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CAR ЗА ПРЕДЕЛАМИ КЛАССИЧЕСКИХ CAR-T:  
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Химерный антигенный рецептор (CAR) представляет собой генно-инженерный рецептор, распо-
знающий антиген и вследствие этого запускающий сигнальный каскад в клетке. В  распознава-
нии и проведении сигнала участвуют домены CAR, происходящие от разных белков, поэтому 
CAR имеют смешанный доменный состав. T-Клетки, несущие CAR к опухолеассоциированным 
антигенам, легли в основу CAR-T-терапии – нового подхода к терапии злокачественных новообра-
зований. Несмотря на то что CAR-T-терапия показала высокую эффективность в лечении онкоге-
матологических заболеваний, этот подход имеет ряд недостатков, которые, потенциально, могут 
быть устранены при использовании в качестве эффекторных клеток других типов лейкоцитов. 
На  данный момент экспрессия CAR, приводящая к появлению или усилению цитотоксических 
свойств, показана для широкого спектра клеток как адаптивного, так и врожденного иммунитета. 
В  этом обзоре будут рассмотрены особенности функционирования CAR в разных типах клеток 
иммунной системы. Особое внимание будет уделено результатам доклинических и клинических 
исследований эффективности и безопасности потенциальных CAR-клеточных продуктов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: химерный антигенный рецептор, иммунотерапия, клеточная терапия, CAR, 
CAR-T, CAR-NK.

DOI: 10.31857/S0320972524050019 EDN: YPHDBX

Принятые сокращения: РТПХ  – реакция «трансплантат против хозяина»; СВЦ  – синдром выброса цитоки-
нов; ТКР – T-клеточный рецептор; CAR – химерный антигенный рецептор; CAR-M – макрофаги, экспрессирую-
щие CAR; CBCR – химерные B-клеточные рецепторы; CIK – цитокин-индуцированные киллеры; DC – дендрит-
ные клетки; DN T-клетки – двойные негативные T-клетки; iPSC – индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки; FDA – Управление по надзору за продуктами и лекарствами; GD2 – дисиалоганглиозид; MAIT – ассо-
циированные со слизистыми инвариантные T-клетки; MHC  – главный комплекс гистосовместимости; NK  – 
естественные киллеры; NKT-клетки  – естественные киллерные T-клетки; iNKT  – инвариантные NKT-клетки; 
NSCAR – несигнализирующий CAR; Treg – T-регуляторные клетки.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Химерный рецептор, состоящий из вариабель-
ного иммуноглобулинового домена и констант-
ных участков Т-клеточного рецептора  (ТКР), был 
впервые создан в 1987 г.  [1]. В этом исследовании 
химерный рецептор, распознающий бактериаль-
ный антиген фосфорилхолин, был экспрессирован 
на T-лимфобластных клетках линии  EL4. Первые 
T-лимфоциты, экспрессирующие химерные анти-
генные рецепторы (chimeric antigen receptor, CAR), 

были получены в 1993 г. [2]. CAR, созданный в этом 
исследовании, распознает 2,4,6-тринитрофенол и 
относится к числу рецепторов первого поколения. 
Он состоит из внеклеточного антигенраспознаю-
щего одноцепочечного вариабельного фрагмен-
та  scFv (single-chain variable fragment), который 
соединен трансмембранным участком с внутри-
клеточным сигнальным доменом CD3ζ, входящим 
в состав эндогенного  ТКР  [3]. CAR-T-клетки, экс-
прессирующие рецептор первого поколения, оказа-
лись недостаточно эффективными в уничтожении 
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злокачественных клеток, так как, несмотря на 
выраженные цитотоксические свойства, быстро 
переходили в истощенное состояние  [4]. В  2002  г. 
были получены CAR второго поколения, в которых 
между сигнальным и трансмембранным доме-
ном находился костимуляторный домен  CD28  [5]. 
CAR-T-клетки второго поколения, направленные 
против антигена  CD19, показали свою эффектив-
ность в распознавании и элиминации В-клеточ-
ных опухолей в мышиной модели  [6]. С  тех пор 
активно ведутся разработки CAR-T-лимфоцитов, 
направленных на различные опухолеассоцииро-
ванные антигены.

Особенно эффективно подход CAR-T показал 
себя в терапии онкогематологических заболева-
ний. По состоянию на 2023 г., Управление по над-
зору за продуктами и лекарствами (Food and Drug 
Administration, FDA) одобрило шесть CAR-T-клеточ-
ных терапевтических препаратов, направленных 
на лечение B-клеточных неоплазий  [7]. На  дан-

ный момент продукты CAR-T, успешно прошед-
шие клинические испытания и одобренные  FDA, 
основаны на CAR второго поколения, содержащих 
в качестве костимуляторных доменов сигнальные 
домены CD28 или 4-1BB. Тем не менее на стадии 
клинических исследований и разработок находят-
ся различные варианты CAR-T-терапии, химерный 
рецептор в которых состоит из различных имму-
номодулирующих доменов. В  частности, созданы 
рецепторы CAR третьего поколения, содержащие 
два костимуляторных домена, однако их примене-
ние в клинике ограничено выраженными побоч-
ными эффектами. В случае химерных рецепторов 
четвертого поколения CAR-T-клетки, помимо CAR, 
экспрессируют цитокины, которые увеличивают 
персистенцию CAR-T-клеток в опухолевом микро-
окружении [8].

Несмотря на значительные успехи CAR-T-
терапии в лечении онкогематологических забо-
леваний, у этого подхода есть ряд недостатков. 

Рис. 1. Преимущества и недостатки использования различных типов клеток при создании клеточных про-
дуктов, несущих CAR. ТКР – Т-клеточный рецептор; CAR – химерный антигенный рецептор; NKG2D – активи-
рующий рецептор; MR1 – неканонический главный комплекс гистосовместимости, близкий к I классу; CD1 – 
неканонический главный комплекс гистосовместимости, близкий к I классу
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Терапия становится неэффективной при утрате 
злокачественными клетками опухолевого антиге-
на, на который были нацелены химерные рецеп-
торы [8]. Кроме того, в случае солидных опухолей 
CAR-T-клетки зачастую не могут инфильтрировать 
опухоль и распознать антиген. Более того, на цито-
токсическую функцию CAR-T-клеток значительно 
влияет иммуносупрессивное опухолевое микро-
окружение, поэтому в настоящее время прогресс 
в терапии солидных опухолей с помощью подхода 
CAR-T ограничен  [9]. Наконец, выделение провос-
палительных цитокинов активированными CAR-T-
клетками может приводить к тяжелым побочным 
эффектам, таким как синдром выброса цитоки-
нов (СВЦ) и нейротоксичность [10]. В целом, и СВЦ, 
и нейротоксичность обусловлены быстрой актива-
цией и пролиферацией T-клеток, продуцирующих 
провоспалительные цитокины. Как правило, по-
добный ответ развивается в течение недели после 
введения CAR-T-клеток. Предполагается, что чрез-
мерное выделение провоспалительных цитокинов 
повышает проницаемость капилляров в голов-
ном мозге, что может привести к тяжелым нев-
рологическим симптомам и даже смерти. Тем  не 
менее молекулярные механизмы нейротоксично-
сти, развивающейся в результате CAR-T-терапии, 
окончательно не выяснены [10]. Нередко тяжелые 
побочные эффекты CAR-T-терапии обусловлены 
недостаточной регуляцией активности CAR-T-кле-
ток, которые иногда могут активироваться даже 
при отсутствии антигенного стимула [11].

Для преодоления указанных трудностей ве-
дется разработка новых стратегий для создания 
CAR-T-клеток  [12, 13]. Кроме того, активно иссле-
дуется возможность применения других, отлич-
ных от Т-клеток, лейкоцитов в роли клеток, несу-
щих  CAR  (рис. 1). На  сегодняшний день клетки, 
экспрессирующие CAR, были получены из γδ T-кле-
ток, регуляторных T-клеток, ассоциированных 
со слизистыми инвариантных T-клеток  (MAIT), 
двойных негативных (DN) T-клеток, естественных 
киллеров  (NK), естественных киллерных T-кле-
ток  (NKT-клеток), цитокин-индуцированных кил-
леров  (CIK), макрофагов, дендритных клеток  (DC) 
и даже B-лимфоцитов.

Доклинические исследования показали, что 
у многих альтернативных иммунных CAR-клеток 
при высокой противоопухолевой активности мно-
гие недостатки CAR-T выражены в меньшей сте-
пени либо полностью отсутствуют. Тем не менее 
на текущий момент такие CAR-клетки недоста-
точно изучены: лишь для нескольких препаратов 
такого рода запущены клинические испытания, 
находящиеся на I/II  фазах, или доступны данные 
доклинических исследований, остальные вари-
анты терапии находятся на стадии разработки. 
В  этом обзоре будут подробно освещены особен-

ности функционирования CAR в разных группах 
иммунных клеток, а также результаты имеющихся 
доклинических и клинических исследований.

CAR В ИММУННЫХ КЛЕТКАХ  
РАЗНЫХ ТИПОВ

Ниже будут рассмотрены особенности разных 
типов иммунных клеток, которые могут быть 
использованы в разработке новых подходов CAR-
опосредованной иммунотерапии. Также будут 
освещены актуальные результаты доклинических 
и, при наличии, клинических исследований по 
экспрессии и эффективности CAR в разных типах 
иммунных клеток.

Естественные киллеры или NK-клетки (от 
natural killers) относятся к числу клеток врожден-
ного иммунитета лимфоидного ряда. На  долю 
NK-клеток приходится около 10%  лимфоцитов пе-
риферической крови [14]. В отличие от T-лимфоци-
тов, они распознают злокачественные и инфициро-
ванные клетки организма с помощью множества 
неполиморфных активирующих и ингибирующих 
рецепторов, и направленность ответа NK-клетки в  
каждом случае  – это результат баланса сигналов. 
Если по совокупности сигналы от активирующих 
рецепторов перевешивают таковые от ингиби-
рующих рецепторов, то NK-клетка лизирует клет-
ку-мишень. NK-Клетки экспрессируют на своей 
поверхности множество активирующих и инги-
бирующих рецепторов, важнейшими среди кото-
рых являются рецепторы, распознающие главный 
комплекс гистосовместимости (main histocompati
bility complex) MHC I и MHC I-подобные молекулы. 
Те  клетки организма, которые экспонируют эти 
молекулы, воспринимаются NK-клетками как здо-
ровые [15]. Отметим, что эритроциты не несут на 
своей поверхности ни активирующих, ни инги-
бирующих лигандов для рецепторов NK-клеток, и 
потому не распознаются ими как мишень. Помимо 
MHC, NK-клетки могут узнавать и другие лиган-
ды на поверхности клеток, в частности, маркеры 
стресса MICA, MICB и UL16BP1 благодаря специаль-
ным рецепторам, к числу которых относится, на-
пример, рецептор NKG2D, присутствующий также 
на поверхности γδ  T-клеток  [16]. Кроме того, бла-
годаря экспрессии FcγRIIIa NK-клетки могут рас-
познавать и убивать клетки, опсонизированные 
антителами [17].

Цитотоксические функции NK-клеток реали-
зуются благодаря формированию иммунологиче-
ского синапса между NK-клеткой и клеткой-мише-
нью и последующей секреции литических гранул 
с гранзимом. Кроме литических гранул, NK-клетка 
может убивать клетку-мишень с помощью FasL 
и  TRAIL, запуская ее программируемую гибель. 
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Наконец, активированные NK-клетки выделяют 
ряд провоспалительных цитокинов, в частности 
интерферона  γ  (IFNγ) и фактора некроза опухо-
лей (TNF) [14].

Выраженные цитотоксические свойства, а 
также отсутствие, в отличие от T-клеток, необ-
ходимости в представлении антигенов в контек-
сте  MHC для распознавания клеток-мишеней спо-
собствовали развитию противораковой терапии, 
основанной на генетически модифицированных 
NK-клетках, в том числе экспрессирующих  CAR. 
В большинстве имеющихся исследований NK-клет-
ки были трансдуцированы конструктами  CAR, 
изначально разработанными для CAR-T-терапии. 
Помимо костимуляторных доменов CD28 и 4-1BB, 
некоторые из экспрессированных в NK-клетках 
CAR содержат костимуляторный домен 2B4 (рис. 2). 
Исходно рецептор 2B4 относится к числу активи-
рующих рецепторов NK-клеток семейства  SLAM 
(signaling lymphocytic activation molecule). Важно 
отметить, что конструкты CAR, изначально создан-
ные для экспрессии в T-клетках, функционируют 
в NK-клетках благодаря общности сигнальных 
путей, контролирующих активацию клеток обеих 
групп. В  частности, передача сигнала от некото-
рых активирующих рецепторов NK-клеток проис-
ходит при участии CD3ζ – сигнального домена CAR, 
предназначенных для T-клеток [18]. Отмечено, что 
NK-клетки, трансдуцированные CAR второго поко-
ления с 2B4, направленным против CD5, отличают-
ся от NK-клеток с CAR, содержащим CD28, повышен-
ной цитотоксической активностью в отношении 
злокачественных клеток, быстрой пролиферацией 
и усиленной продукцией цитокинов  [19]. Кроме 

того, в роли сигнального домена в составе  CAR 
для NK-клеток, помимо домена  CD3ζ, используют 
домены DAP10 и  DAP12. Эти домены задейство-
ваны в передаче сигнала от ряда активирующих 
рецепторов NK-клеток. Показано, что конструкты 
с доменом  CD3ζ превосходят таковые с  DAP10 по 
силе индуцируемой противоопухолевой актив-
ности, но уступают конструктам с DAP12  [20,  21]. 
Cifaldi et al. [22] предложили использовать DNAM-1 
в составе химерного рецептора, адаптированного 
под NK-клетки. DNAM-1 распознает лиганды PVR 
и нектин-2, присутствующие на инфицированных 
вирусами и многих злокачественных клетках. Ре-
цепторы, включающие, помимо DNAM-1, домены 
2B4 и CD3ζ, дополнительно активируют NK-клетки.

