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Введение 
Микоз представляет собой любое инфекционное заболевание, которое вызывается 

паразитическими грибками. Грибок может поражать такие части тела, как кожа, ногти, 
волосы, слизистые оболочки, а также внутренние органы [1]. 

К концу XX века было описано около 400 болезнетворных грибов – возбудителей 
зарегистрированных случаев микозов [2]. За последние 20 лет количество микозов резко 
возросло. Список болезнетворных грибов постоянно пополняется с описанием новых 
случаев, а заболеваемость микозами нарастает с каждым годом, что во многом обусловлено 
распространенностью ятрогенных иммунодефицитных состояний (массивная 
антибиотикотерапия, длительное использование глюкокортикоидных и 
иммуносупрессивных препаратов при онкологических заболеваниях, болезнях крови, 
СПИДе, трансплантации органов, а также тяжелая соматическая патология, например 
сахарный диабет). При этом создаются оптимальные условия для развития глубоких 
микозов, возбудителями которых являются оппортунистические грибы, ранее считавшиеся 
непатогенными и широко распространенные во внешней среде [3, 4]. 

К глубоким микозам относят инфекции, при которых поражаются внутренние органы и 
ткани. Глубокие микозы в большинстве являются инвазивными, т.е. при них, в отличие от 
поверхностных микозов, возбудитель разрушает ткани организма, омываемые кровью. Все 
глубокие микозы условно делятся на две большие группы: респираторные эндемические 
(вызываются особой группой возбудителей) и оппортунистические (вызываются множеством 
условно-патогенных грибов) [2]. 

Заболеваемость и летальность, связанная с нозокомиальными и внебольничными 
инфекциями, вызванными грибами, постоянно возрастает. С начала 90-х годов в США было 
отмечено, что грибковые инфекции заняли 7-е место среди инфекционных причин смерти 
[5]. Наиболее часто возбудителями грибковых инфекций являются грибы родов Candida 
(основные виды-возбудители кандидоза: С. albicans, С. parapsilosis, С. tropicalis, С. glabrata, 
С. Krusei) [6], Aspergillus (наиболее часто вызывают заболевание следующие виды 
Aspergillus: A. fumigatus, реже A. flavus, A. niger, A. terreus, еще реже A. glaucus, A. nidulans и 
другие, всего 15 условно патогенных для человека видов) [7] и Cryptococcus neoformans. 
Данные виды составили 70% среди всех выделенных возбудителей грибковых инфекций [8].  

В настоящее время существует ряд проблем в лечении грибковых инфекций. Во-
первых, спектр патогенных грибковых агентов очень широк [2], что обуславливает 
сложности в определении их родовой и видовой принадлежности. Это, в свою очередь, 
влечет за собой затруднения в проведении адекватной противогрибковой терапии, что может 
приводить даже к летальному исходу, особенно у лиц с ослабленным иммунитетом. Во-
вторых, во многих клиниках возникают внутрибольничные инфекции, что связано с 
появлением штаммов, устойчивых к противогрибковым препаратам [9, 10]. Соответственно, 
это приводит к необходимости химического синтеза новых эффективных лекарственных 
веществ, обладающих высокой специфичностью в отношении действия на резистентные 
штаммы грибов. Так, на сегодняшний день, создано и разрабатывается более 10 классов 
противогрибковых средств. 
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Одной из приоритетных мишеней противогрибковой терапии является ключевой 
фермент биосинтеза эргостерола (основной стерол плазматической мембраны грибов) – 
стерол-14α-деметилаза (CYP51) [11]. Следствием ингибирования данного фермента является 
дефицит эргостерола и накопление в клетке гриба токсичных 14-α-метилстеролов (что 
обусловливает фунгистатический эффект). Данные метаболиты в более высоких 
концентрациях посредством перекисного окисления и других процессов вызывают 
повреждение мембраны и, как следствие, гибель клетки гриба [12, 13]. 

