических структурах, в качестве которых часто 
используются наночастицы серебра или золота. 
Эффект ГКР проявляется на небольшом расстоя- 
нии от поверхности [46], однако обладает очень 
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большим (до 1014) фактором усиления, позволяя 
детектировать в отдельных случаях единичные 
молекулы [47]. В работах Z. Mao с соавт. [41, 42] 
описана методика определения формазана, обра-
зуемого в эукариотическом МТТ-тесте, с исполь-
зованием в качестве субстрата ГКР наночастиц 
золота, синтезированных из тетрахлорауроно-
вой кислоты и цитрата натрия. Эти наночастицы 
эффективно усиливали сигнал формазана при 
облучении красным светом, то есть при анализе 
его спектра также регистрировали эффект резо-
нансного КР, дополнительно увеличивающий 
чувствительность детектора.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. Тетразолиевый краситель МТТ 

(“ДИА-М”, Россия) разводили до концентрации 
4 мг/мл в воде и хранили при₂ 4C. Состав PBS 
(pH 7.2): 0.8% NaCl, 0.02% KH₂PO₄, 0.02% KCl, 
0.12% Na₂HPO₄ ∙ H₂O.

Стерильную жидкую форму среды LB 
(“Condalab”, Италия) готовили по протоколу, ре-
комендованному производителем: 4 г сухой смеси 
LB растворяли в 200 мл воды и автоклавировали 
15 мин при 121C.

Инструменты, параметры измерения. Для по-
лучения спектров КР и ГКР использовали спек-
трометр Фотон-Био RL638 (“Фотон-Био”, Рос-
сия) с длиной волны лазера 638 нм и мощностью 
излучения 100 мВт. Параметры измерения: экс-
позиция 1 000 мс, 10 повторов, мощность лазера 
(ШИМ) 70%. Измерения проводили в кюветах 
с рабочим объемом 500 мкл. Спектры обрабаты-
вали скриптом на Python3 алгоритмами Уиттакера 
[48] и асимметричного взвешенного сглаживания 
по методу наименьших квадратов [49].

Оптическую плотность измеряли на спектро-
фотометре ЭКРОС 5400УФ (“Экрос”, Россия).

Получение наночастиц золота. Наночастицы 
золота получали по методике G. Frens [50]. К 30 мл  
воды добавляли 347.6 мкл 25.4 мМ HAuCl4, на-
гревали до кипения, вносили 126 мкл 1%-ного 
водного раствора цитрата натрия и кипятили 
смесь еще 40 мин. Получали раствор бордового 
цвета (рН 6.0), содержащий наночастицы золота 
диаметром 45–50 нм (оптимальный размер для 
ГКР-спектроскопии [51]). Спектр поглощения 
раствора наночастиц после синтеза представ-
лен на рис. S1 (см. Дополнительные материалы 
в электронном виде по DOI статьи и на сайте 
http://www.molecbio.ru/downloads/2024/6/supp_
Mushenkov_rus.pdf).

МТТ-тест и пробоподготовка формазана для 
ГКР-анализа. Ночную культуру клеток Escherichia 
coli, штамм d1 (1 мл), обрабатывали 200 мкл рас-

твора МТТ и инкубировали 1 ч при 37C, после 
чего клеточную суспензию центрифугировали при 
12 400 g в течение 1 мин. К осадку добавляли 2 мл 
изопропилового спирта, тщательно перемешивали 
и центрифугировали в тех же условиях. Суперна-
тант отбирали и разбавляли в два раза изопропа-
нолом. Оптическую плотность раствора измеряли 
при длине волны 570 нм и доводили до 4 о. е. (соот-
ветствует концентрации формазана 0.13 г/л) [52].

Подготовка культуры клеток для ГКР-анализа. 
Ночные культуры бактерий Е. coli JW5503ΔtolC 
[53] растили в течении 8 ч в инкубаторе при 37C, 
после чего разбавлялись средой LB до конечной 
концентрации 6 × 108 КОЕ/мл (OD600 = 0.451) 
и инкубировали в течение 1 ч при 37C.

Определения антибиотикорезистентности бакте-
риальных штаммов и минимальных ингибирующих 
концентраций (МИК). Этот протокол включал не-
сколько этапов.

1.	 Исследуемые штаммы бактерий (концентра-
ция 2 по МакФарланду) разбавляли свежей средой 
LB и инкубировали при 37C в течение 1 ч.

2.	 Пятьдесят микролитров клеточной суспен-
зии вносили в  кювету с  фосфатным буфером 
(PBS), содержащим антибиотик (конечный объем 
реакционной смеси – 400 мкл), и инкубировали 
при 37C в течение 1 ч. Использовали увеличиваю- 
щиеся концентрации антибиотика и отрицатель-
ный контроль (PBS без антибиотика).

3.	 После инкубации добавляли 100 мкл 
МТТ (4 мкг/мл), инкубировали 20 мин и изме-
ряли интенсивность пика 967 см‒1 (формазан) 
на КР-спектрометре. Интенсивность этого пика 
для контрольного образца (без антибиотика) 
принимали за 100%; значения, полученные для 
опытных образцов, нормировали по контролю. 
Концентрация антибиотика, при которой ин-
тенсивность сигнала формазана резко снижалась 
(до 40‒60% от контроля), принимали за мини-
мальную концентрацию ингибирования (МИК) 
данного антибиотика. Подробное описание ме-
тода приведено в патентной заявке № 2023129249 
от 13.11.2023.

КР- и ГКР-анализ спектра формазана в куль-
туре клеток. Для получения спектров КР исполь-
зовали вышеприведенную методику. К 50 мкл 
культуры бактериальных клеток добавляли 350 
мкл PBS, 100 мкл раствора МТТ и инкубирова-
ли в течение 20 мин. Смесь переносили в кювету 
и регистрировали КР-спектр.

Для анализа спектра ГКР отбирали 200 мкл 
клеточной суспензии, добавляли 100 мкл изо-
пропилового спирта и перемешивали, после чего 
вносили 300 мкл суспензии наночастиц золота, 
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инкубировали 5 мин при комнатной температуре 
и регистрировали ГКР-спектр.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизация условий ГКР-спектроскопии  
для регистрации формазана

Для определения оптимальных условий ре-
гистрации ГКР-спектра формазана варьировали 
концентрацию наночастиц и время инкубации 
и выбирали такие, при которых усиление сигнала 
было максимальным.

Различные объемы (от 0 до 400 мкл) наноча-
стиц золота вносили в раствор формазана (5 мкл 
с концентрацией 0.13 г/л) в рассчитанном объе-
ме PBS – таком, чтобы конечный объем смеси 

составлял 500 мкл. После 3 мин инкубации ре-
гистрировали спектр ГКР и оценивали интен-
сивность полос 722 и 967 см‒1. Максимальное 
усиление сигнала детектировали для образца, 
содержащего 300 мкл наночастиц, при дальней-
шем увеличении их концентрации интенсивность 
сигнала снижалась (рис. 2).

В связи с тем, что интенсивность ГКР-спектра 
зависела и от времени инкубации формазана с на-
ночастицами золота, мы проанализировали и этот 
параметр. Для этого подготовили ряд образцов, до-
бавляя к 5 мкл раствора формазана (0.13 г/л) в 195 
мкл фосфатного буфера 300 мкл наночастиц. Об-
разцы инкубировали в течение различных проме-
жутков времени, отбирая аликвоты с шагом в 1 мин,  
и  регистрировали спектры ГКР. Как видно 
на рис. 3, интенсивность сигнала быстрее всего 
нарастала в течение первых 3 мин, в интервале 3–7 

Рис. 2. Подбор концентрации наночастиц золота для усиления сигнала формазана в ГКР-спектре.

Рис. 3. Подбор времени инкубации формазана с наночастицами золота для усиления сигнала в ГКР-спектре.
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мин скорость роста постепенно замедлялась, а при 
длительной инкубации, 20–30 мин, снижалась из-
за агрегации наночастиц (результаты не представ-
лены). Для дальнейших экспериментов по анализу 
жизнеспособности бактериальных клеток был вы-
бран 5‑минутный период инкубации исследуемых 
образцов с наночастицами.

Оптимальное разрешение полос получено 
в следующих условиях пробоподготовки: 5 мкл 
(0.13 г/л) раствора формазана в  195 мкл PBS 
в присутствии 300 мкл суспензии наночастиц, 
время инкубация – 5 мин. Полученный спектр 
имел интенсивные характеристические полосы 
формазана, отмеченные на рис. 4.

Сравнение чувствительности спектроскопии  
ГКР и КР для формазана

Эффект ГКР был оценен прямым сравнением 
интенсивности спектра формазана в присутствии 
золотых наночастиц и без них. Для этого к различ-
ным объемам формазана добавляли PBS до объ-
ема 200 мкл, затем 300 мкл наночастиц (в случае 
ГКР) или 300 мкл PBS (в случае КР). Спектры 
были сняты после инкубации в течение 5 мин 
при комнатной температуре. На рис. 5 приведено 
сравнение интенсивностей полосы 967 см‒1.

Для ГКР-спектра наиболее выраженное, при-
близительно 50‑кратное, усиление сигнала ре-
гистрировали в области низких концентраций 
формазана (до 2 мкг/мл); при повышении кон-

Рис. 4. ГКР-спектр формазана (концентрация 1.25 мкг/мл). Характеристические пики формазана подписаны; дли-
на волны возбуждающего излучения ‒ 638 нм.

Рис. 5. Сравнительный анализ ГКР- и КР-спектров формазана.
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центрации интенсивность усиления снижалась, 
но оставалась на уровне, значимо превышающем 
сигнал КР-спектра. В случае ГКР предел обнару-
жения формазана составил 0.1 мкг/мл, в то время 
как для спектроскопии без усиления – 7 мкг/мл, 
то есть в 70 раз больше (табл. 1).

Измерение ГКР-спектра бактерий

В отличие от раствора формазана, при добав-
лении наночастиц к образцам бактерий, обрабо-
танных МТТ, усиления сигнала за счет ГКР прак-
тически не было. Дело в том, что эффективность 
ГКР быстро падает с увеличением расстояния 
от рассеивающей свет молекулы до поверхности 
наночастицы [54]. Добавляемый в ходе МТТ-теста 
тетразол восстанавливается внутри клеток и об-
разующийся формазан накапливается внутри них 
(наружу формазан выходит лишь при высокой 

концентрации – когда формируемые им игольча-
тые кристаллы разрушают клетки) [55], поэтому 
наночастицы, находящиеся вне клеток, не могут 
оказаться достаточно близко к формазану для 
формирования ГКР-сигнала. Следовательно, для 
измерения спектра ГКР формазана в бактериях их 
необходимо предварительно лизировать – чтобы 
формазан вышел наружу и смог контактировать 
с поверхностью наночастиц. Ранее для эукарио-
тических клеток было предложено использовать 
классическую методику проведения МТТ-теста, 
но без стадии выделения формазана. Так, к образ-
цам после инкубации с МТТ добавляли ДМСО 
и непосредственно после добавления наночастиц 
проводили измерения [41].

Нами предложена модификация методики 
МТТ-теста с целью получения ГКР-спектра фор-
мазана в прокариотических клетках. Для лизиса 

Метод

[Формазан], мкг/мл

при интенсивности сигнала, импульс/мин

500 1 000 2 000 4 000

КР 11.00 14.50 17.50 21.00

ГКР 0.17 0.25 0.38 1.20

Усиление
(КР/ГКР) 65 58 46 17

Таблица 1. Сравнение интенсивности пика формазана при 967 см‒1 в спектрах КР и ГКР

Рис. 6. Сравнение чувствительности ГКР- и КР-спектроскопии для определения концентрации формазана, обра-
зовавшегося из МТТ в жизнеспособных клетках E. coli.
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клеток E. coli был выбран изопропиловый спирт 
и подобран его оптимальный объем, соответствую- 
щий максимальному усилению интенсивно-
сти сигнала формазана. Изопропиловый спирт 
эффективно высвобождал формазан из клеток  
E. coli, при этом не влиял на свойства наноча-
стиц и не искажал спектр формазана (рис. S1—S4, 
табл. S1; см. электронное приложение). Резуль-
таты сравнения спектров формазана, полученных 
ГКР- и КР-спектроскопией, приведены на рис. 6.

В результате проведенного анализа выявле-
но, что пороговое значение концентрации клеток  
E. coli в МТТ-тесте составило 3 × 105 КОЕ/мл 
в случае ГКР-спектроскопии и 1 × 107 КОЕ/мл 
для КР. Таким образом, благодаря применению 
наночастиц золота нам удалось снизить мини-
мальную концентрацию анализируемых клеток 
в  30 раз. Интенсивность сигнала формазана 
в ГКР-спектре достигла максимума при концен-
трации бактериальных клеток 3 × 107 КОЕ/мл 
и резко снижалась при дальнейшем увеличении 
концентрации клеток, что сопровождалось агре-
гацией наночастиц и обесцвечиванием раствора.

Таким образом, нами была рассмотрена воз-
можность повышения чувствительности опреде-
ления формазана, образующегося в МТТ-тесте, 
при помощи ГКР-активных наночастиц золота. 
По сравнению с КР-спектроскопией ГКР на на-
ночастицах золота имеет существенно более низ-
кий предел обнаружения формазана и позволяет 
снизить минимальную концентрацию клеток  
E. coli до 3 × 105 КОЕ/мл в МТТ-тесте. Это зна-
чит, что теперь МТТ-тест можно использовать для 
анализа жизнеспособности образцов с низким 
содержанием бактериальных клеток – без пред-
варительного их накопления культивированием.

Дальнейшее повышение чувствительности 
определения формазана – продукта жизнедея- 
тельности клеток в  МТТ-тесте – возможно 
за счет модификации поверхности наночастиц 
или изменения их формы/размера. Применение 
ГКР-спектроскопии для детекции результатов 
МТТ-теста при анализе антибиотикорезистентно-
сти бактерий позволит быстро и точно определять 
этот параметр и оперативно разрабатывать пер-
сонализированную схему лечения инфекционных 
заболеваний.

Исследование выполнено за  счет гранта 
Российского научного фонда (№ 24‑65‑00015, 
https://rscf.ru/project/24‑65‑00015/).

Настоящая статья не содержит каких‑либо 
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вотных в качестве объектов.
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Currently, empirical therapy regimens are often used in the treatment of infectious diseases that are not based on 
data on pathogen resistance. One of the main reasons for the unjustified prescription of antibacterial drugs is the 
lack of rapid and at the same time universal methods of determining antibiotic resistance of the pathogen. The most 
widely used culture techniques, such as the microdilution method, require a long time to generate the necessary 
number of bacterial cells. Less time-consuming methods of resistance assessment (genomic or proteomic) are based 
on the determination of specific markers (resistance genes, overexpression of certain proteins, etc.); in this case, 
the specific protocol is most often applicable to a narrow number of both microorganism strains and antibiotics. 
Previously, we have demonstrated the possibility of using Raman spectroscopy (RS) technology for quantitative 
determination of the product of bacterial cell activity in the MTT аssay, formazan, directly in the cell suspension. 
The absence of the formazan isolation step simplifies the assay and increases its accuracy. The analysis time did not 
exceed 2 h while maintaining the versatility of the MTT аssay itself. Limitations of the developed protocol for RS 
detection of MTT аssay results include a high sensitivity threshold of 107 CFU/mL for bacterial cell concentration, 
so a preliminary stage of cultivation is necessary for samples with low bacterial content. Here, we propose a method 
to increase the sensitivity of formazan determination by utilizing the effect of surface-enhanced Raman scattering 
(SERS) on gold nanoparticles. As a result of the study, the optimal conditions for SERS analysis of formazan in 
both solution and suspension of Escherichia coli cells are selected. Formazan signal amplification due to the use of 
SERS on gold nanoparticles instead of RS allowed us to reduce the sensitivity threshold for the number of bacterial 
cells in the sample at least 30 times, up to 3 × 105 CFU/mL. This sensitivity is not the limit of the SERS technology 
capabilities because of the introduction of other types of nanoparticles (more optimal in shape, size, concentration, 
etc.) into the experiment will allow to achieve even higher signal amplification.

Keywords: MTT аssay, formazan, Raman scattering, surface-enhanced Raman scattering, Escherichia coli, bac-
teria, antibiotic resistance
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Для получения трансгенных лабораторных мышей требуется дорогостоящее оборудование и высо-
коквалифицированный персонал, имеющий навыки проведения манипуляций с зиготами. Ранее 
в литературе был описан ряд высокоэффективных методов электропорации зигот для доставки систем 
геномного редактирования. Один из них ‒ метод, названный i-GONAD (improved Genome-editing via 
Oviductal Nucleic Acids Delivery), который заключается в редактировании генома посредством доставки 
нуклеиновых кислот в зиготы за счет электропорации в яйцеводе in utero. В данной работе эта технология 
применена для разработки простого в использовании и экономически выгодного способа, позволяющего 
редактировать геном мышей с нуля с минимальными требованиями к навыкам оператора и наимень-
шим количеством используемых животных. Мы выбрали систему CRISPR/Cas9 в качестве инструмента 
редактирования генома и i-GONAD в качестве метода доставки генов для получения мутаций в гене 
Il10 у мышей линии C57BL/6. Три животных (23%) из 13 родившихся детенышей имели генетические 
нарушения в локусе Il10, что указывает на применимость предложенного подхода. Данный протокол 
содержит подробное описание используемых методов в сочетании с рекомендациями по устранению 
ошибок и может представлять интерес для тех, кто стремится самостоятельно адаптировать технологию 
получения трансгенных мышей с нуля с минимальными затратами.