Стоит подчеркнуть, что NK-клетки, трансду-
цированные CAR, потенциально, могут проявлять 
цитотоксическую активность в отношении зло-
качественных клеток и CAR-независимым образом 
благодаря собственным активирующим рецепто-
рам, а также способности к распознаванию клеток, 
опсонизированных антителами  [20, 23]. Наличие 
CAR-независимой противоопухолевой активно-
сти может дополнительно усиливать эффектив-
ность CAR-NK-терапии. Более того, разнообразие 
активирующих рецепторов позволяет CAR-NK 
распознавать и уничтожать опухолевые клетки 
с измененным фенотипом, выжившие после про-
должительного лечения  [24]. Было показано, что 
под действием экзогенных IL-12 и IL-18 NK-клетки 
приобретают фенотип, подобный клеткам памя-
ти. Такие клетки уже показали свою эффектив-
ность на первых этапах испытаний на пациентах 
с  рецидивирующим или резистентным острым 

Рис. 2. Структура CAR, используемых при создании клеточного продукта из клеток различных типов. NK-Клет-
ки – естественные киллеры, NKT-клетки – естественные киллерные T-клетки
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миелоидным лейкозом. Дополнительная экспрес-
сия в них CAR, направленного против нуклеофоз-
мина 1 (NPM1), увеличила эффективность терапии 
и снизила частоту побочных эффектов [25]. Повы-
шенная чувствительность NK-клеток к активным 
формам кислорода, по сравнению с T- и B-клет-
ками, может быть устранена за счет экспрессии 
в них пероксиредоксина-1, что может улучшить 
персистенцию CAR-NK-клеток в закисленной среде 
солидных опухолей [26].

Доклинические и клинические исследования 
показали, что CAR-NK-клетки лишены многих 
недостатков CAR-T. Поскольку NK-клетки не несут 
вариабельного Т-клеточного рецептора, их адоп-
тивный перенос не приводит к развитию реакции 
«трансплантат против хозяина»  (РТПХ)  [27, 28]. 
Потенциально, это открывает дорогу к производ-
ству готовых («off the shelf») аллогенных клеточных 
препаратов, подходящих многим пациентам одно-
временно. Кроме того, перенос CAR-NK практически 
лишен риска СВЦ или нейротоксичности  [29, 30]. 
Наконец, в доклинических исследованиях CAR-NK 
показали себя эффективными не только в случае 
онкогематологических заболеваний, но и при тера-
пии солидных опухолей  [31]. Более того, на дан-
ный момент многие разработки CAR-NK-терапии,  
в том числе и против солидных опухолей, вышли 
из доклинических в клинические испытания.

В настоящее время зарегистрировано несколь-
ко десятков клинических испытаний, посвящен-
ных возможности использования CAR-NK-клеток, 
направленных к разным опухолевым антигенам, 

как в виде самостоятельной терапии, так и в ком-
бинации с другими терапевтическими подходами. 
Например, в одном исследовании испытуемые, 
наряду с CAR-NK против PD-L1, получают иммуно-
стимулятор N-803, запускающий пролиферацию 
и активацию NK- и CD8+ T-клеток, и пембролизу-
маб  – моноклональное антитело, ингибирующее 
PD-1 (NCT04847466). Было показано, что NK-клетки, 
в которые с помощью электропорации были по-
следовательно введены рецептор хемокина CXCR4 
и  CAR, направленный против BCMA, эффективно 
уничтожают клетки множественной миеломы [32]. 
Все клинические испытания CAR-NK-терапии в 
настоящее время находятся на I/II  фазах. В  ряде 
зарегистрированных на данный момент испыта-
ний исследуется CAR-NK-терапия онкогематологи-
ческих заболеваний, таких как множественная 
миелома (мишень  – BCMA; NCT05008536), B-кле-
точные лимфомы (мишень  – CD19; NCT05379647) 
и острый лимфобластный лейкоз (мишень  – 
CD19; NCT05563545). Кроме того, ведутся клиниче-
ские испытания эффективности и безопасности 
применения CAR-NK при различных солидных 
опухолях: раке яичников (мишень  – клаудин 6; 
NCT05410717), толстой кишки (мишень  – NKGD2L; 
NCT05213195), поджелудочной железы (мишень  – 
ROBO1; NCT03941457), простаты (мишень  – PSMA; 
NCT03692663) и других. Сведения о клинических 
испытаниях CAR-NK-клеток, направленных против 
разных мишеней, представлены в таблице. Успеш-
ное прохождение первой фазы в нескольких кли-
нических испытаниях CAR-NK показало высокую 

Некоторые зарегистрированные клинические испытания CAR-NK-клеток

Клиническое испытание Год открытия Фаза Заболевание Мишень

NCT02892695 2016 I/II лимфомы и лейкозы CD19

NCT03940833 2019 I/II множественная миелома BCMA

NCT02742727 2016 I/II лимфомы и лейкозы CD7

NCT02944162 2016 I/II острый миелоидный лейкоз CD33

NCT02839954 2016 I/II солидные опухоли MUCL

NCT03383978 2017 I глиобластома HER2

NCT03415100 2018 I метастазирующие солидные опухоли NKG2DL

NCT03941457 2019 I/II рак поджелудочной железы ROBO1

NCT03692663 2018 I рак предстательной железы PSMA

NCT05410717 2022 I/II рак яичника клаудин 6 
(CLDN6)

NCT05194709 2021 I развитые солидные опухоли 5T4

NCT05507593 2022 I немелкоклеточный рак легкого DLL3
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безопасность этого вида терапии и практически 
полное отсутствие побочных эффектов [33].

Несмотря на многочисленные достоинства, 
в данный момент есть некоторые ограничения в 
использовании терапии CAR-NK. CAR-NK-клетки 
характеризуются низким уровнем персистенции 
после адоптивного переноса: если срок жизни 
CAR-T-клеток в организме пациента может состав-
лять до 10 лет  [34], то у CAR-NK-клеток он не пре-
вышает нескольких недель  [35]. Кроме того, CAR-
NK-клетки с трудом поддаются экспансии ex vivo, 
плохо переносят замораживание и хранение  [36]. 
Тем не менее можно надеяться, что указанные 
сложности технического характера будут преодо-
лены. В частности, было показано, что персистен-
ция CAR-NK-клеток может быть увеличена вдвое 
за счет нокаута гена  CISH, кодирующего белок 
CIS – негативный регулятор сигналинга IL-15. При 
отсутствии CIS в CAR-NK-клетках активируется 
секреция IL-15, и поскольку CAR-NK-клетки сами 
несут на своей поверхности рецепторы IL-15, это 
способствует аутокринному усилению сигнально-
го пути IL-15. Высокая активность IL-15-опосредо-
ванного сигналинга, в свою очередь, способствует 
экспансии CAR-NK-клеток ex vivo, увеличивает пер-
систенцию и повышает противоопухолевые свой-
ства [37]. Вставка в конструкт CAR IL-15, кроме того, 
может повысить метаболический статус и акти-
вировать эффекторные функции CAR-NK-клеток, 
ослабленных взаимодействием с метаболически 
активными опухолями [38].

Еще одним фактором, способным снизить 
эффективность CAR-NK-терапии, является захват 
терапевтическими CAR-NK-клетками опухолевых 
антигенов по механизму трогоцитоза. Вследствие 
захвата опухолевого антигена CAR-NK-клетки 
сами становятся мишенью терапии и уничтожа-
ются другими NK-клетками по пути фратрицида, 
а количество опухолевых антигенов на целевых 
злокачественных клетках падает. Снижению рис-
ка фратрицида среди CAR-NK-клеток способствует 
одновременная экспрессия в них активирующего 
CAR, направленного против опухолевого антигена, 
и ингибирующего CAR, распознающего специфич-
ные для NK-клеток антигены [39].

γδ T-клетки. Примерно 3,7% циркулирующих 
в кровотоке T-клеток несут на поверхности TКР, 
образованный γ- и δ-цепями  [40, 41]. Такие «не-
классические» (в противовес «классическим» 
αβ  Т-клеткам) γδ  T-клетки значительно отлича-
ются от αβ  T-клеток, несущих ТКР из цепей  α и  β  
и составляющих преобладающую популяцию 
T-клеток кровотока. Так, распознавание антиге-
нов αβ  T-клетками возможно, только если анти-
ген представлен в контексте MHC. γδ T-клетки не 
требуют участия классических молекул MHC в рас-
познавании антигенов, и это обстоятельство зна-

чительно расширяет возможности для переноса 
γδ T-клеток между разными организмами и суще-
ственно снижает вероятность развития осложне-
ний, таких как  РТПХ. Относительно безопасный 
адоптивный перенос γδ T-клеток возможен еще и 
потому, что репертуары γ- и δ-цепей значительно 
менее разнообразны в популяции по сравнению 
с репертуарами цепей  α и  β. γδ T-клетки, как 
правило, распознают общие для разных людей 
молекулярные сигнатуры, свидетельствующие о 
развитии инфекционного процесса или появле-
нии злокачественных клеток, поэтому их нередко 
сближают с клетками врожденного иммунитета. 
На  клетки врожденного иммунитета γδ T-клетки 
похожи экспрессией Toll-подобных рецепторов и 
рецепторов, близких к активирующим рецепто-
рам NK-клеток, в частности, уже упоминавшего-
ся  NKG2D  [42]. Однако γδ T-клетки способны и к 
формированию иммунологической памяти, что 
заставляет причислять их к компонентам адап-
тивного иммунитета [43]. Отмечается, γδ T-клетки 
могут дифференцироваться в Th-подобные клетки 
и продуцировать широкий спектр цитокинов [44].

Большинство γδ T-клеток крови относится к 
числу Vγ9Vδ2  T-клеток. В  состав ТКР этих клеток 
входят сегменты Vγ9 и Vδ2, относящиеся к цепям γ 
и  δ соответственно. Vγ9Vδ2  T-клетки распознают 
фосфоантигены, поэтому для экспансии Vγ9Vδ2 
T-клеток ex vivo используют их синтетические 
аналоги, такие как золедроновая кислота  [45]. 
γδ  T-клетки, имеющие сегмент  Vδ1 в составе  ТКР, 
локализованы преимущественно в слизистых обо-
лочках [23].

Роль γδ  T-клеток в обеспечении противоопу-
холевой защиты впервые была показана у мышей, 
лишенных γδ T-клеток. Под воздействием химиче-
ских мутагенов у таких мышей наблюдается ран-
нее развитие плоскоклеточного рака кожи  [46]. 
Впоследствии важная роль γδ  T-клеток в работе 
противоопухолевого иммунитета была продемон-
стрирована на разных моделях опухолевого роста. 
В частности, было показано, что уровень инфиль-
трации злокачественных опухолей γδ T-клетками 
коррелирует с хорошим прогнозом в случае мно-
гих видов рака, например меланомы  [47] и рака 
желудка  [48]. Считается, что активность γδ  T-кле-
ток в отношении злокачественных клеток обеспе-
чивается их цитотоксическими свойствами, а так-
же продукцией  IFNγ и  TNF  [33]. Цитотоксичность 
γδ T-клеток обусловлена действием перфорина и 
гранзимов, кроме того, клетки способны к анти-
телозависимой клеточной цитотоксичности. Про-
тивоопухолевая активность присуща как  Vγ9Vδ2, 
так и Vδ1 T-клеткам [45, 48, 49].

Стоит отметить, что γδ  T-клетки не во всех 
случаях оказывают противоопухолевое действие: 
они могут проявлять и проопухолевые свойства. 
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Как правило, проопухолевое действие γδ T-клеток 
обусловлено продукцией ими интерлейкина 17 
(IL-17) и ряда других цитокинов. Например, при 
раке поджелудочной железы γδ T-клетки могут 
подавлять активность αβ  T-клеток, выделяя IL-10 
и IL-17 и способствуя повышению уровня экспрес-
сии PD-L1 в клетках опухоли [50].