Важной задачей является анализ первичной структуры стерол-14α-деметилаз 
резистентных штаммов патогенных грибов, которые выступают возбудителями 
внутрибольничных инфекций, и выявление мутаций, вызывающих снижение 
чувствительности к противогрибковым препаратам. 

В настоящей работе нами осуществлен молекулярный анализ стерол 14-α-деметилаз 
(CYP51) резистентных штаммов патогенных грибов Candida guilliermondii, Aspergillus 
fumigatus, Candida glabrata. 

Методы исследования 
Амплификация ДНК цитохрома P450 Candida guilliermondii, Aspergillus fumigatus, 

Candida glabrata. 
ДНК выделяли из клинических образцов, проявляющих резистентность к 

противогрибковым препаратам c использованием набора реагентов для выделения ДНК 
«ДНК-ВК», разработанного в ИБОХ НАН Беларуси. Образцы получены на базе 
Государственного учреждения «Республиканский научно-практический центр детской 
онкологии, гематологии и иммунологии».  

Для амплификациигена cyp51 патогенных грибов Candida guilliermondii, Aspergillus 
fumigatus, Candida glabrata были сконструированы и использовались следующие праймеры: 

 
Glab_CYP51_f: atgtccactgaaaacacttc                         Afu_CYP51A_f: atggtgccgatgctatggctta 
Glab_CYP51_half: agaacttcaagatcaacg                      Afu_CYP51A_half:accgaactttcaaggctc 
Glab_CYP51_r: ctagtacttttgttctggatgtctctt                  Afu_CYP51A_r: atcacttggatgtgtttttcgac 
 
C.guil_F: atggccattgctgatatagc 
C.guil_half:ttccacacgatgtccg 
C.guil_R:ctaaaaaacacaagtacggcg 
 
Проверку на наличие в различных нуклеотидных последовательностях сайтов 

неспецифической гомологии для выбранных праймеров проводили с использованием 
поисковой системы BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 

Состав смеси для полимеразной цепной реакции (конечный объем смеси – 25 мкл): 1x 
буфер для ПЦР; 2 мM MgCl2; 200 мкМdNTP; 0,4 мкM каждого праймера; 1 ед. Taq-
полимеразы; 1 мкл ДНК с содержанием ДНК не менее 10 нг. Условия амплификации: 
денатурация 94°С 3 мин; 33 цикла – денатурация 94°С 30 сек, отжиг 60°С 1 мин, элонгация 
72°С 1 мин. Заключительный этап элонгации – 72°С 5 мин. Длина амплифицированных 
фрагментов составляет 1602 п.о (Candida glabrata), 1569 п.о.(Candida guilliermondii), 1619 п.о 
(Aspergillus fumigatus). 

Разделение амплифицированных фрагментов проводили методом гель-электрофореза в 
1,5%-ном агарозном геле с использованием ТАЕ-буфера в присутствии бромистого этидия. 
Регистрацию результатов проводили с помощью видеосистемы GelImager 2 
(«VilberLourmat»). В каждом случае проводили положительный и отрицательный контроль 
амплификации. 

После ПЦР продукты амплификации ДНК цитохромов CYP51 Candida guilliermondii, 
Candida glabrata, Aspergillus fumigates проводили секвенирование полученных продуктов 
(определение нуклеотидной последовательности проводили с использованием наборов «ABI 
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PRISM BigDyeTerminator v3.1 Ready Reaction Cycler Sequencing Kit», «BigDye X Terminator 
Purification Kit» и секвенатора Applied Biosystems 3130). 

Нуклеотидные последовательности гена cyp51 исследуемых патогенных грибов, 
полученные в результате секвенирования, сравнивали с нуклеотидными 
последовательностями из базы данных NCBI, США. Номера доступа: Candida glabrata –
CR380951.2, Candida guilliermondii – XM_001483984.1, Aspergillus fumigatus – XM_747044.1, 
Candida albicans – HM194224.1. 