Ключевые слова: i-GONAD, редактирование генома, CRISPR/Cas9, in utero, мышь, трансгенная ла-
боратория
DOI: 10.31857/S0026898424060142, EDN: IAETMS

ВВЕДЕНИЕ
Редактирование генома животных включает 

несколько методологических особенностей, та-
ких как анестезия/аналгезия, эмбриологические 
процедуры, подбор молекулярных инструмен-
тов и доставка нуклеиновых кислот. Каждый из 
этих аспектов предполагает выбор технических 
подходов, которые различаются от лабораторий 
к лаборатории в зависимости от предпочтений 
и навыков исследователей.

Развитие технологий точного редактиро-
вания генома повышает доступность получе-
ния трансгенных лабораторных животных. Для 
многих исследовательских групп освоение до-
ступного метода модификации генов приведет 
к повышению качества научных работ в области 

молекулярной биологии, генетики, персонали-
зированной медицины и многих других направ-
лений. Лаборатории и  учреждения, имеющие 
многолетний опыт получения трансгенных жи-
вотных, обычно следуют классическим методам 
трансгенеза и могут избегать технических усо-
вершенствований. Напротив, вновь созданные 
команды ищут оптимальные способы выпол-
нения редактирования генома для того, что-
бы минимизировать затраты на оборудование, 
реагенты и  время, затрачиваемое на освоение 
классической технологии, при этом оптимизи-
руя количество используемых животных в соот-
ветствии с принципом 3R.

Микроинъекция в  зиготы и  перенос эм-
брионов – наиболее трудоемкая и  требующая 
навыков технология в  редактировании генов 
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животных. Стоимость оборудования, необхо-
димого для этого технического этапа, вносит 
наибольший вклад в общую стоимость выпол-
нения трансгенеза. Помимо опыта и навыка ми-
кроинъекции в зиготы у оператора, требуются 
большие затраты на оборудование: высокотех-
нологичный микроскоп, микроманипуляторы, 
специализированные приборы для изготовления 
стеклянных микрокапилляров и оборудование 
для культивирования клеток. В последние годы 
электропорация эмбрионов вызывает повышен-
ный интерес и значительно упростила доставку 
систем редактирования генов в зиготы, хотя она 
имеет существенные ограничения по сравнению 
с микроинъекцией. В 2015 г. Takahashi и соавт. 
опубликовали работу, посвященную методу ре-
дактирования генов лабораторных мышей с по-
мощью электропорации зигот in utero на ранней 
стадии, а позже и для лабораторных крыс и хо-
мяков [1–5]. Этот метод, названный i-GONAD 
(improved Genome-editing via Oviductal Nucleic 
Acids Delivery), сокращает время получения 
трансгенных животных за счет отсутствия ша-
гов по сбору, культивированию и переносу эм-
брионов псевдобеременным самкам, упрощая, 
таким образом, доставку генов и снижая стои-
мость трансгенеза [6–8]. Хотя до недавнего вре-
мени метод i-GONAD редко применялся дру-
гими научными группами, он представляется 
привлекательной альтернативой традиционной 
электропорации и переносу зигот при освоении 
технологии трансгенеза с нуля.

В  этой работе мы преследовали две основ-
ные цели: (1) определить минимальный набор 
оборудования, реагентов и методов, необходи-
мых для запуска технологии геномного редакти-
рования на мышах; (2) оценить применимость 
метода i-GONAD и выявить его возможные не-
достатки при практическом использовании. Для 
работы использована линия мышей C57BL/6, 
несмотря на ее ограниченную пригодность для 
таких целей, поскольку мы стремились полу-
чить трансгенные линии на генетическом фоне 
C57BL/6 и избежать необходимости проведения 
возвратных скрещиваний трансгенного потом-
ства. Система CRISPR/Cas9 (clusters of regularly 
interspaced short palindromic repeats/CRISPR-
associated nuclease 9) использовалась в качестве 
инструмента редактирования генома для вне-
сения генных мутаций. Представленный здесь 
метод подразумевает, что персонал имеет опыт 
обращения с мышами, навыки проведения ане-
стезии/аналгезии, хирургических манипуляций, 
которые выполняются под контролем ветери-
нарного врача.

Наши данные свидетельствуют о том, что ре-
дактирование генома с  помощью CRISPR/Cas9 
в сочетании с методом доставки i-GONAD под-
ходит для получения нокаутов генов у  мышей 

C57BL/6 сотрудниками без навыков проведения 
манипуляций с зиготами. Описанный здесь подход 
может представлять собой самый простой и  де-
шевый метод модификации генов мыши с  нуля 
(рис.  1). Однако применение метода i-GONAD 
может сопровождаться высокой токсичностью для 
эмбрионов и  смертностью новорожденных, что 
следует учитывать при его использовании.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные. Эксперименты проводились 

в  секторе экспериментальных животных На-
учно-исследовательского института нейронаук 
и медицины (НИИНМ, Новосибирск, Россия). 
Выживаемость зигот и эффективность электро-
порации оценивали с использованием аутбред-
ной линии CD‑1: самки (n = 20; возраст 8–14 
недель) и самцы (n = 8; возраст 6–20 недель). Мы 
использовали самок мышей CD‑1, поскольку 
для них характерно большее количество зигот по 
сравнению с самками линии C57BL/6. Исследо-
вание проводилось с использованием инбредной 
линии C57BL/6JNskrc (наша собственная субко-
лония C57BL/6J): самки (n = 40; возраст 8–14 не-
дель) и самцы (n = 8; возраст 6–20 недель).

Взрослых самок содержали группами по 4–5 
животных в клетке, взрослых самцов – индиви-
дуально. Всех животных содержали в открытых 
клетках с  фотопериодом 12 ч/12 ч свет/темно-
та (00:00–12:00–00:00) в стандартных условиях. 
Корм для грызунов (“Биопро”, Новосибирск, 
Россия) и  воду давали вволю в  соответствии 
с “5010” рационом грызунов (LabDiet, 13.1% ккал 
жиров, 58.2% ккал углеводов, 28.7% ккал белков) 
[9]. Клетки беременных самок не меняли в тече-
ние двух недель, начиная за 7 дней до родов. Бере-
менным и кормящим самкам, помимо обычного 
корма, давали кормовые гранулы, богатые бел-
ками и жирами (сухой корм для взрослых собак 
мелких пород “Опти Баланс” с курицей, “Purina 
Pro Plan”, США).

Реагенты, оборудование. Все реагенты и обо-
рудование подробно описаны в Дополнительных 
материалах в формате протокола (дополнитель-
ные материалы размещены в электронном виде 
по  DOI статьи  и на сайте http://www.molecbio.
ru/downloads/2024/6/supp_Popova_rus.zip).

Электропоратор. В нашей работе мы исполь-
зуем электропоратор с  прямоугольными им-
пульсами (BEX CO LTD, кат. № CUY21EDIT2) 
в соответствии с [2]. Перед запуском устанавли-
ваются следующие параметры: PdA – 100 mA;  
Pd on – 5.00 ms; Pd off – 50.00 ms; Pd cycle – 3; 
Pd V – 60 V; Decay – 10%; Decay Type: Log; mode –  
Square (mA) (+/–) в соответствии с [10]. Подроб-
ное описание режимов приведено в электронном 
приложении.
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АДАПТАЦИЯ МЕТОДА ПОЛУЧЕНИЯ ТРАНСГЕННЫХ МЫШЕЙ

Программное обеспечение. Для анализа дан-
ных секвенирования ДНК по Сэнгеру (Geospiza 
Inc., США) использовали программу FinchTV. 
Веб-инструмент CHOPCHOP использовал-
ся для разработки целевых последовательнос- 
тей направляющей РНК (gRNA, guide RNA) 
(chopchop.cbu.uib.no). Программное обеспече-
ние STATISTICA12 использовалось для расчета 
статистической значимости.

Подготовка смеси для редактирования генома. 
Направляющие РНК (sgРНК, single guide RNA) 
для гена Il10 синтезированы с  использовани-
ем олигонуклеотидов, разработанных с  помо-
щью EnGen sgRNA Synthesis Kit (“NEB”, кат. 
№ E3322S) в  соответствии с  протоколом про-
изводителя (neb.com/en/protocols/2016/05/11/
engen-sqrna-synthesis-kit-s-pyogenes-proto-
col-e3322). В результате для синтеза sgРНК ис-
пользовали следующие праймеры: Il10_ex1_sg 
(для экзона 1 гена Il10) и Il10_ex2_sg (для экзона 
2 гена Il10) (последовательности праймеров при-
ведены в Дополнительных материалах). Синте-
зированные sgРНК очищали с использованием 

набора Monarch RNA Cleanup Kit (“NEB”, кат. 
№ T2040S) в соответствии с инструкциями про-
изводителя. Концентрацию очищенных sgРНК 
определяли с помощью прибора NanoDrop.

Для приготовления раствора для редактиро-
вания генома 30 мкМ каждой sgРНК и 1 мг/мл 
белка Cas9-NLS (“NEB”, кат. № M0646T) разво-
дили в среде Opti-MEM I Reduced Serum Medium 
(“ThermoFisher Scientific”, кат. № 31985062) 
и  использовали в  количестве 1,5 мкл/яйцевод 
для электропорации in utero.

Клонирование плазмид и тестирование sgРНК 
in vitro. Целевые локусы гена Il10 были закло-
нированы в  плазмидный вектор для проверки 
эффективности разработанных sgРНК in vitro. 
Наборы локус-специфичных праймеров Il10_
ex1_gDNA_F/Il10_ex1_gDNA_R и  Il10_ex2_F/
Il10_ex2_gDNA_R (последовательности прайме-
ров приведены в Дополнительных материалах) 
использовали для ПЦР-амплификации геном-
ной ДНК в 25 мкл объеме реакции. Продукты 
ПЦР очищали с использованием набора для вы-

Рис. 1. Схема CRISPR/Cas9 редактирования генома в сочетании с методом i-GONAD. а – Синтез sgRNA (single 
guide RNA). б – Метод i-GONAD (improved Genome-editing via Oviductal Nucleic Acids Delivery). в – Наложение 
швов и послеоперационные процедуры. Рисунок создан на сайте biorender.com.
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деления ДНК и РНК из агарозного геля (“Биола-
бмикс”, кат. № N-Gel‑250) и лигировали в век-
тор pBlueScript SK (+) при +4C в течение ночи 
с использованием ДНК-лигазы Т4 (“Evrogen”, 
кат. № LK001). Вектор предварительно расще-
пляли при 37C в  течение 1 ч эндонуклеазой 
EcoRV (“SibEnzyme”, кат. № SE-E059). 1 мкл 
лигирующей смеси использовали для транс-
формации электрокомпетентных клеток E. coli 
TOP 10. Полученные плазмидные конструкции, 
содержащие фрагменты экзона 1 и экзона 2 гена 
Il10, были проверены с помощью секвенирова-
ния по Сэнгеру. Плазмиды дополнительно ли-
неаризовали эндонуклеазой ScaI (“New England 
Biolabs Inc.”, кат. № R3122) при 37C в течение 1 
ч перед использованием для расщепления Cas9. 
Реакции расщепления in vitro проводили в соот-
ношении 20 : 120 : 1 (Cas9-NLS: sgРНК: линеа-
ризованная ДНК-конструкция) в общем объеме 
30 мкл при 37C в течение 1 ч согласно инструк-
циям производителя (“NEB”, кат. № M0646). 
Каждую реакционную смесь смешивали с кра-
сителем и разделяли в 1%-ном агарозном геле, 
приготовленном на буфере ТАЕ (Tris base/Acetic 
acid/EDTA).

Подготовка беременных самок мышей (гормо-
нальная стимуляция). Мы используем гормональ-
ную стимуляцию для суперовуляции у  самок 
мышей линии C57BL/6, поскольку ранее было 
показано, что генетическая модификация в ин-
бредных линиях мышей, представляющих инте-
рес, таких как C57BL/6, по-прежнему является 
сложной задачей из-за их низкой фертильно-
сти и выживаемости эмбрионов [9]. Процедуру 
i-GONAD следует проводить на 0.7 день после 
оплодотворения (d. p. c., days post coitum) соглас-
но [2]. Мы использовали следующий протокол, 
адаптированный к  световому режиму нашего 
вивария (фотопериод 12 ч/12 ч свет/темнота, 
[00:00–12:00–00:00]). День 1 (11:00): внутри-
брюшинно ввести PMSG (5 МЕ) (Prospec, кат. 
№ HOR‑272) в количестве 100 мкл/мышь. День 
2 – пауза. День 3 (11:00): внутрибрюшинно вве-
сти ХГЧ (5 МЕ) (Prospec, кат. № HOR‑250) в ко-
личестве 100 мкл/мышь. После инъекции ХГЧ 
подсадить самок в  клетку к  самцу (1–2 самки 
к одному самцу). День 4 (10:00): проверить са-
мок на наличие вагинальных пробок (признак 
успешного спаривания). Дальнейшие манипу-
ляции с  самками следует проводить, начиная 
с 12:30. По нашему опыту, самцы мышей спари-
ваются с самками через несколько часов после 
подсадки в клетку, поэтому итоговое время спа-
ривания составило примерно 0.7 d. p. c.

Для самок мышей линии CD‑1 гормональ-
ная стимуляция не применялась, поскольку для 
них характерно большее количество зигот по 
сравнению с  самками мышей линии C57BL/6. 
Для спаривания CD‑1 самок помещают в клетку 

к самцу (1–2 самки на одного самца). На следу-
ющий день (10:00) проверяют самок на наличие 
вагинальных пробок, дальнейшие манипуляции 
с самками производят, начиная с 12:30 (пример-
но 0.7 d. p. c.).

Эксперимент по электропорации in utero 
(i-GONAD). Пошаговая процедура редактиро-
вания генома CRISPR/Cas9 с инъекцией в яй-
цевод (анестезия и аналгезия, in utero инъекция 
и  электропорация, хирургия и  послеопераци-
онный уход) подробно описана в Дополнитель-
ных материалах (см. http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/6/supp_Popova_rus.zip).

Тестирование процедуры электропорации на 
эмбрионах. Чтобы оценить ущерб от процедуры 
электропорации и потенциальную эмбриоток-
сичность конструкции к  гену Il10, мы оцени-
ли выживаемость зигот in vitro. Животных ли-
нии CD‑1 подвергали электропорации in utero 
с  использованием sgРНК к  гену Il10 и  Cas9 
в  среде Opti-MEM I Reduced Serum Medium 
(“ThermoFisher Scientific”, кат. № 31985062), 
а  контрольных мышей линии CD1 подверга-
ли электропорации с  введенным раствором  
1× PBS (вместо sgРНК и Cas9) в среде Opti-MEM 
I Reduced Serum Medium. Все манипуляции 
проводились на анестезированных беременных 
самках линии CD‑1 (0.7 d. p. c.) без гормональ-
ной стимуляции. В  обеих экспериментальных 
группах раствор вводили в  ампулу яйцевода, 
а  затем проводили процедуру электропорации 
(подробная процедура описана в Дополнитель-
ных материалах). Сразу после электропорации 
зиготы вымывали из ампулы с использованием 
среды EmbryoMax M2 Medium (“Sigma-Aldrich”, 
кат. № MR‑015-D) с гиалуронидазой (“Roanal”, 
кат. № 08091, 10  мг/мл в  среде M2). Затем зи-
готы помещали в среду KSOM Embryo Medium 
(“Sigma”, кат. № MR‑101 D) на чашку Пе-
три, покрытую минеральным маслом (“Sigma-
Aldrich”, кат. № M8410–100ML). Далее зиготы 
инкубировали при 37C в 5% CO2 в течение 24 
ч, после чего подсчитывали количество поде-
лившихся клеток.

Для подтверждения эффективности процеду-
ры электропорации в ампулу яйцевода вводили 
флуоресцентный краситель 4 кДа FITC-декстран 
(f luorescein isothiocyanate-dextran, “Sigma-
Aldrich”, кат. № FD4 1G, 10 мкг/мкл, разведен 
в  среде Opti-MEM I Reduced Serum Medium) 
в объеме 1.5 мкл/яйцевод с последующей элек-
тропорацией. Зиготы вымывали и анализирова-
ли с помощью флуоресцентного микроскопа.

Генотипирование потомства. При отъеме 
потомства (возраст 4–5 недель) от матерей 
брали пробы ткани ушей, и  эти образцы ис-
пользовали для выделения геномной ДНК 
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и ПЦР-генотипирования. Подробная процеду-
ра подготовки ДНК описана в Дополнительных 
материалах. Вкратце, образцы ушей лизирова-
ли, и ДНК очищали с использованием фракцио- 
нирования хлороформом и  осаждения эта-
нолом. Для генотипирования использова-
ли пары праймеров Il10_ex1_gDNA_F/Il10_
ex1_gDNA_R и  Il10_ex2_F/Il10_ex2_gDNA_R 
(последовательности праймеров приведены 
в  Дополнительных материалах). Образцы ге-
номной ДНК амплифицировали с  исполь-
зованием BioMaster HS-Taq PCR-Color (2×) 
(“Биолабмикс”, кат. № MHC010–200) в  соот-
ветствии с  рекомендациями производителя. 
Образцы ДНК интактных животных линии 
C57BL/6 использовали в  качестве положи-
тельного контроля, а  mQ H2O – в  качестве 
отрицательного. Образцы ПЦР далее анали-
зировали в  2% агарозном геле в  0.5 × буфере 
TBE (Tris/Borate/EDTA) и  выделяли из геля 
с использованием набора для выделения ДНК 
и РНК из агарозного геля (“Биолабмикс”, кат. 
№ N-Gel‑250). Полученные образцы ДНК 
использовали для секвенирования по Сэн- 
геру с  использованием набора для цикличе-
ского секвенирования BigDye Terminator v3.1 
(“ThermoScientific”, кат. № 4337455).