Выраженная собственная противоопухоле-
вая активность вкупе с высокой безопасностью 
адоптивного переноса делает γδ T-клетки пер-
спективным инструментом в иммунотерапии 
онкологических заболеваний. Перенос пациенту 
немодифицированных γδ T-клеток после экспан-
сии ex  vivo оказался безопасным, но неэффектив-
ным  [45], поэтому в последнее время активно 
исследуется возможность усиления противоопу-
холевой активности γδ T-клеток посредством экс-
прессии в них CAR. Показано, что CAR-γδ T-клетки, 
направленные против CD19, эффективно распозна-
ют и уничтожают малигнизированные клетки, в 
том числе утратившие  CD19, причем цитотокси-
ческие свойства CAR-γδ T-клеток усиливаются по-
сле их обработки золедроновой кислотой  [51, 52]. 
Способность CAR-γδ T-лимфоцитов убивать злока-
чественные клетки крови, утратившие антиген, 
обусловлена высокой неспецифической цитоток-
сичностью γδ T-клеток по отношению к клеткам 
лейкоза, которая дополнительно усиливается 
под действием золедроновой кислоты в ходе экс-
пансии CAR-γδ T-клеток ex vivo. Сохранение цито-
токсических свойств в отношении злокачествен-
ных клеток крови, потерявших антиген, дает 
CAR-γδ T-клеткам важное преимущество [52].

CAR-γδ T-клетки могут быть эффективны и 
против солидных опухолей. Так, продемонстриро-
вано, что CAR-γδ T-клетки, направленные на анти-
ген нейробластомы дисиалоганглиозид  (GD2), не 
только лизируют злокачественные клетки, но и 
презентируют антигены αβ T-клеткам, активируя 
их в условиях in vitro. Возможно, CAR-γδ T-клетки 
могут эффективно представлять антигены и акти-
вировать αβ T-клетки in vivo, однако для проясне-
ния этого вопроса необходимы дальнейшие экспе-
рименты [23].

Большинство CAR, которые на данный момент 
удалось успешно экспрессировать в γδ T-клетках, 
относятся к числу рецепторов второго поколения 
и содержат домены CD28 и CD3ζ в качестве кости-
муляторного и сигнального доменов соответствен-
но [23] (рис. 2). В одном исследовании в γδ T-клетки 
была внесена генетическая конструкция CAR пер-
вого поколения, имеющего единственный внутри-
клеточный домен DAP10 и распознающего GD2 [53]. 
Отметим, что в γδ  T-клетках экспрессируются та-
кие костимулирующие молекулы, как CD28, CD27 и 
4-1BB, которые способствуют активации этих кле-
ток при передаче сигналов от CAR [54].

В ряде исследований в γδ  T-клетках была 
создана система комбинаторного распознавания 
антигена, функционирующая как логические 
операторы. Например, Fisher  et  al.  [53] получили 
CAR-γδ T-клетки, у которых упомянутый DAP10-CAR 
распознает GD2, а γδ-ТКР связывается с фосфоанти-
генами, которые экспрессируются злокачественны-
ми клетками и почти не экспрессируются нормаль-
ными клетками. Активация таких CAR-γδ T-клеток 
достигается только при взаимодействии с клет-
ками-мишенями, экспонирующими оба антигена, 
которые распознаются CAR и  ТКР, что снижает 
вероятность уничтожения нецелевых клеток.

Fleischer  et  al.  [53] получили γδ  T-клетки, экс-
прессирующие несигнализирующий CAR  (NSCAR), 
лишенный внутриклеточных активационных 
доменов, и потому не способный запускать цито-
токсическую реакцию при распознавании анти-
гена. γδ T-клетки, экспрессирующие NSCAR, могут с 
его помощью распознавать опухолевые антигены 
CD19 и  CD5 и благодаря этому взаимодействию 
сближаться со злокачественными клетками в про-
странстве. Тем не менее для прямой противоопухо-
левой активности необходима эндогенная MHC-не-
зависимая цитотоксичность γδ T-клеток. Показано, 
что γδ T-клетки, экспрессирующие NSCAR, отлича-
ются более выраженной цитотоксичностью в от-
ношении клеток B- и T-клеточного острого лимфо-
бластного лейкоза соответственно по сравнению с 
γδ T-клетками, экспрессирующими CAR против тех 
же антигенов (CD19 и CD5). Примечательно, что в 
случае αβ  T-клеток экспрессия NSCAR вместо CAR 
не привела к значимому усилению цитотоксиче-
ских свойств, из чего можно сделать вывод, что 
молекулярные механизмы, которые лежат в ос-
нове увеличения противоопухолевой активности 
γδ T-клеток при экспрессии NSCAR, фундаменталь-
но отличаются от таковых у αβ T-клеток [55].

В настоящее время проходит несколько кли-
нических испытаний, посвященных возможно-
стям использования CAR-γδ  T-клеток в иммуно-
терапии онкологических заболеваний, а именно: 
острого миелоидного лейкоза (мишени  – CD33, 
CD123; NCT03885076, NCT04796441), рецидиви
рующего или резистентного CD7+ T-клеточного 
лейкоза (мишень  – CD7; NCT04702841), различных 
B-клеточных онкогематологических заболеваний 
(мишени  – CD20, CD19; NCT04735471, NCT02656147, 
NCT04911478), а также рецидивирующих или резис
тентных солидных опухолей различного генеза 
(мишень  – NKG2DL; NCT04107142, NCT05302037). 
На  данный момент все перечисленные клиниче-
ские испытания находятся на I  фазе, поэтому су-
дить о клинической эффективности CAR-γδ T-кле-
ток пока преждевременно. Предполагается, что 
терапия на основе CAR-γδ T-клеток будет иметь 
преимущество, по сравнению с традиционной 
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CAR-T-терапией, в плане пониженного риска раз-
вития таких побочных эффектов, как СВЦ и ней-
ротоксичность  [49]. Стоит отметить, что исследо-
вания функционирования CAR-γδ T-клеток in vivo 
показали, что эти клетки могут лишь недолго 
персистировать в организме [52], что может быть 
существенным ограничением их применения в 
клинике.

NKT-Клетки (от natural killer T cells), как и 
γδ T-клетки, объединяют в себе свойства клеток 
адаптивного и врожденного иммунитета. NKT-
Клетки составляют менее  1% от T-клеток кро-
ви [56] и экспрессируют αβ ТКР, а также молекулы, 
характерные для NK-клеток, такие как CD16 (FcγR) 
и  CD56  [57]. В  отличие от T-лимфоцитов, NKT-
клетки распознают антигены только в контек-
сте CD1d – неклассической молекулы MHC, близкой 
к MHC I класса. NKT-Клетки принято подразделять 
на инвариантные NKT-клетки  (iNKT), или NKT-
клетки I типа, и NKT-клетки II типа. iNKT-Клетки 
характеризуются ограниченным репертуаром ТКР 
и распознают α-галактозилцерамид  (α-GalCer), а 
NKT-клетки II типа отличаются более широким 
репертуаром ТКР и не распознают α-GalCer [58].

Отмечено, что у пациентов с различными зло-
качественными новообразованиями, в частности, 
онкогематологическими, зачастую снижается ко-
личество NKT-клеток в крови [59], а также наруша-
ются их функции, например продукция  IFNγ  [60]. 
Кроме того, повышенное количество NKT-клеток 
в периферической крови, как и инфильтрация 
NKT-клеток в опухоль, как правило, коррелируют 
с благоприятным прогнозом для пациента [61, 62]. 
Выраженным противоопухолевым эффектом обла-
дают только iNKT, а NKT-клетки II типа могут даже 
подавлять иммунный ответ против злокачествен-
ных клеток. Цитотоксичность iNKT, опосредован-
ная гранзимами или FasL, активируется в результа-
те распознавания липидного антигена, связанного 
с  CD1d  [63]. Помимо прямого лизиса опухолевых 
клеток, iNKT-клетки могут модулировать актив-
ность других иммунных клеток (в частности, DC, 
NK-, B- и  T-клеток) посредством секреции провос-
палительных и противовоспалительных цитоки-
нов, таких как IFNγ, TNF, IL-4, IL-10 и IL-13 [64, 65]. 
Цитокины, выделяемые iNKT-клетками, могут так-
же влиять на опухолевое микроокружение, непря-
мым образом воздействуя на противоопухолевый 
иммунный ответ  [64]. Показано, что NKT-клетки 
с транзиентной экспрессией  CAR продуцируют 
меньше IL-6, чем трансдуцированные CD8+  CAR-T-
лимфоциты, и при этом сохраняют цитотоксиче-
скую активность. По  этой причине предполагает-
ся, что риск развития СВЦ при терапии CAR-NKT 
будет ниже, чем в случае CAR-T, но для прояснения 
этого вопроса необходимы дальнейшие исследо
вания [66].

Ряд свойств NKT-клеток делает их особенно 
привлекательными эффекторами CAR-терапии. 
Собственная противоопухолевая активность, 
включающая не только цитотоксические свойства, 
но и способность к перестройке опухолевого окру-
жения, может дополнять CAR-опосредованное дей-
ствие против злокачественных клеток. Поскольку 
NKT-клетки распознают антигены в контексте 
неполиморфного  CD1d, их аллогенный адоптив-
ный перенос не вызывает  РТПХ, благодаря чему 
становится возможным создание аллогенных CAR-
iNKT из клеток здоровых доноров [23]. Кроме того, 
NKT-клетки способны к быстрой пролиферации 
ex vivo, благодаря чему необходимое для создания 
клинического продукта количество клеток может 
быть получено сравнительно легко [56].

В первой работе, посвященной получению 
CAR-iNKT-клеток, в iNKT-клетках был экспресси-
рован CAR против антигена нейробластомы  GD2 
с сигнальными доменами 4-1BB и  CD3ζ  (рис.  2). 
Было показано, что 4-1BB обеспечивает поляриза-
цию CAR-iNKT в фенотип Th1, поэтому CAR-iNKT в 
условиях in vivo эффективно уничтожали клетки 
нейробластомы, при этом длительно персистируя 
в организме  [67]. Впоследствии было показано, 
что экспрессия  CD62L является маркером повы-
шенной персистенции и противоопухолевой ак-
тивности NKT-клеток, в том числе несущих  CAR.  
Введение анти-CD19 CAR-NKT-клеток, экспресси-
рующих  CD62L, мышам с B-клеточной лимфомой 
позволило добиться значительной регрессии 
заболевания  [68]. Исследование эффективности 
CAR-NKT-клеток, распознающих антиген клеток 
меланомы хондроитинсульфатпротеогликан  4 
(CSPG4), показало, что CAR-NKT уничтожают клет-
ки меланомы in vitro не менее эффективно, чем 
CAR-T  [69]. Недавно было объявлено о получении 
NKT-клеток, экспрессирующих CAR третьего поко-
ления, направленный против глипикана-3 (анти-
гена клеток гепатоцеллюлярной карциномы) и 
содержащий два костимуляторных домена – CD28   
и 4-1BB [70].

Успехи в доклиническом применении CAR-
NKT-клеток привели к запуску клинических 
испытаний CAR-NKT в терапии нейробластомы 
(мишень – GD2; NCT03294954, NCT02439788), а так-
же рецидивирующей или резистентной B-клеточ-
ной лимфомы (мишень  – CD19; NCT03774654) и 
других B-клеточных неоплазий (мишень  – CD19; 
NCT05487651). Малое количество клинических 
испытаний CAR-NKT на данный момент, веро-
ятно, связано с недостаточным объемом докли-
нических исследований. Также стоит отметить, 
что существенным ограничением для получения 
клинического продукта из CAR-NKT-клеток явля-
ется малая численность NKT-клеток в перифери- 
ческой крови.
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Регуляторные T-клетки (regulatory T cells, 
Tregs) – специализированная подгруппа CD4+ T-лим-
фоцитов, выполняющих иммуносупрессивную 
функцию. На  долю регуляторных T-клеток прихо-
дится от  5 до  10% CD4+  T-клеток в кровотоке  [71]. 
Ингибирующее действие регуляторных T-клеток 
на эффекторные T-клетки или антигенпрезентиру-
ющие клетки может быть прямым или непрямым. 
В  первом случае регуляторная T-клетка воздей-
ствует на клетку-мишень с помощью выделения 
противовоспалительных цитокинов, таких как 
IL-35, IL-10 или  TGF-β, или высвобождения гран-
зима из литических гранул, что приводит к гибели 
мишени. Непрямые механизмы включают воздей-
ствие на мишень не самой регуляторной T-клетки, 
а других клеток, подвергшихся действию регуля-
торных T-клеток [72].

Способность регуляторных T-клеток ингиби-
ровать эффекторные иммунные клетки делает 
потенциально возможным их использование в 
терапии заболеваний и состояний, связанных с 
избыточной иммунной реакцией, например, при 
трансплантации. Однако первые исследования 
терапевтических свойств поликлональных регу-
ляторных T-клеток показали, что их адоптивный 
перенос индуцирует неспецифическую толерант-
ность, снижает сопротивляемость организма ин-
фекциям и повышает риск развития злокачествен-
ных новообразований  [73]. Экспрессия  CAR дает 
возможность направить регуляторные T-клетки 
прицельно в ткань-мишень, сохраняя исходную 
ингибирующую активность этих клеток, но в то 
же время избегая индукции нежелательной им-
мунологической толерантности. Первые создан-
ные CAR-Treg были предназначены для терапии 
колита в мышиной модели  [74], а вскоре было 
сообщено о получении первых CAR-Treg чело- 
века [75].