Результаты и обсуждение 
Повышение роли грибов в этиологии госпитальных и некоторых внебольничных 

инфекций привело к внедрению в клиническую практику значительного числа новых 
препаратов и их широкому применению, это, в свою очередь, неизбежно привело к 
возникновению штаммов грибов, устойчивых к наиболее распространенным 
противогрибковым препаратам [8]. Поскольку грибы, в отличие от бактерий, являются 
эукариотическими организмами, то для лечения вызываемых ими инфекций необходимо 
использовать препараты с принципиально другими мишенями и механизмами действия.  

Наиболее многочисленная группа синтетических противогрибковых средств – азолы 
(производные имидазола и триазола). 

Эта группа включает: 
- азолы для системного применения – кетоконазол, флуконазол, итраконазол, 

вориконазол; 
- азолы для местного применения – бифоназол, изоконазол, клотримазол, миконазол, 

оксиконазол, эконазол, кетоконазол [14, 15]. 
Азолы имеют широкий спектр противогрибкового действия, оказывают 

преимущественно фунгистатический эффект. Азолы для системного применения активны в 
отношении большинства возбудителей поверхностных и инвазивных микозов, включая 
Candida spp. (в т.ч. Candida albicans, Candida tropicalis), Cryptococcus neoformans, 
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Paraccoccidioides 
brasiliensis.Обычно к азолам малочувствительны или резистентны Candida glabrata, Candida 
krucei, Aspergillus spp., Fusarium spp. и зигомицеты (класс Zygomycetes) [14].  

Для грибов рода Candida было показано, что устойчивость к азолам может быть 
связана с точечными мутациями, приводящими к аминокислотным заменам. В результате 
таких мутаций связывание ферментов с азолами резко снижается, но связывание с 
естественными субстратами не меняется в значительной степени. При этом следует 
отметить, что перекрестная устойчивость развивается к целой группе азолов. Также 
устойчивость может являться результатом гиперэкспрессии мишеней действия азолов. Кроме 
того, у грибов рода Candida и др. известно несколько транспортных систем (в т.ч. АТФ-
зависимых), осуществляющих активное выведение азолов, что также приводит к 
формированию устойчивости этих грибов. Активация систем выведения часто ассоциируется 
с изменениями в структуре мембраны, приводящими к снижению поступления азолов внутрь 
клетки гриба [10, 16]. 

Основной механизм действия азолов (миконазол, кетоконазол, флуконазол, 
итраконазол и др.) заключается в ингибировании биосинтеза эргостерола – основного 
компонента мембраны клетки гриба, участвующего в поддержании ее структурной 
целостности. Основной мишенью действия азолов являются ферменты CYP51 (стероид-14α-
деметилазы), осуществляющие деметилирование предшественников эргостерола [13]. CYP51 
относится к суперсемейству белков – цитохромам Р450. Данные ферменты обладают высоко 
консервативным фолдингом и типом катализируемой монооксигеназной реакции. Основные 
отличия между различными представителями данного суперсемейства белков – строение 
активного центра, субстрат-связывающей области и области взаимодействия с редокс-
партнером. Данные различия обуславливают субстратную специфичность, а также регио- и 
стереоселективность гидроксилирования[17]. 



Труды БГУ 2013, том 8, часть 1    Биохимия 

 155 

В ходе работы было проведено секвенирование гена cyp51 Candida guilliermondii, 
Aspergillus fumigatus, Candida glabrata, выделенных из образцов, проявляющих 
резистентность к противогрибковым препаратам. Результаты секвенирования позволили 
выявить однонуклеотидные замены, приводящие к замене аминокислотной 
последовательности.  

В гене cyp51 Candida guilliermondii был обнаружен ряд нуклеотидных замен, одна из 
которых привела к замене в аминокислотной последовательности цистеина на триптофан в 
37 положении–C-37-W (таблица 1). 