Для точной идентификации геномных моди-
фикаций продукты ПЦР обрабатывали полиме-
разой Pfu (“SibEnzyme”, кат. № B310) при 37C 
в течение 30 мин для получения тупых концов, 
далее очищали из геля с использованием набо-
ра для выделения ДНК и  РНК из агарозного 
геля (“Биолабмикс”, кат. № N-Gel‑250) и  ли-
гировали в вектор pBlueScript SK (+) при +4C 
в течение ночи с использованием ДНК-лигазы 
Т4 (“Evrogen”, кат. № LK001). Вектор пред-
варительно расщепляли при 37C в  течение 
1 ч эндонуклеазой EcoRV (“SibEnzyme”, кат. 
№ SE-E059). 1 мкл лигирующей смеси ис-
пользовали для трансформации электроком-
петентных клеток E. coli TOP 10. Полученные 
конструкции, содержащие фрагменты экзона 1 
и экзона 2 гена Il10, были проверены с помо-
щью секвенирования по Сэнгеру.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ эффективности sgРНК/Cas9 in vitro

Для оценки эффективности синтезированных 
sgРНК проведен анализ гидролиза нуклеазой Cas9 
in vitro. Плазмиды, содержащие локусы-мишени 
гена Il10, расщеплялись эндонуклеазой ScaI, что 
линеаризовало векторы. После этого рибону-
клеарный (RNP, ribonuclear) комплекс Cas9 рас-
щепил векторы, в  результате чего образовались 
два линейных фрагмента. Мы предполагаем, что 
эффективность ScaI близка к 100%, таким обра-

зом, негидролизованные фрагменты возникают 
в результате неполного расщепления комплексом 
RNP. Эффективность расщепления была выше 
для экзона 1, нацеленного на Il10_ex1_sg, по срав-
нению с экзоном 2, нацеленным на Il10_ex2_sg. 
Мы использовали обе sgРНК в одной смеси RNP 
для дальнейших процедур (рис. 2а).

Выживаемость эмбрионов  
после электропорации

В первую очередь было проверено влияние 
электропорации на развитие зигот. Для этого 
беременным самкам CD‑1 (0.7 d. p. c.) с  ваги-
нальными пробками провели процедуры введе-
ния в ампулу яйцевода раствора, состоящего из 
физиологического раствора и красителя (0.4% 
трипановый синий), с  последующей электро-
порацией. У  контрольной группы самок дан-
ные манипуляции не проводились. После это-
го была проведена процедура вымывания зигот 
из ампулы в среду EmbryoMax Advanced KSOM 
Embryo Medium (“Sigma”, кат. № MR‑101-D) 
и  перенос в  6-луночный планшет для культи-
вирования. Далее зиготы инкубировали при 
температуре 37C в  CO2-инкубаторе в  тече-
ние 24 ч, после чего подсчитывали количе-
ство двухклеточных эмбрионов. Показано, что 
в контрольной группе (без электропорации) из 
примерно 100 живых зигот количество двухкле-
точных эмбрионов составляло 25–30%. В экс-
периментальных группах (введение раствора 
и электропорация или только введение раство-
ра) процент делящихся клеток был сопоставим 
с  контролем. Таким образом, показано, что 
введение раствора и электропорация не влияют 
на процесс деления зиготы, но сама электро-
порация приводила к гибели зигот примерно в 
70% случаев (рис. 2б).

Затем мы проверили потенциальный токсич-
ный эффект синтезированной нами sgРНК. Мы 
электропорировали яйцеводы беременных самок 
CD‑1 (0.7 d. p.c), в которые предварительно были 
введены растворы с обеими sgРНК в одной смеси 
RNP в среде Opti-MEM I Reduced Serum Medium 
либо PBS (контрольная группа), вымыли эмбри-
оны из ампулы яйцевода и оставили их в усло-
виях клеточной культуры на ночь в EmbryoMax 
Advanced KSOM Embryo Medium. На следующий 
день мы обнаружили, что из примерно 100 жи-
вых зигот 22.76% делились в контрольной группе 
и 28.74% – в группе RNP, что указывает на то, что 
комплексы RNP не оказывали дополнительного 
токсического воздействия на эмбрионы (рис. 2б).

Далее с  использованием FITC-декстрана 
в качестве флуоресцентного маркера-замените-
ля нуклеиновых кислот протестировали, подхо-
дят ли условия электропорации, опубликован-
ные ранее, для доставки генов к эмбрионам [10]. 
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Рис. 2. Адаптация и тестирование метода i-GONAD. а – Тестирование sgРНК in vitro. Электрофорез в агарозном 
геле ScaI-линеаризованного вектора pBlueScript SK (+), несущего фрагмент геномной области экзона 1 или экзона 
2 гена Il10. RNP – рибонуклеарные комплексы sgРНК и белка Cas9. б – Выживаемость зигот in vitro после элект- 
ропорации in utero. ЭП – электропорация. в – Тест на эффективность электропорации in utero с использованием 
4кДa FITC-декстран (FD4).

Как видно из рис. 2, электропорация приводила 
к  накоплению сигнала FITC примерно у  40% 
электропорированных зигот, тогда как в  кон-
троле без электропорации сигнал не наблюдал-
ся (рис. 2в). Этот результат согласуется с ранее 
опубликованными данными о том, что доставка 
генов посредством электропорации внутриу-
тробно не эффективна на 100% [11, 12].

Редактирование генома с использованием  
метода i-GONAD

Смесями RNP к  гену Il10 нами были 
электропорированы зиготы мышей C57BL/6  
in utero. Всего в 7 опытах использовано 40 самок 
в  возрасте 8–14 недель и  8 самцов возрастом  
6–20 недель, с половым опытом. Для всех са-

ба

в
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мок C57BL/6 выполнена процедура гормональ-
ной суперовуляции перед спариванием. Из 40 
самок только 12 особей (30%) дали потомство, 
что отражает высокий уровень смертности эм-
брионов после электропорации, как мы на-
блюдали в  приведенном выше тестировании  
in vitro. Самки родили 58 детенышей, из кото-
рых выжили только 13 (22.4%), а прочие погиб-
ли в результате каннибализма со стороны мате-
рей (табл. 1).

Из выживших 13 детенышей у 3 (23%) была на-
рушена область гена Il10, соответствующая сайту 
связывания sgРНК и ниже него. У одного дете-
ныша (#58) отмечены нарушения в экзоне 1 гена 
Il10, а у двух других (#27 и #32) обнаружены нару-
шения в экзоне 2 (рис. 3), однако геномных деле-
ций между экзоном 1 и экзоном 2 не произошло.

Решение проблем

В первом эксперименте процедура i-GONAD 
проведена согласно [2], но вместо изофлура-
новой анестезии использовали схему анесте-
зии “Домитор + Золетил” (“Orion Pharma”, 
Финляндия; “Virbac”, Франция), подробно 
приведенную в  методах (см. Дополнительные 
протоколы на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/6/supp_Popova_rus.zip). Однако 
в пилотном эксперименте не удалось получить 
беременных самок. Мы не связываем эту неуда-
чу с анестезией, поскольку она успешно исполь-
зовалась многими научными группами [13–15]. 
По результатам первого эксперимента был от-
мечен ряд проблем: 1) шерсть мыши попада-
ла в рану; 2) прооперированные мыши быстро 
снимали швы; 3) роговица глаз мышей высыхает 
во время операции, несмотря на использование 
крема для глаз, как предложено в опубликован-
ных протоколах.

Таким образом, ко второму эксперименту, 
были оптимизированы следующие процедуры.

1. Сбривалась шерсть на месте проведения 
операции, чтобы избежать ее попадания в рану 
как при разрезе кожи, так и  при наложении 
швов. Отмечено, что сбривание шерсти вокруг 
места разреза положительно влияет на зажив-
ление ран.

2. Для снижения риска снятия швов мыша-
ми в  первые часы после операции для защи-
ты шва наносили медицинский клей “БФ‑6” 
(“Вертекс”, Россия). Для улучшения заживле-
ния ран использовали “Chemi” спрей – про-
тивовоспалительный и  антибактериальный 
препарат (“Industrial Veternaria S.A. Invesa”, 
Испания). Поскольку мыши могут снимать 
швы из-за болевого синдрома, для уменьше-
ния боли мы использовали обезболивающий 
и противовоспалительный препарат “Rimadyl” 
(“Zoetis”, Бразилия).

3. Для снижения риска высыхания роговицы 
глаза во время операции и наркоза использова-
ли пластины из агарозного геля, чтобы защи-
тить глаза животных от повреждений.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Собственное производство трансгенных жи-

вотных может быть полезным для научных групп, 
специализирующихся на генетике и  физиологии 
животных, а также для тех, кто стремится получить 
уникальные линии, например персонализирован-
ные модели животных. Однако это возможно толь-
ко в том случае, если технология редактирования 
генома будет достаточно простой, чтобы ее можно 
было внедрить в повседневную жизнь лаборатории, 
работающей на животных. Кроме того, доступный 
трансгенез мышей не должен требовать длинного 
списка дополнительного дорогостоящего оборудо-
вания и соответствовать бюджету лаборатории.

Эксперимент, 
номер

Количество 
использованных 

самок

Родившие 
самки

Количество 
родившихся 
детенышей

Выжившие 
детеныши

Детеныши с нарушениями  
в области гена Il10

1 5 0 0 0

2 5 0 0 0

3 5 1 3 3

4 5 3 22 0

5 10 5 26 7 2 (в экзоне 2)

6 7 2 4 0

7 3 1 3 3 1 (в экзоне 1)

Всего 40 12 
(30%) 58 13 

(22.4%)
3

(23% от выживших детенышей)

Таблица 1. Количество рожденных и выживших детенышей и эффективность трансгенеза
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Технология CRISPR/Cas9 значительно 
упростила производство трансгенных живот-
ных, поскольку повысила точность редактиро-
вания генов и устранила необходимость в эм-
бриональных стволовых клетках [16]. В то же 
время в основе трансгенеза лежит трудоемкий 
этап введения молекулярных смесей в  про-
нуклеус, требующий высокой квалификации 
сотрудников и дорогостоящего оборудования. 
В настоящий момент этот метод доставки ак-

тивно заменяется электропорацией зигот, что 
существенно упрощает метод трансгенеза [17]. 
Тем не менее, этот подход по-прежнему тре-
бует эвтаназии самок-доноров зигот, требует 
дополнительной группы вазэктомированных 
самцов для получения псевдобеременных са-
мок-реципиентов и  требует культивирова-
ния эмбрионов in vitro. Эти аспекты приводят 
к дополнительным затратам и усилиям, кото-

à

á

â

Il10

Рис. 3. Генотипирование потомства. а – Схематическая иллюстрация локуса Il10 дикого типа. Экзоны (от ex1 
до ex5) и интроны обозначены черными прямоугольниками и серой линией соответственно. Две целевые после-
довательности (ex1 и ex2) подчеркнуты и показаны синим цветом. Последовательности мотива, примыкающего 
к протоспейсеру (PAM), показаны красным. б – Прямое секвенирование по Сэнгеру геномных регионов гена Il10 
в потомстве F1. Трансген #58 имеет нарушения в экзоне 1, два других (#27 и #32) – в экзоне 2 гена Il10. в – Срав-
нение аминокислотных последовательностей гена Il10 дикого типа и потомства после i-GONAD. Контрольная 
аминокислотная последовательность белка Il10 дикого типа показана сверху. Аминокислотные последовательности 
мутированных белков Il10 (полученных из трансгенов #58, #27 и #32) показаны ниже. Прогнозируемые послед-
ствия мутации аминокислотных последовательностей выделены красным. Стоп-кодоны обозначены *.
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рые ограничивают широкое распространение 
редактирования генома мыши.

Используемый здесь метод i-GONAD прео- 
долевает вышеуказанные ограничения и делает 
трансгенез доступным практически для любой 
лаборатории, которая уже работает с мышами. 
Эффективность этого метода доказана на не-
скольких видах животных и различных линиях 
мышей [1–4]. На наш взгляд, некоторые стан-
дартные опубликованные параметры электро-
порации оказались токсичными для эмбрионов 
[2]. Imai и его коллеги предлагают использовать 
3 импульса переноса вместо 6, предложенных 
первоначально, для увеличения выживаемости 
эмбрионов у разных линий мышей, однако этот 
подход не был адаптирован для модификации 
генома мышей наиболее востребованной линии 
C57BL/6 [18].

Высокий уровень каннибализма самок по 
отношению к  новорожденным детенышам –
еще одна техническая проблема, с которой мы 
столкнулись в этом исследовании. Каннибализм 
распространен среди широко используемых ин-
бредных штаммов, таких как C57BL/6 и BALB/c 
(около 32%), тогда как для некоторых генетичес- 
ки модифицированных штаммов этот риск еще 
выше (50%) [19, 20]. В  нашем виварии самки 
демонстрируют схожий уровень каннибализма 
(около 30%). В  i-GONAD экспериментах мы 
наблюдали необычно высокий уровень канни-
бализма среди подопытных самок, так что около 
75% детенышей не выжили в первые дни жиз-
ни, что согласуется с  опубликованными ранее 
данными [20]. Пока готовилась к  публикации 
эта работа, Melo-Silva и  соавт. опубликовали 
свои результаты по адаптации метода i-GONAD 
для линии C57BL/6, где они описывают ана-
логичные проблемы [9]. Авторы предлагают 
совместное содержание синхронизированных 
беременных мышей C57BL/6 с  беременными 
самками-компаньонами линии FVB/NJ, чтобы 
последние способствовали выживанию детены-
шей [9]. Это может стать отличным дополнени-
ем к представленному здесь описанию метода, 
поскольку может значительно повысить эффек-
тивность i-GONAD.

Важно отметить, что между двумя сайта-
ми-мишенями для Cas9 (экзон 1 и экзон 2 гена 
Il10) геномных делеций не произошло несмотря 
на то, что были использованы обе sgРНК од-
новременно. Это предполагает низкую частоту 
двуцепочечных разрывов после расщепления 
Cas9. Факторы доступности ДНК, а  также не-
совершенный дизайн sgРНК могут быть причи-
ной того, что мы не наблюдали двуцепочечных 
разрывов и  геномных делеций. Также важно 
учитывать факторы, которые максимизируют 
расщепление желаемой целевой последователь-

ности или целевой активности. Например, sgР-
НК с нуклеотидом G на 1 п. н. выше PAM могут 
быть более эффективными, чем sgРНК с C в том 
же положении, даже если оба они идеально со-
ответствуют целевой последовательности. Та-
ким образом, улучшение выбора sgРНК может 
повысить эффективность и удобство использо-
вания описанных параметров.

В целом, предложенный здесь подход может 
обеспечить эффективный и относительно про-
стой старт для лаборатории, у которой не было 
предыдущего опыта проведения эмбриологичес- 
ких процедур на мышах или опыта получения 
трансгенных животных.

Мы благодарим организаторов и  доклад-
чиков практического курса EMBO 2019 по 
геномной инженерии мышей, проводимого 
в Институте молекулярно-клеточной биологии 
и генетики Макса Планка (Дрезден, Германия), 
за то, что они поделились своим опытом в об-
ласти электропорации зигот и редактирования 
генома мышей.

Исследование выполнено при поддержке 
Российского научного фонда (грант № 22-26-
20045).

Все процедуры проводились в соответствии 
с российским законодательством и со стандар-
тами надлежащей лабораторной практики (ди-
ректива Минздрава РФ № 267 от 19.06.2003 г.), 
рекомендациями биоэтического комитета и Ев-
ропейской конвенции по защите позвоночных 
животных. Все процедуры одобрены Биоэти-
ческим комитетом НИИНМ, протокол № 5 от 
16.02.2023 г. Все результаты публикуются в со-
ответствии с рекомендациями ARRIVE [21].

Авторы подтверждают, что не имеют кон-
фликта интересов.
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Adapting Mouse Genome Editing Technique  
from Scratch Using in utero Electroporation

J. V. Popova1,2, V. D. Bets3, E. S. Omelina1, L. V. Boldyreva1,4, E. N. Kozhevnikova1, 2, *

1Institute of Molecular and Cellular Biology, Siberian Branch,  
Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia

2Novosibirsk State Agrarian University, Novosibirsk, 630039 Russia
3Novosibirsk State Technical University, Novosibirsk, 630073 Russia

4Scientific Research Institute of Neurosciences and Medicine, Novosibirsk, 630117 Russia
*e-mail: kozhevnikova@mcb.nsc.ru

Mouse genome modification requires costly equipment and highly skilled personnel to manipulate zygotes. 
A number of zygote electroporation techniques were reported to be highly efficient in gene delivery. One of 
these methods called i-GONAD (improved Genome-editing via Oviductal Nucleic Acids Delivery) describes 
electroporation-based gene transfer to zygotes in utero. Here we adopted this technology to develop an easy-to-use 
and cost-effective pipeline enabling mouse genome-editing from scratch with minimal requirements to operator 
skills and animal use. We chose the CRISPR/Cas9 system as a genome editing tool and i-GONAD as a gene 
delivery method to produce Il10 knockout in C57BL/6 mice. Three animals out of 13 delivered pups (23%) were 
genetically compromised at Il10 locus suggesting the feasibility of the approach. This protocol provides detailed 
description of the used technical settings paired with troubleshooting tips and could be of interest to those who aim 
at establishing in-house mouse transgenesis pipeline at minimal equipment cost from scratch.