В большинстве исследований CAR-Treg, опуб-
ликованных на данный момент, регуляторные 
T-клетки экспрессируют CAR второго поколения, 
и в качестве костимуляторного домена выступа-
ют  CD28 или  4-1BB. Систематический анализ ак-
тивности CAR второго поколения, направленных 
против человеческого лейкоцитарного антигена 
HLA-A2, с различными костимуляторными домена-
ми в регуляторных T-клетках показал, что в этих 
клетках лучше всего функционирует CAR с  CD28 
в своем составе. Дополнительно увеличивает су-
прессивные свойства таких клеток экспрессия в 
них IL-10 [76]. Установлено, что, в отличие от клас-
сических CAR-T, CAR-Treg с доменом  CD28 отлича-
ются лучшей персистенцией, чем с  4-1BB  [77,  78]. 
Кроме того, в настоящее время исследуются регу-
ляторные T-клетки, экспрессирующие CAR треть-
его поколения, которые содержат и CD28, и  4-1BB 
костимуляторные домены [79–81].

За более чем 10  лет, прошедших с момента 
создания первых CAR-Treg, были получены CAR-
Treg разной специфичности, характеризующиеся 
высокой эффективностью, стабильностью и увели-
ченной персистенцией в мышиных моделях  [82]. 
Кроме того, по сравнению с CAR-T, CAR-Treg от-
личаются сниженной потребностью в  IL-2  [83]. 
В  мышиных моделях показан эффект CAR-Treg в 
предотвращении или уменьшении симптомов 
РТПХ, заболеваний, связанных с чрезмерной ак-
тивностью иммунной системы, гемофилии и дру-
гих болезней [73]. На данный момент только одно 
исследование, посвященное CAR-Treg, перешло на 
стадию клинических испытаний  (NCT04817774). 
В  рамках этого исследования оценивается эффек-
тивность и безопасность использования CAR-Treg 
при пересадке почки. В  этом исследовании CAR 
распознает HLA-A2 в органе-реципиенте, и за счет 
этого CAR-Treg привлекаются к нему, подавляя 
иммунный ответ.

T-Лимфоциты, ассоциированные со слизи-
стыми. Ассоциированные со слизистыми инва-
риантные T-клетки (mucosal-associated invariant 
T cells,  MAIT) в качестве антигенов распознают 
метаболиты витаминов  B2 и  B9 бактериального 
происхождения в комплексе с неклассической 
молекулой MHC MR1  [84]. На  долю MAIT может 
приходиться от 1 до 8% T-клеток периферической 
крови [85]; также эти клетки локализуются в сли-
зистых оболочках и лимфоидной ткани. ТКР MAIT 
состоит из практически неполиморфных цепей  α 
и  β, и большая часть MAIT экспрессирует  CD8. 
Эти  клетки содержат гранулы с гранзимами и 
обладают цитотоксическими свойствами  [86], а в 
активированном состоянии секретируют провос-
палительные цитокины IFNγ, TNF и IL-17 [87].

MAIT участвуют в защите от инфекций пре-
имущественно бактериальной природы, а также 
вовлечены в патогенез многих неинфекционных 
болезней, таких как аутоиммунные заболевания, 
воспалительное заболевание кишечника, целиа-
кия, а также злокачественные заболевания  [84]. 
Отмечено, что уровень MAIT в кровотоке снижает-
ся при раке толстой кишки, причем клетки мигри-
руют в опухоль и оказывают противоопухолевое 
цитотоксическое действие, выделяя гранзимы [88]. 
Уменьшение количества  MAIT наблюдается и у 
пациентов с множественной миеломой [89]. В не-
которых случаях MAIT, активно мигрирующие в 
опухоль, подвергаются иммуносупрессивному 
влиянию опухолевого микроокружения и утрачи-
вают способность к секреции IFNγ [90].

Тот факт, что MAIT сами по себе активно ин-
фильтрируют опухолевую микросреду, кроме того, 
их цитотоксические свойства могут быть исполь-
зованы в разработке иммунотерапии опухолей. 
Поскольку MAIT распознают только антигены, 
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связанные с неклассической молекулой MHC 
I  класса MR1, вероятность развития РТПХ при 
использовании CAR-MAIT будет ниже, чем в слу-
чае цитотоксических CAR-T  [23]. Dogan  et  al.  [86] 
экспрессировали CAR против антигенов CD19 
или  HER2 в первичных MAIT человека. Получен-
ные CAR-MAIT демонстрировали цитотоксические 
свойства по отношению к клеткам B-клеточной 
лимфомы и рака молочной железы соответствен-
но. Показано, что активированные CAR-MAIT по 
цитотоксичности в отношении клеток-мишеней 
не уступали CD8+  CAR-T-лимфоцитам, однако про-
дуцировали значительно меньше IFNγ и других 
провоспалительных цитокинов. Последнее наблю-
дение дает основания полагать, что вероятность 
развития СВЦ и нейротоксичности при введении 
CAR-MAIT в организм пациента будет ниже, чем 
в случае CAR-T  [87]. Тем не менее для дальней-
шей оценки безопасности и противоопухолевых 
свойств CAR-MAIT необходимы их исследования 
in vivo с использованием лабораторных животных, 
а также клинические испытания.

Двойные негативные T-клетки. DN  T-клетки 
характеризуются экспрессией CD3 при отсутствии 
экспрессии как CD4, так и  CD8. Для DN  T-клеток 
также характерна экспрессия  CD25  [91], кото-
рый на высоком уровне экспрессируют  Treg. ТКР 
DN T-клеток могут быть представлены как αβ-, так 
и γδ-цепями. На долю DN T-клеток приходится от 3 
до  5% T-клеток крови  [92]. DN  T-клетки обладают 
выраженным супрессивным действием в отно-
шении различных групп иммунных клеток (CD4+ 
и  CD8+  T-клеток, B-клеток и NK-клеток), которое 
было отмечено как in vitro, так и in vivo. Благодаря 
этому DN T-клетки играют важную роль в предот-
вращении РТПХ и поддержании толерантности в 
отношении алло- или ксенотрансплантата [93–95]. 
Таким образом, DN T-клетки можно рассматривать 
как неканоническую подгруппу Treg.

Несмотря на иммуносупрессивное действие в 
отношении многих иммунных клеток, DN T-клет-
ки обладают собственными MHC-независимыми 
цитотоксическими свойствами. DN T-клетки могут 
запускать гибель злокачественных клеток через 
FasL  [96], TRAIL и другие поверхностные белки, 
ассоциированные с цитотоксичностью [97]. Кро-
ме того, они экспрессируют перфорин и гранзим, 
а также продуцируют TNF и  IFNγ  [97]. Помимо 
MHC-независимой цитотоксичности, DN  T-клетки 
обладают и другими свойствами, которые делают 
потенциально возможным их использование в им-
мунотерапии злокачественных заболеваний: лег-
кость экспансии ex vivo [98], отсутствие внеопухо-
левой цитотоксической активности и сниженный 
риск отторжения после аллогенного переноса [99].

Возможность экспрессии CAR в DN  T-клетках 
исследована слабо. В 2022 г. Vasic  et al.  [99] сооб-

щили о получении DN  T-клеток, несущих CAR 
против  CD19, и сравнили их противоопухолевые 
свойства с таковыми у традиционных CAR-T-кле-
ток, также направленных против  CD19. Авторы 
заявили, что CAR-DN T-клетки по противоопухоле-
вым свойствам как in vitro, так и in vivo не усту-
пали традиционным CAR-T-клеткам, однако не 
вызывали РТПХ  [99]. Тем не менее полученные 
результаты требуют независимого подтверждения 
в других исследованиях.

Цитокин-индуцированные киллеры (CIK 
от cytokine induced killers)  – гетерогенная группа 
CD8+  T-клеток, фенотипически и функционально 
близких к NK-клеткам  [100,  101]. CIK  происходят 
из CD3+ T-лимфоцитов, которые в процессе экспан-
сии начинают экспрессировать CD56. Исходно CIK 
были получены из лимфокин-ассоциированных 
киллеров (лимфоцитов, приобретающих способ-
ность к лизису опухолевых клеток после инкуба-
ции с IL-2 [102]) в ходе оптимизации протокола их 
экспансии. Лимфокин-ассоциированные киллеры 
(lymphokine associated killer, LAK) были получены 
еще в  1980-х  гг.  [103], однако, несмотря на их вы-
раженные цитотоксические свойства в отноше-
нии опухолевых клеток, затрудненная экспансия 
ex  vivo ограничила возможности их применения. 
Строго регулируемое по времени добавление к 
LAK IFNγ, IL-2 и моноклонального антитела к CD3, 
обладающего митогенным действием, привело к 
получению CIK [104]. В настоящее время эти клетки 
можно относительно дешево получить из Т-клеток 
периферической или пуповинной крови.

Цитотоксическое действие CIK требует участия 
рецептора NKG2D и проявляется в высвобождении 
содержимого литических гранул с гранзимом. 
С помощью NKG2D CIK распознают на поверхности 
клетки-мишени стресс-индуцируемые молекулы, 
такие как UL16BP и  MICA/MICB [105]. Сигналинг 
через  ТКР также остается возможным, поэтому 
долгое время использование CIK ограничивалось 
аутологичной терапией из опасения острой РТПХ. 
Однако недавно была показана относительная 
безопасность применения  CIK на базе донорских 
клеток после аллотрансплантации гемопоэтиче-
ских стволовых клеток. Предполагается, что это 
связано с короткой персистенцией терминально 
дифференцированных CD3+  CD56+-клеток, а также 
с пониженной экспрессией некоторых хоминговых 
рецепторов [106].

Благодаря выраженным цитотоксическим 
свойствам, способности к быстрой экспансии 
ex vivo и распознаванию опухолевых клеток с 
помощью NKG2D, а также безопасности при алло-
генном адоптивном переносе CIK рассматриваются 
как перспективные эффекторы CAR-клеточной те-
рапии  [107]. В  нескольких доклинических иссле-
дованиях была показана эффективность CAR-CIK 
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против гематологических и солидных опухолей. 
Например, продемонстрировано, что CIK, экспрес-
сирующие CAR против CD19, содержащий домены 
CD28/4-1BB и CD3ζ, эффективно уничтожают клет-
ки B-клеточного острого лимфобластного лейко-
за [108, 109]. CIK, несущие CAR к соответствующим 
опухолевым антигенам, эффективно уничтожали 
клетки рака толстой кишки, острого миелобласт-
ного лейкоза, саркомы мягких тканей и других 
видов опухолей  [107]. Для некоторых CAR было 
отмечено, что их экспрессия в CIK приводит к уве-
личению продукции  IFNγ и  TNF по сравнению с 
CIK, не экспрессирующими CAR [110, 111].

По состоянию на 2022 г. зарегистрировано одно  
клиническое испытание CAR-CIK, в котором иссле-
дуется эффективность и безопасность CD19-CAR-CIK 
при остром лимфобластном лейкозе (NCT03389035). 
Таким образом, для получения информации об 
эффективности CAR-CIK требуется дальнейшее 
изучение.

Макрофаги. Специализированные фагоцити-
рующие клетки тканей, макрофаги, интенсивно 
инфильтрируют строму солидных опухолей и яв-
ляются важным компонентом опухолевого мик-
роокружения. Распознавая чужеродные агенты с 
помощью рецепторов врожденного иммунитета, 
в первую очередь Toll-подобных и NOD-подобных 
рецепторов, макрофаги активируются и продуци-
руют провоспалительные цитокины, такие как 
TNF, IL-1β, IL-6, IL-12 и IL-23, которые воздейству-
ют на многие клетки в микроокружении опухоли 
и, в частности, способствуют противоопухолевой 
активности T- и NK-клеток. Описанные макрофаги 
с провоспалительными свойствами имеют так на-
зываемый M1-фенотип. Макрофаги фенотипа  M2, 
напротив, препятствуют воспалению и развитию 
противоопухолевого T-клеточного иммунитета и 
способствуют росту опухоли, продуцируя цито-
кины IL-4, IL-5 и IL-13. Основная физиологическая 
роль M2-макрофагов заключается в заживлении 
ран [112]. Макрофаги, находящиеся в опухолевом 
микроокружении, известны как ассоциирован-
ные с опухолями макрофаги (tumor associated 
macrophages,  TAM). TAM с фенотипом M2 способ-
ствуют росту и метастазированию опухоли, а также 
обладают иммуносупрессивными свойствами [66]. 
Таким образом, важной задачей противоопухоле-
вой иммунотерапии, задействующей TAM, являет-
ся их поляризация в направлении фенотипа  M1, 
способствующего уничтожению неоплазии.

Способность макрофагов к фагоцитозу может 
быть усилена за счет экспрессии в них CAR, несу-
щих внутриклеточные домены, которые запускают 
сигнальные пути активации фагоцитоза. В одном 
из первых исследований, посвященных CAR-мак
рофагам (CAR-M), первичные моноциты человека 
были трансдуцированы CAR против карцино-

эмбрионального антигена  (CEA) с CD64  (FcγRI) в 
качестве сигнального домена. Полученные CAR-M 
обладали противоопухолевой активностью in vitro 
и in vivo, однако ее молекулярный механизм был 
неясен [113]. Дальнейшие исследования показали, 
что экспрессия CAR, содержащих рецептор фаго-
цитоза Megf10 или  FcγR в качестве сигнальных 
доменов, усиливает фагоцитарную активность 
макрофагов  [114, 115]. На  интенсивности фагоци-
тоза положительно сказывается и экспрессия CAR 
с сигнальным доменом CD3ζ, гомологичным FcγRI.