 
Таблица 1 – мутации в гене cyp51 патогенного гриба Candida guilliermondii 

 
 
 
Candida guilliermondii 

Нуклеотидные замены Аминокислотные замены
C111G C-37-W 
Т279А – 
Т582С(2) – 
С696Т – 
A852G – 

T855C(2) – 
О данной мутации не было сведений в литературе до настоящего времени и, возможно, 

она вносит определенный вклад в развитие резистентности к ингибиторам CYP51 
(рисунок 1) 

Рисунок 1 – Выравнивание аминокислотной последовательности CYP51 азолрезистентного 
штамма Candida guilliermondii относительно последовательности из базы данных NCBI 

(XP_001484034.1) 
 
В гене cyp51 Aspergillus fumigatus были детектированы три мутации: Y-46-E, T-248-

NиE-255-D, кроме того были обнаружены 4 нуклеотидных замены, которые не приводили к 
изменению в аминокислотной последовательности (таблица 2). 

 
Таблица 2 – мутации в гене cyp51 патогенного гриба Aspergillus fumigatus 

 
 
 

Aspergillus fumigatus 

Нуклеотидные замены Аминокислотные замены
A78G – 
A137T Y-46-E 
A267G – 
T612C – 
C743A T-248-N 
G765C E-255-D 

G1074A – 
 
Мутация Y-46-E– расположена возле αА’-спирали. В литературе у одного из 

резистентных изолятов описана мутация Y-46-F [18]. Данная замена располагается в 
непосредственной близости от расположения описанных в литературе мутаций, которые 
заключаются в замене Gly54 на аминокислоту с боковой цепью – Glu,Arg,Trp,Val 
(рисунок 2). Такого рода замены связывают с развитием резистентности у Aspergillus 
fumigates к противогрибковым препаратам азолового ряда – позаконазолу и итраконазолу 
[13]. Аминокислотная заменаT-248-N (Thr/Asn) – расположена в области αG-спирали, 
недалеко от SRS3 (Substrate Recognition Site) региона цитохромов Р450; E-255-D – 
расположена вблизи αH-спирали. Данные мутации были описаны в литературе как у штамма, 
проявляющего резистентность к азолам, так и у чувствительных к данным соединениям 
изолятов [18, 19, 20] (рисунок 2). SRS-регионы – это участки в последовательности белка, 
которые определяют специфичность активного центра фермента по отношению к 
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субстратам/ингибиторам. Как правило, изменения в данных участках или прилегающих 
областях приводят к изменению лиганд-связывающих характеристик цитохромов Р450. 

 
В гене cyp51 Candida glabrata нами обнаружены мутации S-440-Cи G-450-D, а также 4 

нуклеотидные замены, которые не вносят изменений в аминокислотную последовательность 
указанного цитохрома (таблица 3). 

 
Таблица 3 – мутации в гене cyp51 патогенного гриба Candida glabrata 

 
 
 
Candida glabrata 

Нуклеотидные замены Аминокислотные замены
C201G – 
A717G – 
T768C – 

A1318T S-440-C 
G1349A G-450-D 
T1557A – 

Обе аминокислотные замены – Ser440 на цистеин и Gly450 на аспарагиновую кислоту – 
расположены недалеко от α-L-спирали Относительно мутаций гена cyp51 патогенного гриба 
Candida glabrata имеется мало информации. При множественном выравнивании 
аминокислотных последовательностей CYP51 различных штаммов Candida glabrata только в 
одном присутствовало две аминокислотных замены –I-64-M и I-473-T [21] (рисунок 3).  

Рисунок 3 – Выравнивание аминокислотной последовательности CYP51 азолрезистентного 
штамма Candida glabrata относительно последовательности из базы данных NCBI (CR380951.2). 