Keywords: i-GONAD, genome editing, CRISPR/Cas9, in utero, mouse, transgenic laboratory
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Внеклеточный матрикс обеспечивает механическую поддержку клеток и участвует в регуляции клеточ-
ной активности. Нарушение функций внеклеточного матрикса при метаболических отклонениях или 
старении может приводить к развитию заболеваний. Разработка протекторов внеклеточного матрикса 
актуальна для этиотропной профилактики и лечения патологий, связанных с изменением внеклеточного 
матрикса. Ключевыми механизмами формирования патологических изменений во внеклеточном мат- 
риксе являются неэнзиматические реакции, такие как гликирование и гликоксидация. Перспективность 
потенциальных протекторов внеклеточного матрикса можно оценить по их способности ингибировать 
гликирование и гликоксидацию. Изучена способность соединений на основе гетероциклических скаф-
фолдов, содержащих частично гидрированный изоиндольный фрагмент, замедлять образование конеч-
ных продуктов гликирования. Исследование проведено методами in silico и in vitro. В ходе исследования 
in silico с применением метода ab initio с базисным набором функций 6‑311G(d, p) мы определили энергии 
граничных молекулярных орбиталей соединений. Затем оценили их антигликирующую активность в ре-
акции гликирования бычьего сывороточного альбумина глюкозой (альбумин рассматривали в качестве 
модельного белка). В качестве соединения сравнения использовали пиридоксамин. Антигликирующую 
активность соединений оценивали спектрофлуориметрически путем измерения флуоресцирующих 
продуктов при длинах волн возбуждения/испускания 440/520 нм (обычно не используемых для оценки 
антигликирующих свойств). Использование этих длин волн позволяет выявлять продукты гликиро-
вания и окисления в коже человека, количество которых, в отличие от некоторых других продуктов 
гликирования, коррелирует с календарным возрастом. Экспериментально установлено, что значения 
энергий граничных молекулярных орбиталей могут служить предикторами способности соединений 
замедлять образование флуоресцирующих продуктов, определяемых при длинах волн возбуждения/
испускания 440/520 нм. Ингибирование образования указанных флуоресцирующих продуктов может 
иметь значение для лечения и профилактики заболеваний, в том числе метаболических, фиброзирую-
щих или возрастных. Установлено также, что антигликирующие свойства наиболее выражены в ряду 
гидрированных 3a,6‑эпоксиизоиндоло‑7‑карбоновых кислот (соединения типа XIII) и циклопента[b]
фуро[2,3‑c]пиррол‑3‑карбоновых кислот (структуры типа XIX), взятых в концентрации 100 мкМ.

Ключевые слова: гликирование, гликоксидация, внеклеточный матрикс, альбумин, циклопента[b]
фуро[2,3-c]пиррол, 3a,6-эпоксиизоиндол
DOI: 10.31857/S0026898424060153, EDN: IACGIA

ВВЕДЕНИЕ
Внеклеточный матрикс выполняет множество 

функций, включая каркасную (поддержка кле-
ток), регуляторную (регуляция пролиферативной 
и секреторной активности, влияние на диффе-
ренцировку, миграцию и апоптоз), барьерную 
и др. [1–3]. Нарушение организации внеклеточ-
ного матрикса способно негативно влиять на со-

стояние находящихся в нем клеток, что на уров-
не организма проявляется развитием патологий 
и наблюдается при наследственных заболеваниях 
(например, при синдроме Марфана), метаболи-
ческих патологиях (сахарный диабет), в ходе ста-
рения и при фиброзирующих болезнях [4–8]. По-
вреждение внеклеточного матрикса может быть 
приобретенным, сформированным в результате 



1053

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 6 2024

АНТИГЛИКИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ ПРОИЗВОДНЫХ ИЗОИНДОЛА

неэнзиматических посттрансляционных моди-
фикаций его белков. К важным повреждающим 
механизмам относятся гликирование, гликокси-
дация и др. [7, 9]. Реакция гликирования стимули-
рует окислительный стресс, усиление воспаления. 
Образование конечных продуктов гликирования 
(КПГ) во внеклеточном матриксе влияет на его 
структурные и механические свойства, а сами 
КПГ относятся к молекулярным паттернам, ассо-
циированным с повреждением (DAMP) [10–12].

Соединения, способные ингибировать гли-
кирование и образование КПГ, могут рассматри-
ваться в качестве этиотропных средств профилак-
тики/лечения некоторых заболеваний, связанных 
с повреждением внеклеточного матрикса, в том 
числе фиброзирующих, поздних осложнений са-
харного диабета, воспалительных заболеваний 
и др. Альбумины, особенно бычий сывороточный 
альбумин (БСА), часто служат модельными белка-
ми в различных исследованиях, включая фарма-
кологические [13, 14]. Благодаря универсальной 
природе гликирования, а также высокой степе-
ни изученности и хорошей водорастворимости, 
альбумины могут использоваться в качестве мо-
дельных белков при разработке антигликаторов, 
служащих протекторами внеклеточного матрикса.

Индол и изоиндол рассматриваются в качестве 
основы для поиска и направленного конструи- 
рования протекторов внеклеточного матрикса. 
Производные индола и изоиндола обладают ан-
тиоксидантными [15], антигликирующими свой
ствами [16]. Кроме того, производные индола 
способны снижать вызванную КПГ активацию 
циклооксигеназы‑2 (COX‑2) и продукцию прос- 
тагландина Е2 (PGE2), благодаря подавлению свя-
зи КПГ-АФК-NF-κВ [16]. Результаты настоящего 
исследования дают представление о способности 
производных изоиндола ингибировать образова-
ние продуктов, флуоресцирующих на длинах волн 
возбуждения/испускания 440/520 нм, возникаю-
щих в реакции глюкозы с БСА. Это позволяет оце-
нить перспективы применения соединений в ка-
честве средств защиты внеклеточного матрикса.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объекты исследования. Скаффолды с фраг-

ментом изоиндола и  других азотистых гете-
роциклов синтезированы по  известным ме-
тодикам [17–25]. Морфолины, пиперидины 
и  гидрированные изоиндолы I–VI получены 
согласно [17–20]. 5-Метилизоиндоло[2,1‑a]хи-
нолин‑5‑оны VII–X синтезированы по [21‒23]. 
3-Аллил‑1‑оксо‑1,2,3,6,7,7a-гексагидро‑3a,6‑ 
эпоксиизоиндол‑7‑карбоновые кислоты XI–XVI 
получены согласно [24, 25]. Эфиры 4‑оксо‑2‑ви-
нил‑3,3a,4,5,5a,6‑гексагидро‑2H-циклопента[b]

фуро[2,3‑c]пиррол‑3‑карбоновых кислот XVII–
XIX получены по методикам, описанным в [26].

Ряд субстанций IV, V, XI–XVI использовали 
в виде диастереомерных смесей с соотношением 
пространственных изомеров, близким к 50/50.

Субстанции IV–XIX для проведения био-
логического скрининга очищали путем кри-
сталлизации из смесей гексан/этилацетат или 
iPrOH/DMF. Гетероциклы  I–III очищали 
фракционированием при пониженном давле-
нии. Строение и индивидуальность образцов 
контролировали, сравнивая эксперименталь-
ные 1Н и 13С ЯМР-спектры с опубликованны-
ми данными [17–26].

Расчет энергий молекулярных орбиталей. По-
строение оптимальных 3D-моделей исследуе-
мых соединений выполняли в несколько этапов. 
На предварительном этапе – путем минимизации 
энергии через вращение торсионно-подвижных 
связей с использованием программного обеспе-
чения Chem3D (Dihedral Driver). Затем геометрию 
молекул последовательно оптимизировали с ис-
пользованием метода молекулярной механики 
ММ+, полуэмпирического метода PM3, метода 
ab initio с базисным набором функций 6‑31G(d, 
p)  с помощью программного обеспечения 
HyperChem. Энергии граничных α и ß молеку-
лярных орбиталей (EHOMO и ELUMO) оптимизи-
рованных конформаций вычисляли методом ab 
initio с базисным набором функций 6‑311G(d, p). 
Используя результаты расчета, определяли разни-
цу в значениях энергий EHOMO и ELUMO. Энерге-
тическая щель ΔEHOMO-LUMO представляет собой 
классический параметр в квантово-химических 
расчетах и обычно обозначает наименьшее воз-
можное электронное возбуждение в молекуле.

Оценка антигликирующей активности. Согласно 
механистическому взгляду на гликирование/гли-
коксидацию, пути реакции, зависимые от процес-
сов окисления (окислительный распад продуктов 
Амадори, образование некоторых карбонильных 
соединений), тесно сопряжены с процессами, 
способными протекать в отсутствие окисления 
[27]. В настоящей работе для упрощения все со-
бытия, приводящие к образованию флуоресци-
рующих конечных продуктов взаимодействия 
глюкозы и  альбумина, объединены термином 
“реакция гликирования”. Соответственно, сами 
продукты обозначены как “конечные продукты 
гликирования”.

Реакция гликирования проведена в фосфат-
ном буферном растворе рН 7.4. Состав реакцион-
ной среды: 0.36 М глюкоза и 1 мг/мл БСА (фрак-
ция V). Объем реакционной среды в каждой пробе 
составлял 900 мкл. Исследуемые соединения рас-
творяли в 99%-ном диметилсульфоксиде (ДМСО) 
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и вносили в реакционную среду в объеме, равном 
30 мкл (конечная концентрация ДМСО в реакци-
онной среде ~3%). Определяли активность сое-
динений в концентрации 100 мкМ. Контрольные 
пробы содержали эквивалентный объем раство-
рителя без соединений. В качестве соединения 
сравнения использовали пиридоксамин. Образцы 
инкубировали в течение 24 ч при 60C.

Конечные продукты реакции определяли 
спектрофлуориметрически при длинах волн воз-
буждения/испускания 440/520 нм (спектрофлуо-
риметр M 200 PRO, “TECAN”, Австрия). Учиты-
вая, что при использованных нами длинах волн 
возбуждения/испускания удается зарегистриро-
вать конечные продукты “гликирования и окис-
ления” [28], накапливающиеся в коже с возрас-
том, нельзя исключать их образования и в ходе 
реакции гликирования in vitro. Эти продукты, 
хотя они и не охарактеризованы, обоснованно 
рассматриваются как связанные с реакциями 
гликирования и окисления, что с определенным 
допущением позволяет моделировать процессы, 
характерные для старения.

С целью исключения ложноположительных 
результатов для соединений, подавляющих флуо-
ресценцию образующихся КПГ за счет интерфе-
ренции, проводили логарифмическое нормиро-
вание получаемых значений по формуле 1:

Flu(lg) = 10(lg(Exp)-lg(Blank))-1,            (1)

где Flu(lg) – нормированная интенсивность флуо-
ресценции КПГ, lg(Exp) и lg(Вlank) – десятичные 
логарифмы фактических уровней флуоресценции 
гликированных и соответствующих им неглики-
рованных проб.

Нормирование значений, получаемых для 
прочих соединений (не способных к интерферен-
ции или умеренно флуоресцирующих при исполь-
зуемых длинах волн возбуждения/испускания), 
проводили по формуле 2:

	 Flu(lin) = Exp – Blank,                    (2)

где Flu(lin) – нормированная интенсивность 
флуоресценции КПГ, Exp и Blank – фактические 
уровни флуоресценции гликированных и соот-
ветствующих им негликированных проб.

Активность соединений, выраженную как % 
снижения флуоресценции КПГ в опытных пробах 
в сравнении с контролем, определяли по формуле 3:

% = 100 – (Flu(Exp) × 100/Flu(Contr)),     (3)

где Flu(Exp) и Flu(Contr) – предварительно нор-
мированные интенсивности флуоресценций КПГ 
опытных и контрольных проб соответственно.

Статистическую значимость различий опыт-
ных и контрольных проб оценивали с использо-
ванием однофакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA) с пост-тестом Тьюки (при уровне зна-
чимости p ≤ 0.05, GraphPad Prism 7.0). Корреля-
цию между результатами исследований in silico 
и in vitro оценивали с помощью метода ранговой 
корреляции Спирмена (GraphPad Prism 7.0). Ос-
новные статистические характеристики получены 
с применением Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для исследования был выбран пул соеди-

нений, представляющий собой ряд пяти‒ше-
стичленных гетероциклов с постепенно возрас-
тающей молекулярной сложностью. Структурным 
мотивом, присутствующим практически во всех 
объектах, за исключением простейших уретанов 
I–III, является фрагмент изоиндола. Известно, 
что изоиндольное ядро [29] встречается во многих 
природных субстанциях [30, 31]. Производные 
изоиндола проявляют широчайший спектр био-
логической активности, включая противовирус-
ную [32], противоопухолевую [33], ингибирую-
щую PARP [34, 35], антиоксидантную [15] и др.

Структуры соединений представлены на рис. 1.

Результат расчета энергий  
молекулярных орбиталей

Согласно [36–38], значения энергий молеку-
лярных орбиталей служат эффективными предик-
торами антигликирующей активности соедине-
ний. В данном исследовании для расчета энергий 
граничных молекулярных орбиталей использо-
ван метод ab initio и базисный набор функций 
6‑311G(d, p) [36]. Результаты расчета представле-
ны в табл. 1. Данные дополнены рассчитанными 
значениями разностей EHOMO и ELUMO для α и β 
орбиталей.

Показано, что соединения этого ряда имеют 
идентичные значения энергий α и ß орбиталей, 
которые, очевидно, могут взаимозаменяемо ис-
пользоваться в прогнозировании активности.

Результат исследования антигликирующих  
свойств соединений

Согласно [28], использованный нами диапазон 
длин волн возбуждения/испускания соответствует 
конечным продуктам “гликирования и окисления”, 
определяемым в коже у лиц без сахарного диабе-
та. В ходе исследования антигликирующих свой
ств соединений I–XIX в концентрации 100 мкМ  
данный вид активности выявлен у соединений VII, 
VIII, IX, X, XI, XII, XIII, XIX. Показано, что наивыс-
шей активностью обладают соединения VIII и XIX 
– производные изоиндоло[2,1‑a]хинолина и цикло-



1055

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 6 2024

АНТИГЛИКИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ ПРОИЗВОДНЫХ ИЗОИНДОЛА

1 
 

   
I II III 

   
IV V VI 

 
  

VII VIII IX 

   
X XI XII 

   
XIII XIV XV 

  
 

XVI XVII XVIII 

 

 

 

 XIX  

 
Рис. 1. Структуры соединений I‒XIX..
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Шифр соединения EHOMOα ELUMOα EHOMOß ELUMOß ΔEHOMO-LUMOα ΔEHOMO-LUMOß

I –10.169 4.177583 –10.169 4.177583 –14.3466 –14.3466

II –10.0979 4.062695 –10.0979 4.062695 –14.1606 –14.1606

III –8.31386 3.863211 –8.31386 3.863211 –12.1771 –12.1771

IV –9.941913 3.694689 –9.941881 3.694695 –13.636602 –13.636576

V –9.974618 3.610861 –9.974618 3.610861 –13.585479 –13.585479

VI –9.735819 1.908716 –9.735814 1.908711 –11.644535 –11.644525

VII –8.226735 2.45935 –8.226732 2.459348 –10.686085 –10.68608

VIII –8.42344 1.877579 –8.42344 1.877579 –10.301 –10.301

IX –8.24331 2.057636 –8.24331 2.057637 –10.300946 –10.300947

X –8.450796 1.933979 –8.450796 1.933979 –10.384775 –10.384775

XI –8.725133 3.510208 –8.725133 3.510208 –12.235341 –12.235341

XII –9.108642 3.118177 –9.108641 3.118177 –12.226819 –12.226818

XIII –9.141341 3.133079 –9.141421 3.133148 –12.27442 –12.274569

XIV –8.711815 3.528988 –8.711815 3.528988 –12.240803 –12.240803

XV –9.324198 2.817744 –9.324198 2.817744 –12.141942 –12.141942

XVI –9.002651 3.442421 –9.002651 3.442421 –12.445072 –12.445072

XVII –8.93575 3.407409 –8.93574 3.407408 –12.3432 –12.3432

XVIII –9.54579 2.603809 –9.54579 2.603809 –12.1496 –12.1496

XIX –8.98519 3.499902 –8.98519 3.499902 –12.4851 –12.4851

Пиридоксамин –8.69346 3.04026 –8.69346 3.040257 –11.7337 –11.7337

Таблица 1. Расчетные значения EHOMO
 и ELUMO

 для α и β орбиталей, а также рассчитанные разности EHOMO
 

и ELUMO
 для α и β орбиталей, eV

Рис. 2. Графическое представление корреляции рангов антигликирующей активности соединений и их расчетных 
значений EHOMOα.
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пента[b]фуро[2,3‑c]пирролкарбоновой кислоты со-
ответственно. Результаты определения активности 
соединений представлены в табл. 2.

Обращает на себя внимание статистически зна-
чимая корреляция результатов in silico и in vitro иссле-
дований (метод ранговой корреляции Спирмена). 
Обнаружена корреляция рангов между значениями 
EHOMO и величинами антигликирующей активности 
(rs = 0.472, p = 0.036). Наблюдение согласуется с ре-
зультатами ранее проведенных исследований [36‒38]. 
Выявленная корреляция графически представлена 
на рис. 2. На основании полученных данных можно 
предположить, что соединения с наивысшей актив-
ностью характеризуются наименее отрицательными 
значениями EHOMO.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Гликирование – это комплексный процесс, 

а проявления антигликирующей активности мо-

гут определяться различными механизмами (свя-
зывание карбонильных соединений, инактивация 
активных форм кислорода и др.). Пути образова-
ния продуктов реакции гликирования, связанные 
с окислением, т. е. пути гликоксидации (включая 
окислительный распад продуктов Амадори и об-
разование некоторых карбонильных соединений) 
тесно сопряжены с процессами, способными про-
текать в отсутствие окисления [27].