Продемонстрировано, что макрофаги, экспрес-
сирующие CAR против  CD19 с доменами Megf10 
или  FcγR, эффективно уничтожают CD19-положи-
тельные опухолевые клетки, причем полный фаго-
цитоз клеток имеет место лишь в небольшой доле 
случаев, и большую часть злокачественных кле-
ток макрофаги уничтожают посредством трогоци-
тоза  [116]. Zhang  et  al.  [116] получили макрофаги,  
экспрессирующие анти-CD19 CAR второго поко-
ления с сигнальным доменом  CD3ζ и костиму-
лирующим доменом  4-1BB, из индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток  (iPSC). Такие 
макрофаги фагоцитировали опухолевые клетки 
в культуре и продуцировали провоспалительные 
цитокины, однако in vivo оказывали лишь мини-
мальный эффект на рост опухоли [117].

Установлено, что сама процедура создания 
CAR-М запускает их поляризацию в провоспа-
лительные клетки. В  частности, показано, что 
трансдукция аденовирусным вектором, кодирую-
щим  CAR, и последующая экспрессия  CAR поля-
ризует макрофаги в направлении фенотипа  M1, 
который сохраняется в опухолевом микроокруже-
нии [118]. Более того, CAR-M способны к кросс-пре-
зентации опухолевых антигенов после фагоцито-
за. Установлено, что макрофаги, экспрессирующие 
CAR против  HER2 (антиген клеток рака молочной 
железы), фагоцитируют опухолевые клетки и пре-
зентируют процессированные антигены. Показано, 
что CAR-M запускают системный противоопухоле-
вый иммунитет  [119]. На  мышиной модели рака 
яичника было показано, что однократное введение 
CAR-M существенно повышает выживаемость и за-
медляет развитие опухоли, однако у всех мышей в 
конечном итоге рост опухоли возобновлялся [115]. 
Тем не менее способность CAR-М превращать мик-
роокружение опухоли в провоспалительную среду 
делает потенциально возможным их применение 
в качестве дополнения к CAR-T или другим видам 
иммунотерапии.

Макрофаги могут продуцировать матриксные 
металлопротеиназы, которые вызывают значитель-
ные перестройки межклеточного матрикса опухо-
ли и влияют на архитектуру новообразования, и 
это их свойство также может быть использовано 
в CAR-терапии. Было показано, что экспрессия CAR 
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со специфичностью к  HER2 и с  CD147 в качестве 
трансмембранного и внутриклеточного домена в 
макрофагах стимулирует секрецию ими матрикс-
ных металлопротеиназ. На мышиной модели рака 
молочной железы было продемонстрировано, что 
введение указанных CAR-M приводит к перестрой-
ке опухолевого матрикса, которая способствует ин-
фильтрации T-клеток в опухоль. Отмечается, что 
в крови больных мышей, участвующих в экспе-
рименте, были снижены уровни провоспалитель-
ных цитокинов, ассоциированных с СВЦ (IFNγ, TNF 
и IL-6), в то время как в самой опухоли уровни 
IL-12 и IFNγ были повышены  [120]. Можно пред-
положить, что терапия CAR-М будет сопряжена  
с пониженным риском развития СВЦ.

Имеющихся на данный момент сведений не-
достаточно, чтобы делать выводы об эффективно-
сти и безопасности CAR-М-терапии для человека. 
То обстоятельство, что макрофаги являются одним 
из основных типов клеток, запускающих  СВЦ, 
делает необходимой более детальную проверку 
безопасности CAR-M. Кроме того, моноциты пери-
ферической крови отличаются гетерогенностью, 
и есть вероятность, что полученные из них CAR-M 
при системном применении будут чаще пере-
мещаться не в опухоль, а в здоровые ткани  [23], 
что может привести к выраженным побочным 
эффектам со стороны различных систем органов. 
На  данный момент в клинические испытания 
вышла только одна разработка CAR-М, направлен-
ных против солидных опухолей со сверхэкспрес-
сией HER2 (NCT04660929).

Дендритные клетки. Будучи профессиональ-
ными антигенпрезентирующими клетками, DC за-
действованы как в созревании наивных T-клеток, 
так и в реактивации T-клеток памяти. Во  время 
презентации антигена T-клеткам DC продуцируют 
цитокины, модулирующие активность T-клеток. 
DC,  находясь в микроокружении опухоли, могут 
как вызывать иммунную толерантность, так и 
способствовать развитию противоопухолевого им-
мунного ответа [121, 122]. Кроме того, DC способны 
к кросс-презентации опухолевых антигенов цито-
токсическим CD8+ T-клеткам, тем самым усиливая 
противоопухолевый ответ [123].

Потенциал DC, экспрессирующих  CAR, как 
способа управления противоопухолевой актив-
ностью CAR-T-клеток изучен слабо. Suh et al.  [123] 
исследовали возможность использования DC, экс-
прессирующих CAR (CAR-DC), для привлечения в 
опухолевую микросреду и активации CAR-T-кле-
ток посредством секреции цитокинов. Показано, 
что экспрессия CAR к  CD33 в  DC способствует их 
перемещению в костный мозг у мышей с острым 
миелоидным лейкозом. Кроме того, у мышей, 
получивших CAR-DC и CAR-T, также направлен-
ных против CD33, значительно повышались уров-

ни  IL-12, IFNγ и  TNF, кроме того, возросла общая 
выживаемость по сравнению с мышами, полу-
чившими только CAR-T. Таким образом, одновре-
менное введение CAR-DC и CAR-T существенно 
увеличивает эффективность уничтожения злока-
чественных клеток [124]. Стоит отметить, что без-
опасность возможного клинического применения 
CAR-DC должна быть особенно тщательно изучена, 
поскольку секретируемый IL-12 в высокой концен-
трации может обладать системным токсическим 
действием [125]. На  сегодняшний день нет ни од-
ного зарегистрированного клинического испыта-
ния, посвященного CAR-DC.

B-Клетки. Помимо T-клеток и клеток врожден-
ного иммунитета, интерес для CAR-технологии 
представляют и B-клетки. Благодаря способности 
дифференцироваться в долгоживущие плазмати-
ческие клетки, секретирующие антитела, B-лимфо-
циты могут стать безопасным и контролируемым 
источником терапевтических моноклональных 
антител, а экспрессия в них CAR к определенным 
опухолевым антигенам делает возможной тар-
гетную доставку антител, лишенную побочных 
эффектов системного введения последних.

Несмотря на привлекательную перспективу, 
исследования экспрессирующих CAR B-клеток и 
их терапевтического применения на данный мо-
мент ограничены. Возможность лентивирусной 
трансдукции B-клеток и последующей экспрес-
сии CAR в них была показана в  2018  г., когда был 
описан пациент с рецидивом B-клеточной лим-
фомы, возникшей от единственного B-клеточного 
клона, случайно трансдуцированного CAR  [126]. 
Вскоре Pesch  et  al.  [126] продемонстрировали, что 
гены, кодирующие химерные B-клеточные рецеп-
торы  (CBCR), можно внедрять в B-клетки с помо-
щью геномного редактирования методом CRISPR/
Cas9. Структура CBCR, использованного в этой ра-
боте, включала трансмембранный участок  CD28 
и  CD79β, сигнальный домен BCR вместо класси-
ческого  CD3ζ. Внедрение гена, кодирующего CBCR 
указанного состава, в первичные B-клетки мыши 
привело к обильному представлению CBCR на их 
поверхности и дало им возможность распознавать 
антигены без участия собственных В-клеточных 
рецепторов  [127]. На  данный момент противо-
опухолевая активность и терапевтическая эффек-
тивность B-клеток, экспрессирующих химерные 
рецепторы, остается неизвестной, равно как и их 
безопасность для человека.

ОДНА МИШЕНЬ –  
НЕСКОЛЬКО ТИПОВ CAR-КЛЕТОК

В первых исследованиях, посвященных проти-
воопухолевому действию лейкоцитов разных типов,  
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экспрессирующих CAR, в качестве мишеней для 
химерных рецепторов использовался небольшой 
набор опухолеассоциированных антигенов, среди 
которых CD19, GD2 и другие. На сегодняшний день 
CAR-клетки, эффективно распознающие некоторые 
опухолевые антигены, были получены из разных 
типов лейкоцитов. Полученные из разных источ-
ников CAR-клетки, распознающие один и тот же 
опухолевый антиген, потенциально, создают про-
странство для маневра при выборе оптимальной 
терапии для каждого пациента, поскольку эффек-
торные свойства разных групп лейкоцитов отли-
чаются.

Четыре из шести препаратов CAR-T, одобрен-
ных FDA на данный момент, направлены против 
антигена  CD19 и предназначены для терапии 
B-клеточных неоплазий. Несмотря на продемон-
стрированную высокую эффективность, анти-CD19 
CAR-T-терапия дает опасные побочные эффекты, в 
первую очередь СВЦ и нейротоксичность, у значи-
мой доли пациентов. Так, применение препарата 
Axicabtagene ciloleucel, представляющего собой 
CAR-T-клетки с костимуляторным доменом CD28 и 
сигнальным доменом  CD3ζ, вызывает СВЦ у  93% 
и нейротоксичность  – у  67%  пациентов  [128, 129]. 
К  настоящему моменту CAR-клетки, эффективно 
распознающие CD19-положительные злокаче-
ственные клетки и уничтожающие их, были 
получены из γδ T-клеток  [52], MAIT-клеток  [87], 
NKT-клеток [68], NK-клеток [29], DN  T-клеток [100], 
CIK  [108] и  макрофагов  [114, 115]. Регуляторные 
T-клетки, экспрессирующие  CD19, были созданы 
для подавления продукции антител и предотвра-
щения РТПХ [130].

Доклинические исследования, а также иссле-
дования на небольших группах пациентов пока-
зали, что анти-CD19 CAR-клетки, отличные от 
цитотоксических T-клеток, демонстрируют выра-
женный противоопухолевый эффект при мень-
шей, чем при CAR-T, частоте побочных эффектов. 
Однако многие из упомянутых клеточных продук-
тов пока не вышли на полномасштабные клини-
ческие испытания, а те продукты, для которых 
запущены клинические испытания, на данный 
момент находятся только на начальных фазах, 
поэтому делать выводы относительно их безопас-
ности и эффективности преждевременно.

Еще два препарата CAR-T, одобренных FDA, 
Idecabtagene vicleucel и Ciltacabtagene autoleucel, 
направлены против антигена  BCMA и предназна-
чены для терапии множественной миеломы. Как 
и в случае с терапией анти-CD19 CAR-T, высокая 
эффективность этих препаратов сочетается со зна-
чительным риском СВЦ или нейротоксичности: в 
случае Idecabtagene vicleucel эти риски составляют 
76% и 42%, в случае Ciltacabtagene autoleucel – 92% 
и 20% соответственно  [131, 132]. Заявлено о полу-

чении CAR-NK-клеток, нацеленных на распознава-
ние BCMA [133], однако разработка пока не посту-
пила в клинические исследования.

В случае терапии солидных опухолей также 
существуют примеры получения CAR-клеток из 
разных лейкоцитов, направленных на один опухо-
леассоциированный антиген. Так, CAR-клетки, рас-
познающие GD2 (антиген нейробластомы), были 
получены из γδ T-клеток и NKT-клеток. На данный 
момент на этапе клинических испытаний нахо-
дятся только CAR-NKT-клетки, распознающие GD2, 
но и это испытание находится только на первой 
фазе, поэтому безопасность и эффективность обоих 
клеточных продуктов еще нуждается в проверке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Последние 20  лет ознаменовались громкими 
успехами подхода CAR-T в терапии онкогемато-
логических заболеваний, и уже шесть CAR-T-пре-
паратов были одобрены FDA для клинического 
использования. Несмотря на недостатки «традици-
онных» CAR-T, долгое время исследование возмож-
ностей получения CAR-клеток из других лейкоци-
тов не получало должного внимания. Результаты 
доклинических исследований эффективности и 
безопасности CAR-клеток, проведенных на куль-
турах клеток и мышиных моделях, свидетель-
ствуют о потенциальной возможности использо-
вания широкого спектра CAR-клеток для терапии 
онкологических заболеваний у человека, включая 
солидные опухоли. Систематический обзор накоп-
ленных данных по экспрессии в разных группах 
лейкоцитов CAR к различным мишеням приводит-
ся в таблице в статье Qin  et  al.  [33]. Тем не менее 
на данный момент даже клеточные продукты, 
которые проходят клинические исследования, на-
ходятся только на I/II  фазах испытаний, при том 
что подавляющее большинство разработок тера-
певтических препаратов на основе CAR-экспресси-
рующих иммунных клеток пока не продвинулось 
дальше доклинических исследований.