На рисунке также отмечены мутации, описанные у других азолрезистентных штаммов [21] 
 
В предыдущей работе, в процессе молекулярного клонирования, нами также было 

проведено секвенирование гена cyp51 из C. albicans, выделенного из образца, проявляющего 
резистентность к противогрибковым препаратам (рисунок 4). Результаты секвенирования 
позволили выявить однонуклеотидные замены, приводящие к замене аминокислотной 
последовательности: K-179-E, L-224-I, G-307-C, M-372-T – и 1 нуклеотидную замену, не 
изменяющую аминокислотный состав белка (таблица 4) [22]. 

Мутация L-224-I расположена в районе SRS2 участка и, возможно, вносит 
определенный вклад в развитие резистентности к ингибиторам CYP51. Кроме того, в этом 
регионе описаны еще две мутации – Т-229-А и P-230-L – которые также ассоциируются с 
развитием резистентности к препаратам азолового ряда (позаконазолу, итраконазолу, 
флюконазолу) [23, 24]. 

Рисунок 2 – 
Выравнивание амино-
кислотной последова-
тельности CYP51 
азолрезистентного 
штамма Aspergillus 

fumigates относительно 
последовательности из 
базы данных NCBI 
(XM_747044.1). На 

рисунке также отмечены 
мутации, описанные у 
других азолрезис-

тентных штаммов [13, 
18, 20] 
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Таблица 4 – мутации в гене cyp51 патогенного гриба Candidaalbicans 
 
 
Candida albicans 

Нуклеотидные замены Аминокислотные замены
A535G K-179-E 
T670A L-224-I 
G919T G-307-C 
T1115C M-372-T 
T1134C – 

Аминокислотная замена G-307-C является частью SRS4 участка, что также делает 
возможным ее участие в развитии резистентности к азолам. В литературе была описана 
мутация G-307-S, которая детектировалась только в азол-резистентных изолятах [25]. 

Мутация M-372-T расположена вблизи SRS5 участка. В литературе описана мутация |F-
380-S, которая входит в состав SRS5 участка и была обнаружена у резистентного к 
флюконазолу клинического изолята[26]. 

Таким образом, выявленные нами мутации не были описаны в литературе до 
настоящего времени и, возможно, вносят определенный вклад в развитие резистентности к 
ингибиторам CYP51 у C. albicans. 

Кроме этого, нами впервые получена форма рекомбинантного белка CYP51 C. albicans, 
содержащая указанные выше мутации. В ходе работы также были определены параметры, 
характеризующие взаимодействие C. albicans CYP51 с его основными ингибиторами – 
различными азольными соединениями (миконазол, эконазол, кетоконазол, флюконазол, 
вориконазол, клотримазол и др). Интересно отметить тот факт, что не наблюдается 
связывания данной формы фермента с флуконазолом и вориконазолом – лекарственными 
средствами, которые в настоящее время широко используются в противогрибковой терапии, 
в то время как высокая аффинность наблюдалась при взаимодействии с противогрибковым 
препаратом I-го поколения имидазолов –бифоназолом. Данный факт позволяет сделать 
вывод о том, что резистентность у патогенных агентов развивается как форма адаптации на 
воздействие ингибиторов данного фермента. При этом возникновение мутации приводит к 
развитию резистентности в отношении близких по химической структуре молекул[22]. 

Выводы 
Таким образом, в ходе проведенной работы был осуществлен молекулярный анализ  

первичной структуры стерол-14α-деметилаз резистентных штаммов патогенных грибов 
Candida guilliermondii, Aspergillus fumigatus, Candida glabrata и Candida albicans, которые 
выступают возбудителями внутрибольничных инфекций в ряде белорусских клиник. Были 
выявлены определенные мутации, которые, возможно, играют роль в развитии 
резистентности к противогрибковым препаратам азолового ряда. 

 
 

Рисунок 4 – 
Выравнивание амино-
кислотной последова-
тельности CYP51 азол-
резистентного штамма 

Candida albicans 
относительно после-
довательности из базы 

данных NCBI 
(ADI76633.1). На 
рисунке также от-
мечены мутации, 

описанные у других 
азолрезистентных 

штаммов [9] 
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