Флуоресцирующие при длинах волн 440/520 
нм продукты относятся к конечным продуктам 
“гликирования и  окисления”, определяемым 
в коже индивидов без сахарного диабета [28]. При 
этом прирост специфической аутофлуоресценции 
кожи при данных длинах волн возбуждения/испу-
скания коррелирует с календарным возрастом об-
следованных [28]. Сами продукты остаются нео- 
характеризованными, однако нельзя исключать, 
что они образуются и в ходе воспроизведенной 
нами реакции (гипотеза требует дальнейшего изу- 
чения). Можно также предположить, что специ-
фическая аутофлуоресценция кожи при длинах 
волн возбуждения/испускания 440/520 нм может 
применяться для оценки биологического возраста 
человека, а сами продукты, определяемые при 
данных параметрах, могут быть связаны с пато-
генезом заболеваний, ассоциируемых с пожилым 
возрастом (гипотеза требует изучения и прове-
рок). С одной стороны, такая гипотеза повышает 
интерес к самим указанным продуктам, с дру-
гой – определяет преимущества их измерения при 
поиске антигликирующих свойств у соединений, 
способных защищать внеклеточный матрикс. Не-
смотря на отсутствие убедительных доказательств 
того, что в коже человека обнаруживаются те же 
флуоресцирующие продукты, что и в реакции 
глюкозы и БСА, представленные аргументы обос- 
новывают выбор тех длин волн, которые обычно 
не используют в подобных исследованиях. Эти 
доводы подчеркивают потенциальную значимость 
данных длин волн для определения специфичес- 
ких продуктов гликирования и окисления, что мо-
жет способствовать более точной оценке воздей-
ствия исследуемых соединений на биологические 
процессы, связанные с возрастными изменения-
ми и патогенезом возрастных заболеваний.

В ходе исследования установлено, что соеди-
нения с наивысшей активностью имеют наименее 
отрицательные значения EHOMO. Традиционно 
зависимость активности от структуры соединения 
(SAR – structure-activity relationship) рассматрива-
ется в контексте вклада определенных химичес- 
ких групп или заместителей в результирующую 
активность. Однако выявленная зависимость 
антигликирующей активности от EHOMO также 
может быть интерпретирована как форма SAR. 
Анализ вклада структурных фрагментов в про-
явление активности показал, что наибольшая ак-
тивность свойственна соединениям с изоиндоло-

Шифр соединения Активность, %

I 8.0 ± 10.2

II 9.3 ± 9.8

III 12.2 ± 9.1

IV 8.3 ± 3.9

V 4.5 ± 7.1

VI 16.1 ± 2.4

VII 18.7 ± 2.2*

VIII 38.6 ± 7.1*

IX 34.0 ± 1.1*

X 26.4 ± 2.5*

XI 24.2 ± 2.1*

XII 19.5 ± 1.3*

XIII 28.4 ± 1.2*

XIV –2.5 ± 0.8

XV –3.8 ± 0.9

XVI –0.3 ± 0.6

XVII 3.8 ± 2.9

XVIII –10.4 ± 14.7

XIX 49.3 ± 6.9*

Пиридоксамин 33.7 ± 2.0*

*Статистически значимые отличия от контроля (рас-
творителя), ANOVA, p <0.05.

Таблица 2. Величины активностей соединений в концен- 
трации 100 мкМ
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новым циклом, конденсированным с пяти- или 
шестичленным кольцом (бензольным, тетрагид- 
рофурановым или хинолиновым). Таким обра-
зом, анализ SAR, проведенный нами, включал 
оценку вклада как структурных фрагментов, так 
и квантово-химических расчетных параметров 
в биологическую активность соединений.

Сложность механизмов гликирования объ-
ясняет, почему ранее отмечали зависимость ан-
тигликирующей активности соединений от мно-
жества расчетных параметров, помимо EHOMO, 
таких как ELUMO и ΔEHOMO-LUMO. В то же время, 
установленная в настоящем исследовании кор-
реляция активности соединений с величинами 
EHOMO согласуется с ранее описанной зависимос- 
тью антигликирующей активности производных 
нитротиадиазоло[3,2‑a]пиримидина от данного 
параметра, установленной с применением ма-
шинного обучения [38]. Следует отметить, что 
ранее значения энергий молекулярных орбита-
лей сопоставляли с результатами оценки антиг-
ликирующей активности соединений при иных 
параметрах определения флуоресцирующих КПГ 
(обычно использовали длины волн возбуждения/
испускания 370/440 нм), или с  полученными 
с использованием методик, основанных на иных 
принципах (не связанных с флуоресценцией).

Таким образом, представленные результаты 
in vitro и in silico и их корреляция, обнаруженная 
в ходе исследования, являются доводами в поль-
зу использования как прогностического, так 
и описанного экспериментального подходов для 
оценки способности химических соединений за-
медлять образование продуктов гликирования 
и окисления. Возможно, именно тех продуктов, 
увеличение количества которых коррелирует с ка-
лендарным возрастом и может быть связано с воз-
растными изменениями внеклеточного матрикса.

Коллектив авторов выражает признательность 
А.А. Москалеву за  всестороннюю поддержку 
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Antiglycation Activity of Isoindole Derivatives and Its Prediction  
Using Frontier Molecular Orbital Energies

U. M. Ibragimova1, N. V. Valuisky1, S. A. Sorokina1, X. I. Zhukova1,
V. R. Raiberg1, R. A. Litvinov1, 2, *

1Volgograd State Medical University, Volgograd, 400066 Russia
2Volgograd Medical Scientific Center, Volgograd, 400066 Russia
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The extracellular matrix (ECM) provides structural support and regulates cellular activity. Its disruption 
during metabolic pathologies or aging can lead to disease development. Developing ECM protectors is 
crucial for the etiological prevention and treatment of pathologies associated with ECM alterations. Key 
mechanisms of pathological changes in the ECM include non-enzymatic reactions such as glycation and 
glycoxidation. The potential of agents as ECM protectors can be assessed by their ability to inhibit these pro-
cesses. In this study, compounds based on heterocyclic scaffolds, including partially hydrogenated isoindole 
fragments, were investigated for their ability to slow down the formation of advanced glycation end-products 
(AGEs). The study employed a combination of in silico and in vitro approaches. In the in silico study, the 
energies of the frontier molecular orbitals of the compounds were determined using the ab initio method 
with the 6-311G(d,p) basis set. Their antiglycation activity was then investigated in the glycation reaction 
of bovine serum albumin (BSA) with glucose, using albumin as a model protein. Pyridoxamine served as a 
reference compound. The antiglycation activity of the compounds was evaluated spectrofluorometrically by 
measuring the fluorescent products at excitation/emission wavelengths of 440/520 nm, which are not typ-
ically used for assessing antiglycation properties. At these wavelengths, glycation and oxidation products in 
human skin can be detected, which correlate with chronological age, unlike some other glycation products. 
Experimentally, it was found that the energies of the frontier molecular orbitals of the compounds can serve 
as predictors of their ability to slow down the formation of fluorescent products detected at 440/520 nm. 
Inhibiting the formation of such products may be significant for the treatment and prevention of diseases, 
including metabolic, fibrotic, or age-associated conditions. It was also established that at a concentration of 
100 µM, the antiglycation properties are most pronounced in the series of hydrogenated 3a,6-epoxyisoin-
dole-7-carboxylic acids (compounds of type XIII) and cyclopenta[b]furo[2,3-c]pyrrole-3-carboxylic acids 
(structures of type XIX).

Keywords: glycation, oxidation, extracellular matrix, albumin, cyclopenta[b]furo[2,3-c]pyrrole, 3a,6-epoxy-
isoindole
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Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) остаются преобладающей причиной смертности во всем 
мире, при этом риск развития этой патологии увеличивается с возрастом, хотя все заметнее тен-
денция ее “омоложения”. В настоящее время считается, что в генезе ССЗ ключевую роль играют 
эпигенетические модификации, которые влияют на сложные взаимодействия между изменчивостью 
генотипа и фенотипа. Таким образом, выявление эпигенетических маркеров ССЗ позволит лучше 
понять молекулярные механизмы патогенеза этих болезней человека. В проведенном исследовании 
мы выявляли эпигенетические маркеры, ассоциированные с возрастными изменениями в сердечно-
сосудистой системе человека. В результате найдена четкая корреляция с возрастом двух кардиоло-
гических параметров: напряжения зубца R в усиленном отведении от левой руки (RaVL) и скорости 
каротидно-бедренной пульсовой волны (кфСРПВ). Кроме того, используя массив Illumina EPIC, 
мы продемонстрировали сильную корреляционную связь этих параметров с уровнем метилирова-
ния ДНК в 21 CpG-сайте генома. Важно, что многие из этих CpG-сайтов ассоциированы с генами, 
задействованными в развитии патологий сердечно-сосудистой системы.

Ключевые слова: старение, биологический возраст, хронологический возраст, сердечно-сосудистые 
заболевания, CpG-сайты, метилирование ДНК, электрокардиограмма, сфигмография 
DOI: 10.31857/S0026898424060161, EDN: HZSYRB

ВВЕДЕНИЕ
Старение – это сложный и многофактор-

ный процесс, характеризующийся постепенны-
ми функциональными нарушениями органов 
и  систем. Сердечно-сосудистые заболевания 
(ССЗ) занимают особое место среди основных 
причин смертности во всем мире. Возрастные 
изменения в системе кровообращения играют 
важнейшую роль в общем старении организма, 
существенно изменяя его адаптационные воз-
можности и создавая благоприятную среду для 

возникновения таких патологических состоя-
ний, как атеросклероз, гипертония, ишемиче-
ская болезнь сердца (ИБС), нарушение цереб- 
ральной циркуляции. Всестороннее понимание 
физиологических аспектов старения позволило 
выявить различные изменения, происходящие 
со временем и в сердечно-сосудистой системе. 
Это истощение более чем трети кардиомиоцитов 
к 80‑летнему возрасту, фиброз тканей, гипер-
трофия левого желудочка, деградация капилляр-
ного русла, нарушение регуляции метаболизма 
кальция, активация окислительного стресса, 

Сокращения: ГКМП ‒ гипертрофическая кардиомиопатия; ГМ ‒ гипертрофия миокарда; ДАД ‒ диастолическое арте-
риальное давление; ИБС ‒ ишемическая болезнь сердца; ИМ ‒ инфаркт миокарда; ИМТ ‒ индекс массы тела; КМП ‒  
кардиомиопатия; кфСРПВ ‒ каротидно-феморальная скорость распространения пульсовой волны; ЛПИ ‒ лодыжеч-
но-плечевой индекс; ОАК ‒ общий анализ крови; ПАД ‒ пульсовое артериальное давление; САД ‒ систолическое 
артериальное давление; СД2 ‒ сахарный диабет второго типа; СНТ ‒ сайт начала транскрипции; ССЗ ‒ сердечно-сосу-
дистые заболевания; ЭКГ ‒ электрокардиограмма; LYM (lymphocytes) ‒ лимфоциты; MCV (mean corpuscular volume) ‒  
средний объем эритроцитов; RaVL(R wave voltage in the enhanced left arm lead) ‒ напряжение зубца R в усиленном 
отведении от левой руки; RDW-CV (relative width of the red blood cell distribution by volume) ‒ относительная ширина 
распределения эритроцитов по объему; WBC (white blood cells) ‒ лейкоциты.
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снижение чувствительности β-адренорецепто-
ров, пиковой частоты сердечных сокращений 
и многое другое [1–3]. В совокупности все эти 
факторы снижают адаптационный потенциал ор-
ганизма при динамической физической нагрузке 
и приводят к развитию гипоксии, усилению сво-
боднорадикальных процессов и воспалению [4]. 
Хотя старение сердечно-сосудистой системы – 
неотвратимый естественный процесс, внедрение 
современных технологий, таких как инженерия 
сердечной ткани [5] и хемогенетика [6], уже по-
зволяет решать многие проблемы в этой области.

Современные критерии, используемые для 
оценки возрастных изменений миокарда в кли-
нической практике, часто сосредоточены на ди-
агностике патологических изменений и упускают 
из виду нюансы скорости старения сердечно-
сосудистой системы. В связи с этим разработка 
предиктора биологического возраста сердечно-
сосудистой системы имеет важное прогности-
ческое значение, так как позволит предсказать 
ее возрастные изменения задолго до клиничес- 
ких проявлений. В научной литературе давно 
обсуждается решающая роль эпигенетических 
модификаций в прогрессировании ССЗ [7–9]. 
Однако изменения в эпигенетическом паттер-
не генома часто специфичны для определенного 
типа клеток. В связи с этим приходится вводить 
стадию выделения тех или иных клеток для по-
следующего анализа их генома. При проведении 
исследований на сердечной ткани возникают чи-
сто технические сложности. Тем не менее, не так 
давно двумя группами исследователей изучены 
механизмы эпигенетической регуляции в клетках 
сердца человека [7, 10].

Несмотря на тканезависимый характер из-
менений в метилировании геномной ДНК при 
старении, уже идентифицированы универсаль-
ные предикторы – общие для различных типов 
тканей и клеток [8]. Эти предикторы отражают 
возрастные изменения в метилировании мно-
гочисленных индивидуальных CpG-сайтов, ас-
социированных со старением и часто связанных 
с активностью определенных генов. Например, 
для часов Хорвата, основанных на степени мети-
лирования 353 участков CpG, продемонстриро-
вана четкая “работа” в различных тканях и типах 
клеток [11]. В некоторых исследованиях уровни 
метилирования определенных CpG в ДНК лей-
коцитов использовали в качестве биомаркеров 
для прогнозирования доклинического развития 
инфаркта миокарда (ИМ) и ИБС [12–14].

Таким образом, идентификация в цельной 
крови эпигенетических маркеров состояния 
сердечно-сосудистой системы позволит прово-
дить раннюю диагностику развития ССЗ, причем 
с минимальным инвазивным вмешательством, 
а значит своевременно назначать превентивную 

или профилактическую терапию. Целью прове-
денного нами исследования был поиск эпигене-
тических и функциональных маркеров, ассоци-
ированных со старением сердечно-сосудистой 
системы человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. Исследование проводили с ис-

пользованием данных электрокардиографии 
(ЭКГ) и сфигмографии, полученных от условно 
здоровых добровольцев, проживающих в Ниже-
городской области (Россия). Исследуемая группа 
состояла из 48 человек (33% мужчин, 67% жен-
щин) в возрасте от 25 до 85 лет, случайным обра-
зом выбранных из более обширной группы – 516 
участников. От каждого участника было получе-
но информированное согласие. Из исследования 
были исключены участники, в анамнезе которых 
были такие заболевания, как ИМ, инсульт, опе-
рации на сердце, стенокардия, сахарный диабет 
2 типа (СД2), онкология, а также острые респи-
раторные вирусные инфекции в течение 14 дней, 
предшествовавших обследованию. Также были 
исключены беременные женщины. Образцы ве-
нозной крови, собранные в вакутейнеры с анти-
коагулянтами K3-ЭДТА и Li-гепарин (“Greiner 
Bio-One”, Австрия), использовали для определе-
ния биологического и эпигенетического возраста. 
Исследование проводили на кафедре общей и ме-
дицинской генетики ФГАОУ ВО “Национальный 
исследовательский Нижегородский государствен-
ный университет им. Н.И. Лобачевского”.

Методы. Для оценки функционального состо-
яния сосудистой стенки проводили многоканаль-
ную объемную сфигмографию на аппарате BOSO 
ABI-SYSTEM 100 (“BOSCH + SOHN GmbH u. 
Co. KG”, Германия). В ходе статистической об-
работки анализировали различные показатели, 
связанные с сосудистой стенкой и риском ССЗ, 
в том числе лодыжечно-плечевой индекс (ЛПИ) 
для правой и  левой конечностей, каротидно-
феморальную скорость распространения пульсо-
вой волны (кфСРПВ), диастолическое артериаль-
ное давление (ДАД), систолическое артериальное 
давление (САД), пульсовое артериальное давле-
ние (ПАД), частоту пульса, индекс массы тела 
(ИМТ), наличие нарушений сердечного ритма. 
Критерии выявления повреждения сосудистой 
стенки включали ПАД ≥ 60 мм рт.ст., кфСРПВ > 
10 м/с и ЛПИ < 0.9. ЛПИ представляет собой от-
ношение САД, измеряемого на лодыжке, к САД, 
измеряемому на плечах. Этот индекс служит по-
казателем степени стеноза или окклюзии артерий 
нижних конечностей вследствие атеросклероза. 
При скрининговом тестировании ЛПИ дает цен-
ную информацию о состоянии периферических 
артерий, особенно у лиц, подверженных повы-
шенному риску ССЗ [15, 16].
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ЭКГ-исследование проводили утром в специ-
ально оборудованном помещении при темпера-
туре от 23C до 25C. Сфигмографию проводили 
в положении испытуемого лежа на спине после 
5‑минутной адаптации. Для регистрации ЭКГ 
использовали 3‑канальный портативный элек-
трокардиограф SCHILLER CARDIOVIT-AT101 
(“Schiller”, Швейцария), оснащенный програм- 
мным обеспечением SEMA‑200. Параметры 
фиксировали в стандартных грудных отведениях 
(V1, V2, V3, V4, V5, V6), стандартных отведениях 
от конечностей (I, II, III) и усиленных отведениях 
от конечностей (aVR, aVL). Анализируемые пока-
затели включали длительность интервалов QTc, 
PQ и QRS в мс, а также амплитуду SV1, RV5, RV6, 
RaVL, SV3 и SV5 в мВ.

Манипуляции с ДНК. ДНК из цельной кро-
ви выделяли фенол-хлороформным методом. 
Для количественного анализа выделенной ДНК 
использовали набор Qubit dsDNA BR Assay 
(“Thermo Fisher Scientific”, США), после чего 
проводили бисульфитную конверсию 250 нг ДНК, 
используя набор EpiMark Bisulfite Conversion Kit 
(“New England Biolabs”, США).

Технологию Illumina Infinium MethylationEPIC 
BeadChip [17] использовали в соответствии с ин-
струкциями производителя. Данный подход по-
зволяет оценить уровни метилирования ДНК 
в 866 836 CpG-сайтах. После исключения неко-
торых зондов и обработки данных, как подробно 
описано нами ранее [4], число анализируемых 
CpG-сайтов сократилось до 733 923. Функцио-
нальную нормализацию необработанных данных 
метилирования выполняли с использованием па-
кета minfi R (1.45.0) [18].