Хотя альтернативные CAR-клеточные про-
дукты могут обладать важными преимуществами 
перед традиционными CAR-T, такими как снижен-
ный риск развития СВЦ и нейротоксичности в ходе 
терапии, по ряду параметров CAR-T пока остается 
впереди. Поскольку сигнальные пути, стоящие за 
активностью CAR, отличаются в разных группах 
клеток адаптивного и врожденного иммунитета, 
при создании CAR для экспрессии в иммунных 
клетках разных типов критически важное значе-
ние имеет выбор костимуляторных и сигнальных 
доменов. Включение в состав CAR домена, который 
недостаточно функционален в клетках данного 
типа, может привести к снижению активности CAR 
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и, как следствие, уменьшению терапевтической 
эффективности. Например, в случае макрофагов 
сигнальный домен Megf10 в составе CAR оказыва-
ется эффективнее, чем CD3ζ, который оптимально 
функционирует в T-клетках. Таким образом, под 
каждый новый вид клеток, в которых экспресси-
руют  CAR, может потребоваться «адаптация» ре-
цептора и определение доменов, обеспечивающих 
передачу сигналов от активированного рецептора 
на необходимом уровне. В  случае традиционных 
CAR-T выбор доменов для включения в состав CAR 
исследован значительно лучше. Кроме того, неко-
торые иммунные клетки подвергаются экспансии 
ex  vivo с большим трудом, и получение достаточ-
ного их количества может потребовать немало 
времени и средств, что существенно ограничи-
вает возможности получения из них клинически 
релевантного продукта. Впрочем, в некоторых 
случаях удается найти альтернативные источники 
для получения лейкоцитов, которые позволяют по 
меньшей мере частично решить проблему затруд-
ненной экспансии. Например, CAR-NK-клетки уда-
лось получить из клеточных линий или индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток [20], а 
CAR-макрофаги – из моноцитов или iPSC [116]. В то 
же время такой способ получения клеток может 
быть связан с потенциальным риском возникнове-
ния опухолей из CAR-клеточного продукта в связи 
с большим онкогенным потенциалом iPSC и, соот-
ветственно, требует прицельного изучения с точки 
зрения безопасности.

Несмотря на существенные ограничения, свя-
занные с созданием CAR-терапии на основе разных 
типов лейкоцитов, в иммунотерапии солидных 
опухолей альтернативные CAR-клетки имеют хо-
рошие перспективы. Использование CAR-T в лече-
нии солидных опухолей оказалось в значительной 
степени неэффективным из-за затрудненной ин-

фильтрации CAR-T-клеток в опухоль, супрессорно-
го влияния опухолевого микроокружения, а также 
гетерогенности опухолевых антигенов и их частой 
утраты. Доклинические исследования показали, 
что многие альтернативные иммунные клетки, 
экспрессирующие CAR, способны успешно уничто-
жать солидные опухоли, а некоторые, в частности 
CAR-M, могут превращать опухолевое микроокру-
жение в воспалительную среду, способствующую 
элиминации опухоли. Вопрос инфильтрации опу-
холи иммунными клетками, экспрессирующими 
CAR, в солидные опухоли также не решен до кон-
ца. Возможность эффективного проникновения 
CAR-клеток в опухоль пока была показана только 
для NK-клеток и макрофагов  [117]. Тем не менее 
можно предположить, что в комбинации с други-
ми терапевтическими подходами CAR-лейкоциты 
станут эффективным методом лечения солидных 
опухолей.

Подводя итог, можно сказать, что CAR-терапия 
на основе разных типов иммунных клеток уверен-
но движется в сторону клинического применения. 
Однако потребуются годы, чтобы альтернативные 
CAR-клетки стали эффективным, безопасным и 
широко используемым подходом в терапии онко-
логических и некоторых других заболеваний.
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CAR BEYOND THE CLASSICAL CAR-T:  
FUNCTIONAL FEATURES AND APPLICATION PROSPECTS

Review

E. P. Minina, D. V. Dianov, S. A. Sheetikov, and A. V. Bogolyubova*
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Chimeric Antigen Receptor (CAR) is a genetically engineered receptor that recognizes an antigen and 
subsequently activates a signaling cascade in a cell. Antigen recognition and signal transduction are 
carried out by different CAR domains derived from different proteins; thus, CAR has a mixed domain 
composition. Cytotoxic T cells expressing CAR recognizing tumor-associated antigens led to development 
of CAR-T, a novel approach in the therapy of malignant diseases. Despite the high efficacy of CAR-T in 
hematological malignancies, this approach has several disadvantages that could be overcame by using 
leucocytes from other groups as effector cells. Currently, many cells of both innate and adaptive immu-
nity have been shown to express of CAR, leading to the development or enhancement of their cytotoxic 
properties. In this review, we discuss the peculiarities of CAR function in different types of immune cells 
will be covered. In particular, we focus on the results of pre-clinical and clinical research on the efficacy 
and safety of non-conventional CAR-expressing cells.

Keywords: chimeric antigen receptor, immunotherapy, cell therapy, CAR, CAR-T, CAR-NK
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Образование транзиторных белковых комплексов в ответ на активацию клеточных рецепторов 
является общим механизмом ответа клетки на внешние стимулы. В  настоящем обзоре пред-
ставлена концепция блокировки взаимодействий сигнальных белков пептидными блокаторами, 
а также описаны имеющиеся к настоящему времени достижения в разработке ингибиторов пере-
дачи сигнала, блокирующих сигнал-зависимые белковые взаимодействия.
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блокаторы белковых взаимодействий.

DOI: 10.31857/S0320972524050025 EDN: YPFIEI

Принятые сокращения: АМП  – антимикробный пептид; БП  – блокирующий пептид; BB-петля  – петля 
между вторым тяжом и второй α-спиралью; ДВБ  – домен взаимодействия белков; ДС  – домен (клеточной) 
смерти; ПП – проникающий пептид; ACE2 – ангиотензинпревращающий фермент 2; IL – интерлейкин; IL-1R – 
рецептор интерлейкина 1; LPS  – липополисахарид; MAP  – митоген-активируемая протеинкиназа; MyD88  – 
Myeloid differentiation primary response protein 88; TIR  – домен гомологии Толл-белка насекомых, IL-1R 
человека и белков устойчивости растений; TIRAP  – TIR-containing adapter protein, также называемый  Mal; 
TLR – Толл-подобный рецептор; TNF – фактор некроза опухолей; TRAM – TRIF-related adapter molecule, также 
известный под наименованием  TICAM-2; TRIF  – TIR domain-containing adapter inducing IFN-β, также называе- 
мый TICAM-1.

ВВЕДЕНИЕ

Формирование многокомпонентных структу-
рированных белковых комплексов в ответ на ак-
тивацию клеточных рецепторов является общим 
механизмом трансляции клеткой экзогенных сиг-
налов в биологически значимый ответ. Принципы 
функционирования таких комплексов, часто назы-
ваемых сигнальными, были концептуально сфор-
мулированы ещё к концу прошлого–началу этого 
века  [1, 2]. Существующее концептуальное пони-
мание было дополнено достигнутыми в последние 
два десятилетия успехами структурной биологии, 
выявившими тонкую структуру многих олигомер-
ных комплексов, состоящих из сигнальных белков 
или из их отдельных доменов, с разрешением, 
достаточным для визуализации положения от-
дельных атомов  [3]. Эти знания существенно рас-

ширили понимание механизмов сборки сигналь-
ных комплексов и их функционирования. Вместе 
с тем признаётся, что накопленные к настоящему 
времени сведения в значительной степени фраг-
ментарны и не отражают динамики существо-
вания реальных комплексов. Также, поскольку 
большинство комплексов разрешено с использо-
ванием рекомбинантных методов, существует про-
блема верификации физиологически значимых  
структур.

Образование сигнальных комплексов в по-
давляющем большинстве случаев осуществляется 
специализированными белковыми доменами, за-
частую называемыми доменами взаимодействия 
белков (ДВБ) [2, 4]. Некоторые ДВБ, такие как SH2, 
SH3 или бромодомены, распознают специфические 
характеристические особенности или короткие 
мотивы, присутствующие в первичной структуре 
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белков; тогда как домены другого типа, примерами 
которых являются TIR-домены (домены гомологии 
Толл-белка насекомых, IL-1R человека и белков 
устойчивости растений) или домены смерти  (ДС), 
не имеют специфического мотива связывания. ДВБ 
последнего типа характеризуются способностью 
одновременно устанавливать множественные 
кооперативные взаимодействия с доменами сво-
его типа как гомо-, так и гетеротипически  [5,  6]. 
Опубликованные к настоящему времени структу-
ры сигнальных комплексов демонстрируют как их 
широчайшее топологическое разнообразие, так и 
фактическую уникальность сайтов, осуществляю-
щих индивидуальные бинарные взаимодействия 
компонентов внутри олигомерных комплексов [3].  
Структурное разнообразие сигнальных комплек-
сов включает в себя как линейные двуцепочеч-
ные комплексы, образуемые TIR-доменами акти-
вированных Толл-подобных рецепторов (TLR) и их 
адаптерных белков, а также рецепторами семей-
ства рецептора интерлейкина 1 (IL-1R)  [7, 8], так 
и спиральные комплексы различной структуры. 
Имеющиеся к настоящему времени примеры то-
пологий спиральных комплексов включают в себя 
как одно-, так и двуцепочечные спирали и пред-
ставлены такими комплексами, как Myddosome [9], 
PIDDosome [10], MDA5-MAVS [11], инфламмасомы 
[12–14] и другие [3, 15, 16].

Сигнальные пути клеток являются важнейшей 
фармакологической мишенью. Этот тезис, в част-
ности, подтверждается достигнутым в последние 
25 лет клиническим успехом терапевтических ан-
тител, направленных как на блокировку активи-
рующих сигнальные пути клеточных рецепторов, 
так и на блокировку цитокинов, функционально 
являющихся циркулирующими активаторами ре-
гулирующих иммунный ответ рецепторов [17–19]. 
Другим указанием на важность сигнальных путей 
как фармакологической мишени является то, что 
малые молекулы, блокирующие сайты связывания 
лиганда рецепторами, сопряжёнными с G-белком, 
составляют значительную часть имеющегося пула 
лекарственных средств [20–23]. Ввиду того, что ма-
лые молекулы оказались не столь эффективными 
для блокады рецепторов, активируемых макромо-
лекулами (такими как цитокины или экзогенные 
молекулы патогенов), а также того, что многие 
сигнальные пути не имеют свободно циркулиру-
ющих агонистов, блокировка сигнальных путей 
посредством нарушения сборки сигнальных ком-
плексов представляется перспективным подходом 
к созданию новых фармакологических препаратов. 
Однако следует отметить, что практический успех 
в создании лекарственных препаратов с таким 
механизмом действия к настоящему времени 
ограничен. Вместе с тем значительный пласт экс-
периментальных данных, полученных как in vitro 

с использованием культивируемых клеток, так и 
на различных моделях in vivo, указывает на то, что 
направленная разработка ингибиторов передачи 
сигнала с активированных рецепторов посред-
ством блокировки сборки сигнальных комплек-
сов возможна. Поскольку сборка сигнальных ком-
плексов в большинстве случаев осуществляется 
за счёт взаимодействий ДВБ  [2], ДВБ и белковые 
взаимодействия, осуществляемые за счёт ДВБ, яв-
ляются наиболее частой мишенью ингибиторов, 
разработанных к настоящему времени. В  настоя-
щем обзоре мы рассмотрим имеющиеся достиже-
ния в разработке ингибиторов сборки сигналь-
ных комплексов, а также оценим перспективы и 
сложности создания фармакологических агентов 
на основе таких ингибиторов.

КОНЦЕПЦИЯ ПЕПТИДНЫХ  
БЛОКАТОРОВ ТРАНЗИТОРНЫХ  

ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ СИГНАЛЬНЫХ БЕЛКОВ

Многочисленные примеры (многие из кото-
рых будут рассмотрены ниже) показывают, что 
относительно короткие пептиды, соответствую-
щие линейному фрагменту первичной белковой 
последовательности, формирующему сайт функ-
ционально значимого белок-белкового взаимо-
действия, способны блокировать функцию белка-
прототипа. Механизм действия таких пептидов, 
зачастую называемых блокирующими пептидами 
(БП) или пептидами-приманками (от английского 
decoy peptides), заключается в том, что блокирую-
щий пептид связывает и блокирует сайты взаимо-
действия белка-прототипа с белками-партнёрами, 
таким образом предотвращая формирование 
функционально значимого комплекса и, как след-
ствие, ингибируя подлежащую функцию  (рис.  1). 
Поскольку сборка сигнальных комплексов являет-
ся внутриклеточным процессом, помимо сегмента, 
имитирующего сайт связывания на белке-прото-
типе, функциональный блокатор сборки сигналь-
ного комплекса должен содержать сегмент, обес-
печивающий проникновение всей конструкции в 
клетку. В качестве агента, обеспечивающего транс-
мембранный перенос блокатора, наиболее часто 
используются пептидные векторы, взятые либо из 
натуральных белков, обладающих способностью 
проникать через плазматические мембраны кле-
ток, либо искусственно созданные аминокислот-
ные последовательности. Пептидные блокаторы 
взаимодействий, осуществляемых цитоплазма-
тическими белками, таким образом, состоят из 
двух функциональных частей: специфической 
части, обеспечивающей связывание с белками-
мишенями, и пептидного вектора, необходимого 
для проникновения всей конструкции в клетку. 
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Рис. 1. Механизм действия блокирующих пептидов – 
предотвращение формирования белкового комплекса 
за счёт конкуренции с белком-прототипом за функ-
циональный сайт связывания. а  – Взаимодействие 
ДВБ1 (голубая фигура) и ДВБ2 (зелёный сектор) при-
водит к формированию функционального бинарного 
комплекса. б  – Пептид, соответствующий сайту свя-
зывания ДВБ1 с ДВБ2, (голубой треугольник) сохра-
няет способность связываться с ДВБ2. в – Связывание 
пептида с ДВБ2 предотвращает формирование ком-
плекса ДВБ1–ДВБ2

Ниже  мы  рассмотрим типичные характеристики 
этих двух частей отдельно.