Определение возраста. В  исследовании ис-
пользовали четыре метода оценки эпигенетичес- 
кого возраста: DNAmAgeHannum [19], DNAmAge 
[11], DNAmPhenoAge [20] и DNAGrimAge [21]. 
Модель DNAmAgeHannum определяет скорость 
старения метилома человека в цельной крови. 
Мультитканевой предиктор возраста DNAmAge 
основан на оценке уровня метилирования ДНК 
в различных тканях и клетках. Биомаркер ста-
рения DNAmPhenoAge был разработан с учетом 
комплексных клинических показателей феноти-
пического возраста [20]. DNAmGrimAge — состав-
ной биомаркер, основанный не только на анализе 
метилирования ДНК, но и на некоторых белках 
плазмы и истории курения. Данные для всех мо-
делей были обработаны с помощью калькулятора 
Хорвата (https://dnamage.genetics.ucla.edu/home//).

Для определения биологического возраста 
применяли модель PhenoAge [20]. Она включает 
следующие параметры: общее количество лейко-
цитов (WBC), средний объем эритроцитов (MCV), 
процентное содержание лимфоцитов (LYM, %), 

относительная ширина распределения эритро-
цитов по объему (RDW-CV, %) и биохимические 
показатели (альбумин, глюкоза, креатинин, ще-
лочная фосфатаза, С-реактивный белок), а также 
хронологический возраст. Значения всех показа-
телей рассчитывали по результатам общего анали-
за крови (ОАК) и биохимического анализа на по-
луавтоматическом гематологическом анализаторе 
Abacus Junior 30 (“Diatron”, Венгрия) и биохи-
мическом анализаторе StatFax 3300 (“Awareness 
Technology”, США) с использованием диагнос- 
тических наборов АО “ДИАКОН-ДС” (Россия).

Статистический анализ данных. Извлечение 
данных по метилированию ДНК из исследуемого 
массива проводили с помощью Python 3.11.6 и его 
пакета pandas 1.5.3. Статистический анализ вклю-
чал оценку нормальности распределения данных, 
создание корреляционной матрицы и построение 
графиков корреляции с помощью R 4.3.1 и пакетов 
readxl 1.4.3, stringr 1.5.0, ggcorrplot 0.1.4.1. Проверку 
на нормальность распределения данных прово-
дили с использованием теста Шапиро–Уилка. 
В случае ненормального распределения данных 
коэффициенты рассчитывали с использованием 
корреляции Спирмена.

Также мы оценили мощность коэффициента 
корреляции в R с использованием пакета pwr 1.3. 
Анализ мощности для корреляционного теста ос-
нован на следующих компонентах (в скобках ука-
заны значения, принятые в этом исследовании): 
уровень значимости (0.05), размер выборки (n = 
= 48) и значения коэффициента корреляции (r). 
Мы выбрали 21 CpG-сайт с r > 0.5 и номиналь-
ным p-value < 0.05. В результате даже для мини-
мального коэффициента корреляции (r = 0.553), 
полученного для 21 CpG-сайта, статистическая 
мощность составила 0.988.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
На начальном этапе исследования было про-

ведено изучение взаимосвязи основных параме-
тров ЭКГ и сфигмографии с показателями хроно-
логического, эпигенетического и биологического 
возраста (рис. 1). Оценивали следующие пока-
затели ЭКГ и сфигмографии: САД, ДАД, ПАД, 
пульс, кфСРПВ, ЛПИ для правой и левой ко-
нечностей, интервалы QTc и PQ, комплекс QRS, 
амплитуды SV1, RV5, RV6, RaVL, SV3, SV5.

Среди исследуемых показателей сильные кор-
реляционные связи выявлены между параметрами 
кфСРПВ, RaVL и значениями хронологическо-
го, эпигенетического и биологического возрастов  
(r > 0.5). Для других показателей ЭКГ и сфигмогра-
фии коэффициенты корреляции с возрастом были 
ниже (r < 0.5), поэтому их не учитывали в дальней-
шем исследовании. Кроме того, для некоторых по-
казателей ЭКГ и сфигмографии тоже обнаружена 
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высокая корреляция. Корреляционные кривые, 
иллюстрирующие взаимосвязи между кфСРПВ, 
RaVL и возрастом, представлены на рис. 2.

Также установлена связь между кфСРПВ 
и RaVL (r = 0.54, p < 0.001). Показатель RaVL 
был предложен в качестве чувствительного мар-
кера гипертрофии левого желудочка [22]. Между 
тем, показатель кфСРПВ, указывающий на вну-
треннюю жесткость стенки аорты, имеет про-
гностическое значение, поскольку всесторонне 

отражает влияние факторов риска ССЗ на арте-
риальную стенку и неблагоприятное воздействие 
жесткости аорты на гемодинамику. Это включает 
в себя повышенное САД и пульсовое давление 
с повышенной систолической нагрузкой [23], 
что потенциально приводит к увеличению массы 
левого желудочка.

На следующем этапе проанализировали заре-
гистрированные сердечные параметры (кфСРПВ, 
RaVL) на предмет их связи с уровнем метилирова-

Рис. 1. Матрица корреляции Спирмена, представляющая собой коэффициенты корреляции между функциональны-
ми показателями сердечно-сосудистой системы и значениями возраста, полученными с помощью различных моделей, 
включая хронологический, эпигенетический и биологический возраст (n = 48). Эпигенетический и биологический 
возраст рассчитывали с использованием следующих моделей: DNAmAgeHannum [19], DNAmAge [11], DNAmPhenoAge 
[20], DNAGrimAge [21] и PhenoAge [20]. Значения p, связанные с коэффициентами корреляции, приведены в табл. S1  
(см. Дополнительные материалы в электронном виде по DOI статьи и на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2024/6/
supp_Ermakova_rus.rar). 
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Рис. 2. Связь между кфСРПВ, RaVL и хронологическим, биологическим и эпигенетическим возрастом (n = 48). 
Здесь и далее: на графиках наряду с линией регрессии приведены величины коэффициента корреляции Спирмена 
(r) и р-value (р).
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ния ДНК в CpG-сайтах (>700 тыс.). На основании 
удовлетворения выбранному критерию (r > 0.6) 
отобрали 21 CpG-сайт, для которого выявлена на-
дежная корреляция с исследуемыми сердечными 
параметрами (рис. 3, рис. 4).

В результате проведенного анализа обнаруже-
но, что 14 CpG-сайтов ассоциировано с RaVL, а 7 – 
 с кфСРПВ. С помощью базы данных Infinium 
MethylationEPIC v1.0 были определены гены, со-
держащие выделенные CpG-сайты, а также пози-
ции этих CpG в структуре гена (табл. 1, табл. 2). 
Названия целевых генов соответствуют базовой 
сборке GENECODE, где несколько позиций у на-
звания одного и того же гена указывают на вари-
анты сплайсинга.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Несмотря на достижения современной меди-

цины, ССЗ остаются основной причиной смерт-
ности людей старшей возрастной группы. В связи 
с этим в настоящее время разработано множество 
маркеров патологических изменений сердечно-
сосудистой системы. Однако вопрос о верифи-
цированных маркерах возрастных изменений при 
физиологическом старении остается не до конца 
изученным. В то же время преждевременное ста-
рение сердечно-сосудистой системы представляет 
большую угрозу и может стать одной из причин 
преждевременной смерти и перехода от активного 
долголетия к старческой астении.

В проведенном исследовании мы оценили взаи- 
мосвязь функциональных показателей сердечно-

сосудистой системы с хронологическим, эпиге-
нетическим и биологическим возрастом для вы-
явления наиболее значимых коррелятов. Кроме 
того, мы изучили корреляцию между этими по-
казателями и метилированием ДНК в более чем 
в 700 000 CpG-сайтов.

Таким образом, первый этап исследования 
был направлен на поиск маркеров физиологи-
ческого старения сердечно-сосудистой системы, 
ассоциированных с биологическим/эпигенети-
ческим возрастом человека. На  сегодняшний 
день наиболее признанным методом оценки 
эпигенетического возраста человека считается 
определение уровня метилирования комплекса 
эпигенетических маркеров, которые линейно 
изменяются с возрастом (гипометилирование 
или гиперметилирование). Этот подход был реа- 
лизован в  различных эпигенетических часах 
[11, 19–21, 24], однако из-за высокой стоимости 
и сложности технологии его редко используют 
в когортных исследованиях. В связи с этим, по-
мимо определения эпигенетического возраста 
с использованием различных моделей часов, мы 
использовали более дешевую и доступную техно-
логию определения биологического возраста –  
модель PhenoAge [20]. В ходе корреляционного 
анализа выявлены показатели ЭКГ и сфигмогра-
фии, наиболее ассоциированные с возрастными 
изменениями сердечно-сосудистой системы при 
физиологическом старении. Это RaVL и кфСРПВ.  
Параметр кфСРПВ – широко признанный по-
казатель жесткости стенки аорты и его значение 
заметно увеличивается в пожилом возрасте. Ранее 
сообщалось о линейной зависимости между воз-

Рис. 3. Связь между кфСРПВ и уровнем метилирования отдельных CpG-сайтов (n = 48). Уровни метилирования 
ДНК оценивали с использованием технологии Illumina Infinium MethylationEPIC BeadChip.
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растом и кфСРПВ [25–28], а потом выявили не-
линейность – значительное увеличение кфСРПВ  
после 50 лет [29]. В свою очередь, RaVL тесно кор-
релирует с массой левого желудочка [22] и счи-
тается надежным критерием гипертрофии лево-
го желудочка как изолированно, так и в составе 
сложных диагностических моделей [30]. Подобно  
кфСРПВ, RaVL имеет тенденцию к увеличению 
с возрастом [31, 32].

На следующем этапе исследования мы прове-
ли корреляционный анализ для выявления свя-
зи между выбранными параметрами старения 

сердечно-сосудистой системы (RaVL и кфСРПВ) 
и уровнем метилирования ДНК и идентифици-
ровали 21 CpG-сайт как наиболее значимый. 
В международных базах данных мы не нашли ис-
следований, изучающих связь между параметра-
ми ЭКГ и метилированием ДНК в CpG-динукле-
отидах у относительно здоровых добровольцев. 
Лишь в нескольких исследованиях упоминают-
ся показатели сердечно-сосудистой функции 
в  связи с  метилированием ДНК. Например, 
H. Cronjé с соавт. [33] сообщали о корреляции 
между показателем кфСРПВ и определенными 
CpG-сайтами. L. Nascimento и др. [34] оценили 

Рис. 4. Связь между RaVL и уровнем метилирования отдельных CpG-сайтов (n = 48).
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No. CpG Ген и локализация в нем CpGа

cg06051032 ANKRD18B (СНТ200)

cg00965931 AC105247.1 (СНТ200); CABLES1 (5’НТР)

cg25554193 NR5A1 (5’НТР)

cg22469274 HOXA6 (3’НТР; СНТ200); HOXA-AS3 (5’НТР); HOXA3 (3’НТР)

cg19001226 HOXD-AS1 (СНТ1500; СНТ200; 3’НТР); HOXD1 (СНТ200; 5’НТР; экзон-1)

cg04536807 FKBP9 (экзон-1; 5’НТР)

cg17263061 KCNK3 (экзон-1; 5’НТР)

cg04119747 FAM123C (СНТ200; 5’НТР); AC140481.8 (СНТ1500)

cg16558908 PHC2 (СНТ200)

cg16595241 GPR128 (СНТ200)

cg06526721 PRR16 (СНТ1500)

cg14666699 C11orf36 (СНТ1500)

cg01243823 NOD2 (5’НТР)

cg01921845 AKT1 (3’НТР)

Таблица 1. Ассоциированные с RaVL CpG-сайты и соответствующие им гены

аОбозначения (здесь и  далее): СНТ1500 – область, расположенная выше сайта начала транскрипции на  расстоянии  
200–1500 п. н., СНТ200 – область, расположенная выше сайта начала транскрипции на расстоянии 0–200 п. н., 5′НТР – 
5′-нетранслируемый регион, 3′НТР – 3′-нетранслируемый регион.

уровень метилирования ДНК некоторых генов 
у лиц с психическими расстройствами и его связь 
с ЭКГ-показателями.

Кроме того, ранее выявлено влияние де-
мографических факторов, таких как пол, раса 
и  этническая принадлежность, на  развитие 
ССЗ, в частности ИМ [35–38]. Более того, зна-
чения параметров сердечно-сосудистой системы 

в нормальном состоянии находятся в широком 
диапазоне и различаются у мужчин и женщин 
[39]. В связи с этим возникает необходимость 
разработки персонализированных критериев, 
отражающих возрастные изменения сердечно-
сосудистой системы, темпы ее старения, а также 
позволяющих прогнозировать наступление фи-
зиологического истощения или возникновение 
патологических изменений в сердце.

Таблица 2. Ассоциированные с кфСРПВ CpG-сайты и соответствующие им гены

No. CpG Ген и локализация в нем CpGа

cg10042799 GSC (экзон-1)

cg10334767 ZNF518B (СНТ200)

cg13782301 PRRT1 (3’НТР)

cg20296668 COCH (СНТ200; СНТ1500)

cg27037018 SLC6A3 (СНТ200)

cg00061145 ACTA1 (СНТ1500)

cg04152466 LOC101930010 (тело гена); DST (тело гена)
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Во  многих исследованиях эпигенетические 
модификации генома, в частности метилирование 
ДНК в CpG-сайтах, рассматривают как важный 
механизм, связывающий генетические варианты 
с риском развития ССЗ (см. обзор [40]). Нам удалось 
идентифицировать группу CpG-сайтов, связанную 
с генами, отвечающими за функционирование 
сердечно-сосудистой системы. По результатам про-
веденного нами поиска источников, где выявляли 
связь между параметрами RaVL и кфСРПВ и иден-
тифицированными нами генами, ассоциирован-
ными с развитием конкретных заболеваний, мы 
составили схему, представленную на рис. 5.

Таким образом, в ходе исследования в геноме 
человека идентифицирован 21 CpG-сайт, уровень 
метилирования которых значимо коррелирует с кар-

диологическими параметрами кфСРПВ и RaVL, 
функционально ассоциированными с возрастом.

Как видно из приведенной схемы, гены HOXD1 
и HOXA6 играют ключевую роль в дифференциров-
ке эндотелиальных клеток, в частности в регуля-
ции их миграции [41]. Метилирование CpG-сайтов 
в промоторных областях этих генов коррелирует 
с развитием атеросклероза [42, 43]. Известно, что 
гены HOX связаны с развитием сердца и форми-
рованием крупных артерий [44]. В некоторых ис-
следованиях выявлена роль генов HOX в развитии 
ИБС и сердечной недостаточности [45, 46].

Изоформа AKT‑1, экспрессируемая эндотели-
альными клетками, играет важную роль в регуляции 
сердечно-сосудистой функции [47, 48]. Эпигенети-
ческие модификации в гене AKT1 ассоциированы 

Рис. 5. Схематическое изображение обнаруженных в научной литературе связей между функциональными кардио- 
логическими показателями, генами и патологиями сердечно-сосудистой системы. Обозначения: ГКМП — гипер-
трофическая кардиомиопатия, ГМ — гипертрофия миокарда, ИБС ‒ ишемическая болезнь сердца, ИМ — инфаркт 
миокарда, КМП — кардиомиопатия, СД2 — сахарный диабет 2 типа. Розовые прямоугольники обозначают пока-
затели сердечно-сосудистой системы, наиболее ассоциированные с возрастом по результатам проведенного нами 
исследования. Желтые овалы обозначают гены, содержащие CpG-сайты, уровень метилирования которых высоко 
коррелировал с выделенными показателями сердечно-сосудистой системы. Зеленые овалы обозначают патологии, 
ассоциированные с изучаемыми генами и CpG-сайтами. Черные стрелки обозначают прямые связи между исследуе- 
мыми параметрами, генами и заболеваниями. Пунктирные линии обозначают косвенную связь. Схема составлена 
с помощью редактора LibreOffice Draw.
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с ИМ [9], а нокаут AKT1 способствует развитию ко-
ронарного атеросклероза у мышей [49].

Ген PHC2, связанный с метаболизмом белков, 
играет решающую роль в патогенезе ИМ и может 
служить прогностическим маркером рецидивирую- 
щего ИМ [50–52]. Ген KCNK3, экспрессируемый 
в кардиомиоцитах правого желудочка, участвует 
в фазе реполяризации. Снижение экспрессии KCNK3 
наблюдалось при развитии гипертрофии правого 
желудочка, связанной с легочной гипертензией [53].

Роль других генов в  функционировании 
сердечно-сосудистой системы в настоящее время 
изучена недостаточно. Некоторые из них связаны 
с процессом старения. Например, ген CABLES1 
участвует в регуляции гемопоэтического гемоста-
за в процессе старения [54]; эпигенетические мо-
дификации гена FAM123C в крови отражают воз-
растные изменения в островках поджелудочной 
железы [55], а ген ANKRD18B связан с онкологией 
[56, 57]. Интересно, что подавление экспрессии 
CABLES1, который ингибирует рост клеток, при-
водит к усилению пролиферации клеток и повы-
шению устойчивости к старению, вызванному 
ангиотензином II [58]. Установлена связь между 
геном SLC6A3 и развитием болезни Паркинсона, 
причем старение определено как один из основ-
ных факторов, способствующих возникновению 
этого заболевания [59, 60].

Было показано, что экспрессия гена ZNF518B 
значительно снижается с возрастом в различных 
тканях [61]. Кроме того, было выявлено участие 
этого гена в миграции опухолевых клеток, вы-
званной эпигенетическими модификациями [62]. 
Профили возрастных изменений метилирования 
ДНК этого гена в крови и островках поджелудоч-
ной железы совпадают, что косвенно указывает 
на связь с развитием СД2 [55, 63].

NOD2 и PRR16 участвуют в развитии ИБС 
и последующей гипертрофии, выступая в качестве 
адаптивного ответа на ССЗ [64, 65]. Полимор-
физмы NOD2 коррелируют с повышенным ри-
ском развития атеросклероза [66, 67]. Снижение 
экспрессии генов PRRT1 и ACTA1 регистрируют 
при ГКМП [68, 69]. Ген DST экспрессирует тка-
неселективную изоформу Dst-b, а его мутация 
у мышей приводит к КМП и аккумуляции ми-
тохондрий в поперечнополосатых мышцах, т.е. 
к миофибриллярной миопатии [70].

Гены гомеобокса, включая GSC, кодируют гомео- 
доменные белки, функционирующие как факторы 
транскрипции, которые связывают ДНК, регулиру-
ют экспрессию генов и контролируют физиологиче-
ские функции в клетках, тканях и органах. Участие 
генов гомеобокса в развитии сердечной ткани тре-
бует дальнейшего изучения. Предполагается, что 
мутации в них приводят к дефектам формирования 

сердечно-сосудистой системы в эмбриональный 
период и, как следствие, к смерти или врожденным 
аномалиям кардиальной функции [71].

Недавно А. Mongelli с соавт. [72] продемонстри-
ровали возможность создания эпигенетических 
часов для оценки биологического возраста сердца 
на основе метилирования нескольких CpG-ди-
нуклеотидов. М. Krolevets с соавт. [46] на основе 
данных, ранее опубликованных разными груп-
пами исследователей, идентифицировали 5 наи-
более значимых CpG-сайтов, ассоциированных 
с ССЗ. Кроме того, для прогнозирования возраста 
сердца используют подход, основанный на дан-
ных ЭКГ [73–75]. Однако рассчитанный таким 
образом возраст слабо коррелировал с показате-
лями DNAmAgeHannum, AgeHorvath, PhenoAge 
и GrimAge [76]. Это подчеркивает необходимость 
разработки эффективных диагностических ин-
струментов для раннего выявления и лечения ССЗ.

Следует сказать, что проведенное нами иссле-
дование исходно имеет несколько ограничений. 
Во-первых, работа выполнена на небольшой вы-
борке. Во-вторых, мы не оценивали влияние пола 
на изучаемые параметры, что может быть факто-
ром конфаундера. Тем не менее, нами выявлены 
функциональные кардиологические показатели, 
тесно связанные с возрастом, и проанализирова-
на их корреляция с уровнями метилирования от-
дельных CpG-динуклеотидов. Идентифицирован 
21 CpG-сайт, уровень метилирования которых 
высоко коррелирует с кфСРПВ и RaV L. Следова-
тельно, эти CpG можно рассматривать в качестве 
потенциальных эпигенетических маркеров для 
ранней диагностики и лечения ССЗ.

Таким образом, нами выявлена связь пара-
метров сердечно-сосудистой системы, в частно-
сти RaVL и кфСРПВ, с уровнями метилирова-
ния 21 CpG-сайта в периферической крови. Это 
важная информация о возрастных изменениях 
в  сердечно-сосудистой системе через призму 
эпигенетических модификаций. Однако для вы-
яснения клинической значимости выявленных 
ассоциаций необходимы дополнительные иссле-
дования на большей выборке и с учетом ее ген-
дерной структуры.
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Кривоносова за помощь в определении биоло-
гического и эпигенетического возраста на основе 
различных моделей.

Данное исследование финансировалось за счет 
средств бюджета программы “Приоритет‑2030”.

В  статье не  содержится никаких исследо-
ваний с использованием животных в качестве 
объектов. Все процедуры, выполненные в ходе 
исследования с участием людей, соответствуют 
этическим стандартам институционального и/
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или национального Комитета по этике исследова-
ний, а также Хельсинкской декларации 1964 года 
и ее последующим поправкам или сопостави-
мым стандартам этики. От каждого из участни-
ков, включенных в исследование, было получено 
информированное добровольное согласие. Ис-
следование проводили на кафедре общей и ме-
дицинской генетики Федерального государствен-
ного автономного образовательного учреждения 
высшего образования “Национальный иссле-
довательский Нижегородский государственный 
университет им. Н.И. Лобачевского”. Протокол 
исследования получил одобрение на заседании 
Локального этического комитета (протокол № 1 
от 2 декабря 2020 г.).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Cardiovascular diseases remain a predominant global cause of mortality, with a noteworthy rise in the risk 
of morbidity with advancing age. Besides, it accompanied by a phenomenon of disease rejuvenation in the 
circulatory system. Currently, epigenetic modifications play a key role in the genesis of cardiovascular diseas-
es (CVD), influencing the complex interaction between genotype and phenotype variability. Consequently, 
delving into the realm of epigenetic markers offers a promising avenue to unravel the molecular underpin-
nings of cardiovascular disease pathogenesis. This study endeavors to pinpoint epigenetic markers intricately 
linked with age-related transformations in the cardiovascular system. The study revealed a robust correlation 
with age for two cardiological parameters: R wave tension in the augmented left arm lead (RaVL) and carot-
id-femoral pulse wave velocity (cfPWV). Moreover, these parameters exhibited a strong correlation with the 
DNA methylation level of 21 CpG-sites (CpGs) examined through the Illumina EPIC array. Notably, the 
majority of these identified CpG-sites are affiliated with genes involved in the development of pathologies 
of the cardiovascular system.
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Белки семейства TRIM принимают участие как в процессах врожденного иммунитета, так и в работе нерв-
ной системы и могут играть важную роль в развитии нейродегенеративных заболеваний. В представленной 
работе анализировали экспрессию 35 генов семейства TRIM в нейральных предшественниках, терминально 
дифференцированных нейронах и глиальных производных, полученных из индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток здоровых доноров и пациентов с болезнью Паркинсона, в условиях отсутствия 
воспалительных стимулов и при индукции неспецифического воспалительного ответа под воздействием 
TNFα. Экспрессия лишь небольшого числа генов TRIM в нейральных предшественниках и терминально 
дифференцированных нейронах пациентов с болезнью Паркинсона, отличалась от экспрессии в клетках 
здоровых доноров. Под влиянием TNFα в терминально дифференцированных нейронах активировалась 
экспрессия отдельных генов TRIM, более существенная в клетках пациентов с болезнью Паркинсона 
в сравнении с клетками здоровых доноров. В глиальных производных пациентов с болезнью Паркинсона 
экспрессия многих генов TRIM была изначально ниже, чем в клетках здоровых доноров, и оставалась низкой 
или дополнительно снижалась после воздействия TNFα. Полученные данные демонстрируют различия 
в вовлеченности ряда генов мультигенного семейства TRIM в процессы, протекающие при болезни Пар-
кинсона в нейронах и в глии, а также показывают разнонаправленное влияние воспалительного стимула 
на экспрессию целого ряда генов TRIM в этих трех типах клеток. Учитывая важную роль многих генов TRIM 
в работе врожденной иммунной системы, можно предположить, что при болезни Паркинсона в глии про-
исходят более значительные нарушения в работе генов этого семейства по сравнению с нейронами.

Ключевые слова: гены семейства TRIM, дифференциальная экспрессия, болезнь Паркинсона, ин-
дуцированные плюрипотентные стволовые клетки, нейральные предшественники, нейроны, глия, 
индукция воспалительного ответа 
DOI: 10.31857/S0026898424060172, EDN: HZSRSN

Сокращения: TRIM – TRIpartite Motif; БП – болезнь Паркинсона; ИПСК – индуцированные плюрипотентные ство-
ловые клетки; НП – нейральные предшественники; ТДН – терминально дифференцированные нейроны; НГ – ней-
роглиальные культуры.

ВВЕДЕНИЕ
Нейроиммунология исследует взаимосвязь 

между иммунной и нервной системами. Эти си-
стемы совместно поддерживают гомеостаз в ор-
ганизме человека, нарушение которого может 

приводить к различным патологиям. Многочис-
ленные данные свидетельствуют о том, что из-
менения в работе системах врожденного имму-
нитета, в частности в системе воспалительного 
ответа, могут приводить к возникновению ней-
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родегенеративных и  психических заболеваний 
[1, 2]. Накоплены данные, свидетельствующие 
о  важной роли нейровоспаления в  патогенезе 
болезни Паркинсона (БП) и других нейродеге-
неративных патологий [3–5]. При нейродеге-
неративных заболеваниях наблюдается гибель 
определенных групп нейронов в головном моз-
ге, и воспаление может в значительной степени 
способствовать этому процессу.

Семейство белков TRIM (TRIpartite Motif) при-
нимает активное участие в работе как врожден-
ного иммунитета [6, 7], так и нервной системы 
[8]. По этой причине белки TRIM могут играть 
существенную роль во взаимодействии этих двух 
систем. В семейство TRIM входят порядка 80 бел-
ков, объединенных по принципу общей струк-
туры, включающей RING-домен, отвечающий 
за свойства E3‑убиквитинлигазы, один или два 
цинк-содержащих В-box-домена, CC-домен и на-
бор различных С-концевых доменов, вовлеченных 
в белок-белковые взаимодействия [9].

Белки TRIM участвуют в передаче сигнала 
от рецепторов врожденного иммунитета к транс-
крипционным факторам при иммунном ответе 
на вирусные и бактериальные инфекции [7, 10, 
11], а также в регуляции воспалительного ответа 
[12]. Белки TRIM участвуют и в других процессах, 
в частности, в апоптозе, аутофагии, дифференци-
ровке и росте клеток, а также в онкогенезе [13, 14].

Показано, что некоторые белки TRIM вов-
лечены в развитие патологических процессов, 
приводящих к дегенерации и гибели нейронов 
в определенных отделах ЦНС и связанных с им-
мунной и нервной системами, например, при бо-
лезни Альцгеймера [15–17], БП [18–22] и болезни 
Хантингтона [23, 24]. Молекулярно-генетические 
механизмы работы белков TRIM в иммунной 
и нервной системах очень разнообразны и оста-
ются не до конца изученными.

Клеточные линии на основе производных ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК) человека, которые могут быть получены 
путем репрограммирования соматических клеток, 
признаны перспективной платформой для иссле-
дования функционирования клеток головного 
мозга человека in vitro и моделирования нейродеге-
неративных заболеваний ЦНС. С использованием 
ИПСК можно получать клетки разной специали-
зации с сохранением индивидуального генотипа 
донора, а также обходить трудности, связанные 
с малой доступностью биопсийного материала 
мозга человека и сложностью культивирования 
взрослых нейронов in vitro [25, 26].

В настоящей работе нами проанализированы 
уровни экспрессии ряда генов семейства TRIM, 
отобранных на основании опубликованных дан-

ных, в нейрональных и глиальных производных 
ИПСК здоровых доноров и пациентов с семей-
ными формами БП. Также сравнили уровни экс-
прессии этих генов при активации воспалитель-
ного ответа в линиях клеток с использованием 
TNFα. Полученные данные позволили выявить 
гены семейства TRIM, наиболее перспективные 
для дальнейшего изучения в контексте их влияния 
на нейровоспаление при БП в нейронах и глии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение дифференцированных производных 

ИПСК. Полученные ранее ИПСК здоровых до-
норов и ИПСК БП (табл. S1, см. Дополнительные 
материалы в электронном виде по DOI статьи и 
на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2024/6/
supp_Nenasheva_rus.pdf) были дифференцирова-
ны в нейральные предшественники (НП), как 
описано ранее Новосадовой и соавт. [27]. Морфо-
логическую и молекулярно-генетическую оцен-
ку популяции клеток проводили на 1–2 пассаже 
(рис. S1a, S2а, см. электронное приложение). Для 
получения культур терминально дифференциро-
ванных нейронов (ТДН), преимущественно дофа-
минергических, НП дифференцировали по ранее 
описанной методике [27]. На 15‑е сутки культиви-
рования нейронов в дифференцировочной среде 
часть клеток фиксировали параформальдегидом 
для иммуноцитохимического окрашивания (рис. 
S1б, S2б) и часть использовали для выделения 
РНК и белка. Нейроглиальные культуры (НГ) 
получены по методике, описанной ранее Ново-
садовой и соавт. [28]. Часть клеток фиксировали 
параформальдегидом для иммуноцитохимическо-
го окрашивания (рис. S1в, S2в), а часть отбирали 
для дальнейшего анализа в них РНК и белков.

Индукция воспаления с помощью TNFα. Ин-
дукцию воспалительных процессов в НГ и ТДН 
осуществляли согласно Герасимовой и соавт. [29] 
и Subramanian и соавт. [30], соответственно.

Выделение РНК и получение кДНК. Суммар-
ную клеточную РНК экстрагировали из клеток 
с помощью набора реактивов для очистки РНК 
(ExtractRNA, “Евроген”, Россия), как рекомендо-
вано производителем, с последующей обработкой 
ДНКазой (“ThermoFisherScientific”, США). кДНК 
синтезировали на 2 мкг суммарной РНК с исполь-
зованием обратной транскриптазы M‑MLV (“Ев-
роген”) со случайными праймерами.

Количественная ПЦР в режиме реального вре-
мени. Полученную кДНК амплифицировали с ис-
пользованием системы LightCycler 96 (“Roche”, 
Швейцария/Германия) и  реакционной смеси 
qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”). Условия реакции: 
денатурация при 95C (3 мин), затем 40 циклов 
(95C, 15 с; 60–65C, 20 с; и 72C, 45 с). Уровень 
мРНК целевых генов оценивали с использовани-



1077

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 6 2024

ПРОФИЛИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ СЕМЕЙСТВА TRIM 

ем сравнительного метода 2-∆Ct [31] не менее чем 
в трех повторностях для каждой точки. Для норма-
лизации использовали ген 18S рРНК. Последова-
тельности использованных праймеров приведены 
в работе Степаненко и соавт. [11].

Вестерн-блот-гибридизация. Для лизиса кле-
ток и тканей использовали буфер RIPA, содер-
жащий смесь ингибиторов протеаз (“Sigma-
Aldrich”, США). Концентрацию общего белка 
в образцах определяли колориметрическим ме-
тодом с  использованием бицинхониновой 
кислоты. Равное количество белка (20 мкг 
на  образец) разделяли электрофоретически 
в 12–15%-ном денатурирующем (SDS) полиа-
криламидном геле и переносили на PVDF-мем-
брану для блотинга белков (“Bio-Rad”, США). 
Мембраны блокировали в 5%-ном обезжирен-
ном молоке и  инкубировали в  1%-ном моло-
ке с первичными антителами к TRIM9 (1 : 250;  
SC515007, “SantaCruz”, США) и  антителами 

к GAPDH (1 : 3000; AF7021, “Affinity”, США) при 
4– в течение ночи, промывали 5 раз по 5 мин рас-
твором TBST и инкубировали в 1%-ном молоке 
со вторичными антителами, конъюгированны-
ми с пероксидазой хрена (HRP) (1 : 10000; 31466, 
“Invitrogen”, США или 1 : 7500; 140777, “Jackson 
ImmunoResearch”, Великобритания) при ком-
натной температуре в течение 2 ч. Сигнал реги-
стрировали с помощью ClarityMaxWestern ECL 
Substrate (“Bio-Rad”) с использованием системы 
ChemiDoc MP ImagingSystem (“Bio-Rad”).

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программного 
обеспечения GraphPadPrism 8.0. Для выявления 
различий в экспрессии генов (по результатам 
ПЦР) и белков (по результатам вестерн-блот-ги-
бридизации) между линиями использовали од-
нофакторный дисперсионный анализ (ANOVA). 
Нормальность распределения данных проверяли 
при помощи теста Шапиро–Уилкоксона. Данные, 

Рис. 1. ПЦР-анализ экспрессии генов семейства TRIM в НП (а), ТДН (б) и НГ (в) здоровых доноров (ЗД) и паци-
ентов с БП (БП). *р <0.05, **р <0.01, ***р <0.001. В качестве референсного гена использовали ген 18S рРНК.
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распределение которых отличалось он нормаль-
ного, приводили к нормальному распределению 
с использованием преобразования Бокса–Кокса. 
Попарные множественные сравнения экспрес-
сии генов в линиях клеток от здоровых доноров 
и пациентов с БП проводили с использованием 
апостериорных критериев, в частности критерия 
Тьюки. Различия с p <0.05 считали статистически 
значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ дифференциальной транскрипции 
и трансляции генов TRIM при болезни  

Паркинсона

С помощью ПЦР в режиме реального времени 
в клетках трех здоровых доноров и четырех паци-
ентов с БП на разных этапах нейрональной диф-
ференцировки ИПСК оценили относительный 
уровень экспрессии 35 генов TRIM, относящихся 
к разным подгруппам этого семейства [32]. Были 
отобраны гены TRIM, которые, согласно результа-
там анализа транскриптомов, дифференциально 
экспрессировались в НП и ТДН пациентов с БП 
и в клетках здоровых доноров [27], а также гены, 
нарушения в работе которых наблюдались при 
нейровоспалении и нейродегенеративных забо-
леваниях.

Следует отметить, что паттерны экспрессии 
генов TRIM в целом схожи как в НП, так и в ТДН, 
а также в НГ здоровых доноров и пациентов с БП: 
высокий уровень экспрессии характерен для генов 
TRIM18, 24, 27 и 28 (рис. S3, см. электронное при-

ложение). При этом в НП, полученных из ИПСК 
от пациентов с БП, наблюдалось статистически 
значимое по сравнению с контролем снижение 
уровня экспрессии генов TRIM1, 17 и 69 и увели-
чение экспрессии генов TRIM14 и 34 (рис. 1а).

В  ТДН от  пациентов с  БП по  сравнению 
с контролем был повышен уровень экспрессии 
генов TRIM2, 24, 28 и 67 и снижен TRIM5, 22 
и 61 (рис. 1б). Таким образом, в нейрональных 
клетках, полученных от пациентов с БП, в ходе 
дифференцировки изменяется спектр дифферен-
циально экспрессирующихся генов.