Дизайн мишень-связывающего сегмента 
блокирующих пептидов. Функциональное назна-
чение этой части пептида  – блокировка сайтов 
связывания белка-прототипа партнёрами по взаи-
модействию и, как следствие, предотвращение 
формирования сигнального комплекса  (рис. 1). 
В случаях, когда сайт взаимодействия белка изве-
стен, дизайн прототипа блокирующего пептида 
представляется очевидным. Однако следует отме-
тить, что, как показывают результаты скрининга 
библиотек пептидов, значительная часть пепти-
дов, соответствующих сайту связывания, может 
не проявлять ингибирующей активности в тестах 
на культуре клеток или in vivo  [24–26]. Наиболее 
частыми причинами отсутствия функциональной 
активности в таких случаях оказываются такие 
факторы, как неспецифическое связывание пеп-
тида компонентами протеома клетки, недостаточ-
ная растворимость пептида, негативное влияние 
мишень-связывающей части на проницаемость 
пептида, биологическая нестабильность пептида и 
другие факторы [27]. В случаях, когда границы сай-
тов взаимодействия не известны точно, ингиби-
рующие последовательности определяются путём 

скрининга библиотек пептидов или же подбира-
ются эмпирически  [5, 26, 28]. При эмпирическом 
выборе блокирующего сегмента или при дизайне 
библиотеки пептидов следует учитывать типич-
ные размеры сайтов, осуществляющих транзитор-
ные взаимодействия сигнальных белков. Общие 
характеристики сайтов взаимодействий белков 
достаточно хорошо изучены и описаны в серии 
исследований  [29–32]. Анализ известных струк-
тур сигнальных комплексов, образованных  ДВБ, 
подтверждает общие закономерности и уточняет, 
что площадь бинарных взаимодействий в таких 
комплексах находится в нижней половине диа-
пазона размеров сайтов взаимодействия белков в 
транзиторных комплексах и составляет 250–800 Å2 
[7–9, 33]. Принимая во внимание то, что циркуляр-
ность сайтов взаимодействия глобулярных белков 
высока и составляет в среднем 0,7  [29], верхняя 
оценка размера условного сайта бинарного взаи-
модействия в сигнальном комплексе соответству-
ет кругу диаметром ~30 Å. Альфа- или 310-спирали 
такой протяжённости соответствовали бы пепти-
ду, состоящему из 20 или 15 а.о., тогда как пептид 
такой же длины в конформации тяжей β-листа со-
стоял бы из 8–9 а.о. [34]. Следует отметить, что эти 
упрощённые оценки достаточно точно описывают 
диапазон размеров мишень-связывающего сегмен-
та экспериментально подтверждённых блокирую-
щих пептидов [26, 27].

Векторы, обеспечивающие внутриклеточ-
ную проницаемость блокирующих пептидов. 
Наиболее часто используемыми векторами для 
переноса БП внутрь клеток являются пептидные 
векторы. Основа для использования пептидных 
векторов для транспорта макромолекул через 
плазматическую мембрану клеток была зало-
жена во второй половине 80-х  гг. прошлого века 
открытием естественной способности трансакти-
ватора транскрипции  (Tat), белка, кодируемого 
вирусом иммунодефицита человека, проникать 
через плазматические мембраны  [35, 36]. Вслед 
за этим открытием аналогичная способность про-
никать через клеточные мембраны была обнару-
жена у белка мушек дрозофил Antennapedia home
odomain (Antp)  [37]. Вскоре было показано, что 
проникающая способность Antp обеспечивается 
за счёт присутствия относительно короткого сег-
мента первичной последовательности  (16  а.о.), 
формирующего третью α-спираль этого белка [38]. 
Позднее функционально аналогичные короткие 
последовательности (будем называть их про-
никающие пептиды  (ПП)) были обнаружены в 
Tat и других белках, способных проникать через 
клеточные мембраны  [39–42]. В  настоящее время 
насчитывают более 1000 известных ПП различ-
ных классов  [43, 44]. Помимо  ПП, обнаруженных 
в природных белках, известны и искусственно 
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созданные ПП [40, 42, 45]. На основании различий 
в физико-химических свойствах выделяют сле-
дующие классы  ПП: катионные, гидрофобные, а 
также амфипатические, включающие в себя как 
катионные, так и гидрофобные участки  [45]. При-
мерами катионных пептидов являются проникаю-
щие последовательности белков Tat (RKKRRQRRR), 
Antp  (RQIKIWFQNRRMKWKK), а также других чле-
нов семейства, способных к интернализации 
транскрипционных факторов, содержащих гомео-
домен [42, 46]. К этой же группе относятся и неко-
торые искусственные последовательности, такие 
как олигоаргинины или олиголизины [45, 47]. При-
мером амфипатичестого ПП является транспортан, 
искусственно созданная комбинация двух фраг-
ментов природных белков  [48]. Гидрофобные  ПП 
встречаются реже, и они менее чувствительны к 
аминокислотным заменам [45]. Отмечалась мень-
шая эффективность гидрофобных  ПП по сравне-
нию с ПП других классов.

Механизмы интернализации  ПП по-преж-
нему остаются предметом дискуссий в литера-
туре  [42,  49]. Общепризнанным является то, что 
ПП  интернализируются посредством как эндоци-
тоза с последующим выходом из эндосом, так и 
прямого взаимодействия с плазматической мем-
браной, причём отдельные ПП могут использовать 
множественные механизмы проникновения, важ-
ность отдельных из которых различается как для 
индивидуальных пептидов, так и для клеточных 
линий. Вместе с тем ПП не используют специаль-
ных белковых переносчиков для проникновения 
в клетку, чем объясняется универсальность их 
действия в отношении клеток различных типов. 
Длина использовавшихся ПП варьирует в диапа-
зоне 5–30 а.о. Помимо белков и пептидов, ПП спо-
собны переносить внутрь клеток макромолеку-
лярные соединения различной природы, включая 
нуклеиновые кислоты, медицинские препараты и 
контрастные вещества, а также сложные мульти-
молекулярные структуры, такие как липосомы 
или наночастицы [45, 49, 50]. Пептидные векторы 
эффективны для внутриклеточного транспорта 
различных веществ не только в монослое культи-
вируемых клеток. Многочисленные исследования 
показывают, что ПП также повышают тканевую 
проницаемость, включая проницаемость через 
гематоэнцефалический барьер. Так, уже в ранней 
работе Schwarze et al.  [51] было показано, что Tat-
пептид обеспечивает проникновение введённой 
интраперитониально β-галактозидазы, белка раз-
мером 120 кДа, во все ткани мышей, включая мозг. 
Результаты последующих работ подтвердили эф-
фективность ПП для внутриклеточного транспорта 
карго различной природы in  vivo, а также пока-
зали широкое распределение по органам как при 
интраперитониальном, так и при внутривенном 

введении  [52–55]. Вместе с тем отмечалось пре-
имущественное накопление ПП в печени и поч-
ках, тогда как накопление в мозге и мышцах было 
существенно меньше [53, 54].

Отметим, что типичные рабочие концентра-
ции ПП при применении в культуре клеток на-
ходятся в достаточно узком диапазоне, варьируя 
от  1–5  мкM до  50–100  мкM, для широкого спек-
тра  ПП, транспортируемых агентов, а также кле-
точных линий [26]. Наиболее вероятной причиной 
существования нижнего предела эффективных 
концентраций является низкая эффективность 
транспорта при меньших концентрациях ПП. Под-
тверждением такого обоснования являются наблю-
дения значительно более высокого сродства бло-
кирующих пептидов к их белку-мишени in vitro по 
сравнению с эффективной концентрацией в куль-
туре клеток. В качестве примера можно привести 
TLR-блокирующий пептид  2R9, константа связы-
вания которого с мишенью, TIR-доменом адаптер-
ного белка TIRAP, составляла ~40 нM, тогда как эф-
фективная концентрация в культуре макрофагов 
была примерно в  500  раз выше  [56]. Существова-
ние верхнего предела используемых на клетках 
концентраций ПП обусловлено цитотоксичностью, 
зачастую наблюдаемой при использовании БП в 
концентрациях, превышающих 100  мкM, что свя-
зано с их мембранотропным действием и способ-
ностью формировать мембранные поры при высо-
ких концентрациях.

Другим проявлением мембранотропных 
свойств  ПП являются антимикробные свойства, 
основывающиеся на сходстве их физико-хими-
ческих свойств со свойствами так называемых 
«антимикробных пептидов» [57, 58]. Антимикроб-
ными пептидами (АМП) называют природные пеп-
тиды, кодируемые геномами как растений, так и 
животных как элемент системы противомикроб-
ной защиты, эффективный против патогенов раз-
личных классов, включая бактерии, вирусы и гри-
бы [59]. Оба класса пептидов, как ПП, так и АМП, в 
основном представлены катионными пептидами, 
включающими в себя значительную долю гидро-
фобных аминокислотных остатков  [57, 60, 61]. 
И хотя механизмы бактерицидного действия АМП, 
вероятно, множественны, как ПП, так и АМП про-
являют меньшую цитотоксичность в отношении 
животных клеток по сравнению с активностью в 
отношении прокариот.

Несмотря на огромный прогресс в открытии 
новых  ПП, наиболее часто используемыми век-
торами остаются 2  ПП, открытые первыми: Tat-
пептид и вектор из Antp, часто называемый в 
литературе пенетратином. Следует отметить, что 
относительная эффективность этих векторов варь-
ирует в различных системах и зависит от клеточ-
ной модели и природы молекулярной мишени: 
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в  одних системах Tat оказывается более эффек-
тивным, в других – более эффективен пенетратин. 
Однозначное и верифицируемое объяснение дан-
ного наблюдения в литературе отсутствует, и пер-
вичный выбор ПП осуществляется исследователя-
ми эмпирически. Одним из удобств использования 
пенетратина является простота квантификации 
содержащих его БП. Пенетратин содержит амино-
кислотные остатки триптофана, соответственно 
его концентрацию можно определять спектро-
фотометрически, тогда как такая возможность 
для  БП, содержащих  Tat, зависит от присутствия 
поглощающих ароматических аминокислотных 
остатков в блокирующей части пептида. Следует 
отметить, что природные последовательности, 
обеспечивающие проникновение белков в клетку, 
в высокой степени эволюционно сохранны. Так, 
проникающая последовательность белка дрозо-
филы Antp на 100% сохранна в гомологичном бел-
ке человека  [62]. Высокая степень эволюционной 
сохранности проникающих последовательностей 
отражает их биологическую значимость для функ-
ции белков-носителей.

В заключение этого раздела статьи отметим, 
что концепция блокирующих пептидов основы-
вается на часто наблюдаемой способности пепти-
дов, соответствующих отрезку первичной после-
довательности белка, формирующему сайт (или 
значительную часть сайта) функционального бе-
лок-белкового взаимодействия, связывать белок-
партнёр по взаимодействию и тем самым блоки-
ровать функцию белка-прототипа. Концепция  БП 
применима к внутриклеточным мишеням за счёт 
использования пептидных векторов, способных 
осуществлять перенос специфической блокирую-
щей части пептида внутрь клеток. Наибольшее 
число имеющихся на настоящее время успешных 
примеров применения БП относится к блокировке 
взаимодействий, осуществляемых ДВБ, белковыми 
доменами, специализирующимися на осуществле-
нии сигнал-зависимых белковых взаимодействий.