Более значительные изменения в экспрессии 
генов TRIM при БП происходили в НГ. Экспрес-
сия генов TRIM6 и 36 при БП была выше, чем 
в контроле, тогда как экспрессия генов TRIM2, 
4, 5, 9, 16, 22, 24, 32, 34, 38, 47, 66 и 69 была ста-
тистически значимо снижена (рис. 1в).

На следующем этапе проведен анализ экспрес-
сии гена TRIM9 на уровне белка в НП, ТДН и НГ, 
полученных от здоровых доноров и от пациентов 
с БП. Ген TRIM9, специфично экспрессирую-
щийся в мозге [18], способен регулировать ней-
ровоспаление, блокируя опосредованную NF-κB  
активацию воспалительного ответа [33, 34]. По-
казано, что уровень белка TRIM9 снижается 
в пораженных участках мозга при БП и деменции 
с тельцами Леви [18].

По нашим данным, во всех исследованных 
нами типах клеток белок TRIM9 представлен 
двумя изоформами – 79 и  90 кДа (что соот-
ветствует базе данных Uniprot) (рис. 2а). При 
этом наблюдалось увеличение количества обеих 

Рис. 2. Анализ уровня белка (а) и мРНК (б) гена TRIM9 в НП, ТДН и НГ здоровых доноров и пациентов с болез-
нью Паркинсона (БП). Референсный белок — GAPDH.

à á



1079

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 6 2024
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ПРОФИЛИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ СЕМЕЙСТВА TRIM 

изоформ этого белка в ТДН пациентов с БП 
по сравнению с НП и НГ, что в целом согласу-
ется с результатами анализа транскрипции гена 
TRIM9 (рис. 2б). В ТДН пациентов с БП на-
блюдается тенденция к увеличению экспрессии 
гена и белка TRIM9 по сравнению с контролем, 
в то время как в НГ пациентов с БП, напротив, 
уровень мРНК и белка TRIM9 снижался.

Анализ влияния воспаления на дифференциальную 
экспрессию генов TRIM в клетках здоровых 
доноров и пациентов с болезнью Паркинсона

В патогенезе БП и других заболеваний, свя-
занных с  нейродегенеративными процессами 
в тканях мозга, важную роль играет нейровос-
паление, которое характеризуется хронической 
активацией микроглии, усиленной продукцией 
провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-1β, 
IL-6 и др.), активацией астроцитов и гибелью 
нейронов [3, 5, 35].

Воздействие TNFα в концентрации 10 нг/мл 
на НГ приводило к существенному усилению экс-
прессии генов провоспалительных цитокинов – 
TNFА, IL6 и IL1В [29], что свидетельствует о том, 
что данная концентрация TNFα достаточна для 
индукции воспалительного ответа. В недавнем 
исследовании Subramanian и соавт. для стимуля-
ции клеток нейробластомы использовали TNFα 
в более высокой концентрации – 20 нг/мл [30]. 
Учитывая эти данные, в качестве условий для ин-
дукции неспецифичной воспалительной реакции 
в НГ мы выбрали концентрацию 10 нг/мл, для 
стимуляции ТДН – 20 нг/мл, время экспозиции 
обоих типов клеток – 24 ч.

Далее был проведен анализ экспрессии генов 
TRIM в НГ здоровых доноров и пациентов с БП 
после стимуляции воспаления с помощью TNFα 
(рис. 3). Под влиянием TNFα экспрессия боль-
шинства исследованных генов семейства TRIM 
оставалась значительно ниже в  НГ пациентов 
с БП, в то время как в клетках здоровых доноров 
наблюдалось повышение экспрессии части генов. 
Обнаружено, что экспрессия генов TRIM5, 6, 32 и 59 
увеличивалась или не изменялась после обработки 
TNFα культур клеток здоровых доноров, однако 
в клетках от пациентов с БП происходило резкое 
дополнительное подавление экспрессии этих генов 
(рис. 3). Это может указывать как на снижение им-
мунного ответа в глии у пациентов с БП, так и на ее 
меньшую способность к активации TNFα.

В отличие от глиальных клеток, в ТДН как здо-
ровых доноров, так и пациентов с БП после воздей-
ствия TNFα наблюдался рост экспрессии многих 
генов TRIM. Спектр большинства исследованных 
генов TRIM, экспрессия которых повышалась под 
воздействием TNFα, был одинаковым в клетках 

здоровых доноров и пациентов с БП – это гены 
TRIM3, 5, 8, 14, 17, 22, 24, 28, 34, 38, 61 и 67 (рис. 4). 
Кроме того, в клетках здоровых доноров под воз-
действием TNFα статистически значимо повыша-
лась экспрессия только генов TRIM1 и 6. При этом 
индукция иммунного ответа не приводила к пода-
влению экспрессии ни одного из проанализирован-
ных генов TRIM. Все это указывает на небольшие 
изменения иммунного ответа на воспалительный 
стимул с участием генов TRIM в ТДН пациентов 
с БП в сравнении с контрольными клетками.

Таким образом, нами выявлен спектр генов се-
мейства TRIM, экспрессия которых изменена в клет-
ках нейронального и глиального ряда пациентов 
с БП по сравнению с соответствующими клетками 
здоровых доноров, а также обнаружены особенности 
функционирования генов TRIM в условиях воспали-
тельного ответа, индуцированного TNFα.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
За последнее время накопилось много данных, 

свидетельствующих о тесной взаимосвязи между им-
мунной и нервной системами организма, нарушение 
которой в ряде случаев может приводить к разви-
тию нейродегенеративных заболеваний [1, 2, 36]. 
Известно, что БП обусловлена преимущественной 
дегенерацией дофаминергических нейронов чер-
ной субстанции, однако патология не ограничива-
ется нарушениями лишь в нейрональных клетках. 
Глиальные клетки, преимущественно астроциты, 
также играют существенную роль в развитии этой 
патологии, особенно в контексте семейных форм 
заболевания. В норме астроциты осуществляют меж-
клеточные взаимодействия с другими типами кле-
ток, выполняют трофическую и опорную функции 
в отношении нейронов, а также проявляют имму-
нологическую активность [35, 37]. Астроцитарные 
клетки способны синтезировать нейротрофические 
факторы, эпидермальный фактор роста, некото-
рые цитокины, в том числе участвующие в работе 
врожденной иммунной системы (TNFα, IL‑1β, IL‑6 
и др.). В физиологических условиях эти цитокины се-
кретируются на низком уровне, однако их количество 
возрастает при воздействии цитокинов активирован-
ной микроглии [3, 35]. В настоящее время известно, 
что патологические изменения в глие встречаются, 
если не при всех, то при большинстве нейродегене-
ративных заболеваний. Все это говорит о том, что 
клетки глии активно вовлечены во взаимодействие 
между иммунной и нервной системами.

Существует множество предположений о моле-
кулярных процессах, лежащих в основе развития 
БП [2, 38]. В частности, показана роль механизмов, 
запускаемых врожденным иммунитетом [4]. Многие 
факторы и сигнальные пути, индуцируемые вос-
палением, одновременно участвуют и в регуляции 
апоптоза. Активность апоптоза, в свою очередь, 
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оказывает влияние на выраженность нейровос-
паления и может быть его причиной. Например, 
известно, что процесс фагоцитоза апоптотических 
клеток индуцирует синтез противовоспалительных 
медиаторов, однако при неэффективности процесса 
элиминации погибших клеток в тканях устанавли-
вается длительное хроническое воспаление [39].

Гены семейства TRIM выполняют разнообраз-
ные функции в тканях мозга [8]. С одной стороны, 
они оказывают разнонаправленное влияние на про-
цессы апоптоза, с другой, принимают активное уча-
стие в процессах врожденного иммунитета на раз-
ных этапах передачи сигнала и могут служить как 
положительными, так и отрицательными регулято-
рами воспаления. Ранее показано, что некоторые 
гены TRIM вовлечены в патогенез БП и ряда дру-
гих нейродегенеративных заболеваний [18, 20–23]. 
Таким образом, совокупность известных данных 
позволяет предположить, что гены семейства TRIM 
могут служить связующим звеном между иммунной 
и нервной системой в процессах нейродегенерации.

В нашем исследовании идентифицированы 
гены семейства TRIM, экспрессия которых изме-
нена в глиальных и нейрональных клетках паци-
ентов с БП по сравнению с клетками здоровых 
доноров. Нами показано, что эти изменения могут 
быть разнонаправленными в зависимости от типа 
клеток. Например, экспрессия TRIM2 и TRIM24 
снижена в глии, но повышена в ТДН, полученных 
от пациентов с БП. Повышение экспрессии TRIM2 
в нейронах индуцирует убиквитинзависимую де-
градацию проапоптотического белка Bim, способ-
ствуя нейропротекции при ишемии [40], т. е. может 
играть защитную роль при БП. Можно предполо-
жить, что TRIM24 выполняет похожую функцию 
в ТДН пациентов с БП, так как в других типах 
клеток он также способен противодействовать 
апоптозу [41, 42]. Роль пониженной экспрессии 
TRIM2 и TRIM24 в глии при БП ясна не до конца 
и требует дополнительных исследований, однако 
можно предположить, что это снижение негативно 
влияет на защитную роль этих генов в НГ.

Экспрессия генов TRIM5 и TRIM22 снижена как 
в глии, так и в ТДН пациентов с БП. Это, возможно, 
защищает клетки от гибели, так как есть данные, 
что TRIM22 способствует апоптозу в нейронах, дей-
ствуя через путь NF-κB/NLRP3 [43]. Повышение 
экспрессии TRIM67 в ТДН пациентов с БП может 
снижать нейровоспаление [44] и, по-видимому, 
также оказывает защитный эффект. Однако су-
ществуют данные, согласно которым повышение 
уровня TRIM28, наблюдаемое нами в клетках паци-
ента с БП, способствует накоплению и токсичнос- 
ти α-синуклеина и может, видимо, способствовать 
развитию этого заболевания [45].

Данные о работе генов TRIM в астроцитах и дру-
гих глиальных клетках практически отсутствуют, 

однако наиболее выраженные изменения мы на-
блюдали именно в глиальных культурах. Интерес-
но, что экспрессия множества генов TRIM в глии 
пациентов с БП была ниже, чем в аналогичных 
клетках, полученных от здоровых доноров. Анализ 
опубликованных данных [43, 46–52] выявил ука-
зания на то, что угнетение активности ряда генов 
TRIM, дифференциально экспрессирующихся 
в нашей работе, оказывает противовоспалитель-
ный и противоапоптотический эффект при БП. 
Так, подавление экспрессии гена TRIM47 может 
приводить к уменьшению воспаления и процес-
сов апоптоза в мозге животных при анестезии [46] 
и церебральной ишемии [47]. Снижение экспрессии 
гена TRIM 34 уменьшает митохондриальную дисфун- 
кцию и апоптоз в ряде клеточных линий различно-
го происхождения [48, 49]. Подавление экспрессии 
TRIM 32 также противодействовало нейрональному 
апоптозу при стрессе [50] и при ишемии [51], как 
и подавление экспрессии TRIM22 [43]. Пониженная 
экспрессия TRIM16 [52] и TRIM22 [43] может приво-
дить к угнетению воспаления.

В то же время, опубликованы данные о том, 
что подавление экспрессии некоторых генов 
TRIM в  различных тканях, напротив, сопро-
вождается усилением воспалительного ответа 
(TRIM5 [53], TRIM9 [33], TRIM34 [48, 54], TRIM16 
[55], TRIM24 [56], TRIM32 [57], TRIM38 [58], 
TRIM69 [59]) и апоптоза (TRIM2 [40], TRIM16 
[60] и TRIM66 [61]). Значительное повышение 
экспрессии TRIM6 и TRIM36 в глии пациентов 
с БП также может быть связано с более актив-
ным воспалением или апоптозом. Так, TRIM6 
участвует в ROS-опосредованном воспалении 
в эпителиальных клетках почечных канальцев 
[62], а TRIM36 способствует каспазозависимому 
апоптозу при гепатоцеллюлярной карциноме [63].

Таким образом, наблюдаемые нами измене-
ния экспрессии генов TRIM как в ТДН, так и в НГ 
пациентов с БП, по-видимому, оказывают разно-
направленное влияние на активность процессов, 
связанных с нейровоспалением и апоптозом.

При индукции воспаления с помощью TNFα 
в НГ экспрессия многих генов TRIM остается по-
ниженной в клетках пациентов с БП по сравнению 
с клетками здоровых доноров или еще более снижа-
ется. В контексте упомянутых выше данных можно 
говорить о роли отдельных TRIM в изменении вос-
палительного ответа в глиальных клеточных лини-
ях, полученных от пациентов с БП, который может 
оказывать патологическое действие на нейроны, 
соседствующие с глиальными клетками в мозге.

При индукции воспаления в ТДН наблюдается 
активация экспрессии большинства рассматри-
ваемых генов как в клетках здоровых людей, так 
и при БП. Так, активация генов TRIM2, 3 и 67 
может быть связана с запуском программ нейро-
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протекции [21, 40, 44]. Однако данные об экспрес-
сии генов TRIM8, 14, 17 и 22 говорят о возможной 
патологической роли их активации [43, 64–66]. 
Экспрессия генов TRIM1 и 6 под воздействием 
TNFα увеличивались в ТДН здоровых доноров, 
в то время как в аналогичных клетках пациен-
тов с БП этого не происходило, что привлекает 
дополнительный интерес к этим генам. Соглас-
но опубликованным данным, TRIM1 подав- 
ляет токсическое накопление LRRK2, одно-
го из основных белков, участвующих в патоге-
незе семейной формы БП [67]. Снижение его 
экспрессии в  условиях воспалительной сти-
муляции может быть решающим у  пациентов 
с этой формой БП. Механизм действия TRIM6 
пока не установлен, хотя возможная ассоциа- 
ция TRIM6 с БП показана ранее [22, 68].

Таким образом, в результате проведенной нами 
работы идентифицированы гены мультигенного 
семейства TRIM, дифференциально экспрессирую- 
щиеся при БП как в нейрональных клетках, так 
и в глии. Установлено, что в НГ изменена экспрес-
сия бóльшего числа генов TRIM, чем в ТДН и НП. 
При этом активность таких генов в глии пациентов 
с БП преимущественно снижена (TRIM2, 4, 5, 9, 
16, 22, 24, 32, 34, 38, 47, 66 и 69) и еще больше сни-
жалась при стимуляции воспаления с помощью 
TNFα. В ТДН пациентов с БП наблюдается как 
повышенная (TRIM2, 24, 28 и 67), так и понижен-
ная (TRIM5, 22 и 61) экспрессия представителей 
семейства TRIM. При индукции воспаления в ТДН 
активируется экспрессия большинства рассматри-
ваемых генов как у здоровых доноров, так и у па-
циентов с БП. Выявлены представители семейства 
TRIM, уровень активности которых по-разному 
изменяется в соответствующих типах клеток па-
циентов с БП и здоровых доноров (TRIM1 и 6). 
В целом, анализ функций генов TRIM, экспрессия 
которых различалась в клетках здоровых доноров 
и пациентов с БП, не выявил определенной на-
правленности (активирующей или ингибирующей 
воспаление и апоптоз). Можно предположить, что 
снижение экспрессии ряда генов TRIM в глии па-
циентов с БП изменяет присущий этим клеткам 
воспалительный ответ, который, в свою очередь, 
может способствовать нарушениям в работе ней-
ронов и их последующей гибели. Дальнейшее из-
учение роли белков семейства TRIM в процессах 
нейродегенерации чрезвычайно актуально для 
понимания механизмов взаимосвязи между им-
мунной и нервной системами при развитии БП.

Исследование проведено с использованием 
оборудования Центра коллективного пользо-
вания “Центр клеточных и генных технологий” 
Национального исследовательского центра “Кур-
чатовский институт”, Москва, Россия.
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Expression Profiles of Trim Family Genes in Neuronal and Glial Cell Cultures 
of Healthy Donors and Patients with Parkinson’s Disease under Normal  

Conditions and Upon Neuroinflammation
V. V. Nenasheva1, Е. V. Novosadova1, T. P. Gerasimova2, L. V. Novosadova1,

A. Y. Kotok1, E. L. Arsenyeva1, Е. А. Stepanenko1, *, I. А. Grivennikov1, V. Z. Tarantul1
1National Research Centre “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia

2Lopukhin Federal Research and Clinical Center of Physical  
Chemical Medicine of the Federal Medical and Biological Agency  

of the Russian Federation, Moscow, 119435 Russia
*e-mail: katishsha@mail.ru

Proteins of the TRIM family are involved in both innate immunity and the nervous system processes and may 
play an important role in the development of neurodegenerative diseases. In this work, we analyzed the expression 
of 35 genes of the TRIM family in neural progenitors (NPs), terminally differentiated neurons (TDNs) and glial 
derivatives (NGs) obtained from induced pluripotent stem cells (iPSCs) of healthy donors (HD) and patients 
with Parkinson’s disease (PD), in the absence of inflammatory stimuli and upon the induction of a nonspecific 
inflammatory response under the influence of TNFα. In NPs and TDNs of PD patients, compared with HD cells, 
differences in expression were observed for only a small number of TRIM genes. Under the influence of TNFα in 
TDNs, the expression of individual TRIM genes was activated, which was more significant in the cells of patients 
with PD compared to cells of HDs. In NGs of PD patients, the expression of many TRIM genes was initially re-
duced compared to HD cells and remained low or further decreased after exposure to TNFα. The data obtained 
demonstrate differences in the network of the TRIM family members in PD neurons and glia compared to control, 
and also show the multidirectional influence of the inflammatory stimulus on the expression of a number of TRIM 
genes in these types of cells. Considering the important role of many TRIM genes in the functioning of the innate 
immune system, it can be assumed that, in PD, more significant disturbances in the functioning of genes of this 
family occur in glia compared to neurons.

Keywords: TRIM family genes, differential expression, Parkinson’s disease, iPSCs, neural progenitors, neu-
rons, glia, induction of inflammatory response
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