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
БЛОКИРУЮЩИХ ПЕПТИДОВ

Первые успешные попытки модулировать 
биологические функции с помощью синтетиче-
ских  БП можно отнести к 90-м  гг. прошлого века. 
Мишенью первых экспериментальных работ были 
внеклеточные взаимодействия белков. Так, раз-
личные варианты пептидов, содержащих связы-
вающий интегрины мотив  (RGD), использовались 
в качестве агентов для блокировки клеточной 
адгезии в попытках разработки инновационных 
медицинских препаратов  [63]. Другим ранним 
примером реализации концепции блокирова-

ния функциональных белковых взаимодействий 
является ингибирование протеинкиназы Akt пеп-
тидами-псевдосубстратами, а также пептидом, 
содержащим тяж  βA взаимодействующего с  Akt 
белка TCL1  [64,  65]. Применение пептидных век-
торов, обеспечивающих проникновение в клетку, 
в сочетании с сегментом, обеспечивающим связы-
вание мишени, существенно расширило область 
применения методологии блокирующих пепти-
дов. Так, пептиды, блокирующие олигомериза-
цию NEMO (nuclear factor kappa-B (NF-κB) essential 
modulator), а также пептиды, соответствующие 
NEMO-связывающему домену  IKK, ингибировали 
активацию NF-κB, индуцированную фактором 
некроза опухолей  (TNF) или липополисахари-
дом (LPS) [66–68]. В исследовании Borsello et al. [69] 
использовался пептид (10 а.о.), состоящий из после-
довательности белка Tat вируса иммунодефицита 
человека в сочетании с JNK-связывающим моти-
вом белка  (20  а.о.), взаимодействующего с  JNK  1  
(JNK interacting protein  1). Интересно, что как L-, 
так и D-изомеры этого пептида блокировали ки-
назную активность  JNK и оказывали нейропро-
текторное действие в моделях ишемии мозга [69]. 
Другим примером белкового сегмента, блокирую-
щего активность митоген-активируемых протеин-
киназ (MAP), является участок последовательности 
киназы MEK1 (13 а.о.), который эффективно инги-
бировал активность киназ  ERK  [70]. Примером 
успешной реализации концепции блокирующих 
пептидов в отношении рецепторов, сопряжённых 
с G-белком, является пептид, включающий С-кон-
цевой сегмент белка Gαs в связке с пенетратином. 
Этот пептид специфически ингибировал продук-
цию cAMP, стимулированную агонистами адрено-
рецепторов [71].

Значительное количество исследований 
было посвящено разработке ингибиторов TLR. 
Horng  et  al.  [72] были первыми, кто использовал 
синтетические проникающие пептиды для инги-
бирования  TLR. Авторы показали, что пептид, 
состоящий из BB-петли (петля между вторым тя-
жом и второй α-спиралью) TIR-домена адаптер-
ного белка  TIRAP в связке с пенетратином, бло-
кирует индуцированную LPS активацию NF-κB и 
MAP-киназ в макрофагальной линии клеток. Этот 
пептид, однако, не проявлял подобной активно-
сти при стимуляции клеток агонистом TLR9 или 
IL-1  [72]. TIRAP-пептид также селективно блоки-
ровал TLR4-зависимые продукцию цитокинов и 
созревание дендритных клеток  [72]. В  другом ис-
следовании сравнивались эффекты аналогичных 
пептидов, блокирующие части которых состояли 
из гомологичной BB-петли TIR-доменов всех из-
вестных адаптерных белков, участвующих в пере-
даче сигнала с  TLR  [73]. Это и другие исследова-
ния показали, что пептиды, включающие в себя 
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петлю BB TIR-домена адаптерных белков MyD88 
(Myeloid differentiation primary response protein 88), 
TRIF (TIR domain-containing adapter inducing IFN-β, 
также называемый TICAM-1) и TRAM (TRIF-related 
adapter molecule, также называемый TICAM-2), 
также обладают ингибиторным действием, в зна-
чительной степени подавляя сигнальную функ-
цию TLR [41, 73–76]. Вместе с тем отмечались раз-
личия в эффективности отдельных адаптерных 
пептидов и сообщалось, что ингибиторное дей-
ствие пептида, содержащего последовательность 
адаптерного белка  TRAM, было наиболее выра-
жено  [73]. Пептидомиметик, имитирующий цен-
тральную часть  БП, происходящего из BB-петли 
TRAM  [55, 73], оказывал кардиопротекторное дей-
ствие в мышиной модели инфаркта миокарда, что 
интерпретировалось авторами как проявление 
ингибирования TLR4-зависимого воспаления  [77]. 
В  последующем исследовании та же группа авто-
ров подтвердила, что димерный пептидомиме-
тик, имитирующий ВВ-петлю TRAM, дозозависи-
мым образом ингибирует индуцированную LPS 
транскрипцию IFN-β и CXCL10  [78]. Вместе с тем 
отмечалась неполная специфичность действия 
этого агента, поскольку также ингибировалась 
продукция IFN-β, индуцированная агонистами 
TLR8 и MDA5/RIG-I [78]. Пептиды, соответствующие 
BB-петле рецепторов TLR2 и TLR4, аналогичные 
по дизайну адаптерным ВВ-пептидам, также бло-
кировали активность рецепторов-прототипов и 
проявляли кросс-реактивность, тогда как пептид, 
содержащий гомологичную последовательность 
из TLR1 или TLR6 (эти белки не индуцируют сиг-
налинг самостоятельно, а только при гетеродиме-
ризации с TLR2), не обладал биологической актив- 
ностью [79].

Следующим этапом в развитии методологии 
блокирующих пептидов стало использование 
скрининга библиотек пептидов, соответствующих 
вероятным сайтам взаимодействия доменов взаи-
модействия белков. Основой для этого подхода 
послужило возникшее понимание множественно-
сти функциональных сайтов взаимодействия, при-
сутствующих на ДВБ, вместе с отсутствием точной 
информации о локализации таких сайтов. Первой 
работой, в которой были представлены результаты 
скрининга библиотеки пептидов, полно представ-
ляющих поверхность ДВБ, стал скрининг пептидов 
TIR-домена TLR4 [5]. Библиотека состояла из 11 пеп-
тидов, блокирующая часть каждого из которых 
состояла из сегмента первичной последовательно-
сти TIR-домена TLR4, представляющего нефрагмен-
тированную часть поверхности домена. В качестве 
проникающей последовательности использовался 
пенетратин. Результаты работы валидировали 
предложенный подход, косвенно подтвердив пред-
положение о множественности сайтов взаимо-

действия, присутствующих на TIR-доменах. Было 
идентифицировано 5  пептидов, проявлявших 
ингибирующее действие в отношении индуци-
рованной LPS активации MAP-киназ и факторов 
транскрипции, а также экспрессии цитокинов [5]. 
Ингибирующее действие проявляли пептиды, со-
ответствующие участку, соединяющему TIR-домен 
с трансмембранным участком TLR, петлям AB и BB, 
а также α-спиралям B и D (рис. 2, а и б) [5]. В после-
дующей работе авторы проскринировали анало-
гичным образом созданную библиотеку пептидов 
адаптерного белка TIRAP  [80]. Скрининг выявил 
5  активных пептидов, происходящих из следую-
щих структурных элементов TIR-домена: петля AB, 
а также α-спирали B, C, D и E  [80]. Интересно, что 
активность использовавшегося в этой работе пеп-
тида, представляющего петлю  BB (пептид  TR4), 
но не включающего лишь один аминокислотный 
остаток ранее использовавшегося TIRAP BB-пепти-
да [72], была существенно меньше. В последующих 
работах были скринированы библиотеки TIR-доме-
нов адаптерных белков MyD88-независимого пути, 
TRAM и TRIF [55, 81]. В обеих библиотеках было об-
наружено по  2  активных пептида. В  дополнение  
к ранее обнаруженным пептидам, происходящим 
из петли  BB обоих адаптерных белков  [73], инги-
бирующей активностью обладали пептид  TM6 из 
третьей спирали TRAM и пептид  TF5 из второй 
спирали TRIF  [55, 81]. Используя делеционный 
анализ, авторы идентифицировали транкиро-
ванные варианты  (9  а.о.) блокирующих пептидов 
TM6-ΔC и TF5-ΔC, которые практически полностью 
сохраняли ингибиторную активность своих прото-
типов. Проведенные в последующих работах скри-
нинги пептидных библиотек TIR-доменов рецеп-
торов  TLR2, корецепторов  TLR2 (TLR1  и  TLR6), а 
также TLR9, TLR7 и  TLR5 выявили дополнитель-
ные ингибиторные последовательности в каж-
дой из библиотек  [25, 26, 56, 82, 83]. На  основании 
анализа взаимного расположения сегментов, 
представляющих активные БП на поверхности 
TIR-доменов, было предложено, что активные пеп-
тиды происходят из 4-х топологически сохранных 
сайтов TIR–TIR-взаимодействий, ответственных за 
сборку сигнальных комплексов активированными 
TLR  (рис.  2)  [26, 83–85]. Два сайта (S1  и  S4) распо-
ложены на противоположных сторонах TIR-доме-
на в районах краевых тяжей β-листа. В  дополне-
ние к аминокислотным остаткам, формирующим 
тяж B, сайт S1 может быть представлен сегмента-
ми петель  AB и/или  BB, а также (в случае рецеп-
торов TLR2, TLR4 и  TLR7) сегментом, соединяю-
щим TIR с трансмембранной спиралью  [5, 24, 26].  
Сайт  S4 представлен пептидами, соответствующи-
ми тяжу E, а также прилегающей к тяжу E α-спира-
ли E [24–26]. Сайты  S2 и  S3 образованы тремя спи-
ральными участками, прилегающими к β-листу 
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Рис. 2. Структура TIR-доменов, позиции участков, соответствующих ингибиторным БП, и предполагаемая ар-
хитектура комплексов, образуемых TIR-доменами при активации  TLR. а  – Схема, показывающая вторичную 
структуру TIR-доменов  [84]. TIR-Домены принадлежат к классу α/β белковых доменов, вторичная структура 
которых образована β-тяжами, чередующимися с α-спиральными участками [84]. Согласно наиболее часто ис-
пользуемой номенклатуре, элементы вторичной структуры TIR-доменов обозначаются в алфавитном порядке, 
начиная с N-конца. Например, βА и βЕ (показаны на панели (а) треугольниками) обозначают первый и пятый 
тяжи, а αB и αД – вторую и четвёртую спирали (показаны на схеме коричневыми кружками). Петли обозна-
чаются двумя заглавными буквами соответственно элементам, которые они соединяют. Например, петля ВВ 
соединяет второй тяж со второй спиралью, а петля  ДЕ  – четвёртую спираль с пятым тяжом. б  – Третичная 
структура TIR-домена TLR2 человека [85]. Типичный TIR-домен включает в себя 5 тяжей, уложенных в парал-
лельный β-лист, формирующий сердцевину домена. α-Спирали располагаются по обе стороны листа – первая 
и последняя располагаются с вогнутой стороны листа; вторая, третья и четвёртая располагаются на его вы-
пуклой стороне. в – 4 сайта связывания TIR-доменов, осуществляющие димеризацию TIR-доменов рецепторов 
и рекрутирование адаптерных белков, обозначены на рисунке как S1–S4. Сайты S1 и S4 расположены на про-
тивоположных концах TIR-домена, в районах краевых тяжей β-листа. Сайты  S2 и  S3 располагаются в  одной 
полусфере. Сайт  S2 формируется спиралями B и/или  С; сайт  S3  – спиралью  D вместе с прилегающими пет-
лями  [26,  83]. г  – Схема взаимодействия TIR-доменов в формирующемся сигнальном комплексе при актива-
ции TLR9 в присутствии обоих адаптеров MyD88-зависимого пути, TIRAP и MyD88. Сайты S1 и S4, реципрок-
но взаимодействуя, образуют связи внутри каждой из цепей двуцепочечной структуры комплекса, тогда как 
сайты  S2 и  S3 формируют межцепочечные связи  [83]. д  – Схема взаимодействия TIR-доменов в сигнальном 
комплексе при активации TLR9 при отсутствии TIRAP [83]

с его выпуклой стороны: спиралями B, C и  D.  
Спирали B и/или C образуют сайт S2; спираль D – 
сайт S3  (рис. 2, в)  [26, 83]. Предложено, что сборка 
первичного сигнального комплекса активирован-
ными TLR осуществляется за счёт TIR–TIR-взаимо-
действий, осуществляемых за счёт связывания 

сайта S1 с сайтом S4, а также сайта S2 с сайтом S3 
(рис. 2, г и д) [26, 83]. Последнее положение также 
основывается на результатах структурного ана-
лиза олигомерных комплексов, спонтанно обра-
зуемых in  vitro рекомбинантными TIR-доменами 
адаптерных белков TIRAP и MyD88 [7, 8].
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Помимо стратегий дизайна блокирующих 
пептидов, основывающихся на мимикрии сайтов 
взаимодействия белков эукариот, также исполь-
зовались стратегии, основывающиеся на спо-
собности некоторых бактериальных и вирусных 
патогенов блокировать антимикробную защиту 
высших животных посредством белков, связы-
вающих компоненты иммунной системы  [86, 87]. 
Одним из примеров таких белков являются белки 
вируса коровьей оспы  A46R и  A52R, обладающие 
способностью связывать TIR-домены как  TLR4, 
так и адаптерных белков, передающих сигнал 
с  TLR4, тем самым блокируя сборку сигнальных 
комплексов [88, 89]. В обоих вирусных белках были 
идентифицированы короткие пептиды, способные 
ингибировать TLR. Так, конъюгированный с поли-
аргининовым вектором пептид P13 из белка A52R 
эффективно ингибировал продукцию цитокинов, 
индуцированную агонистами TLR3, TLR4 и TLR7 в 
культуре клеток, а также снижал летальность мы-
шей в модели септического шока, индуцированно-
го введением LPS и D-галактозамина [90, 91]. Скри-
нинг пептидов, представляющих участки  A46R, 
ответственные за ингибирование  TLR4 полно-
размерным белком, выявил пептид, способный 
ингибировать TLR4 в культуре клеток в концен-
трации 1–5 мкM [28]. Этот пептид, названный авто-
рами VIPER, был специфичен к TLR4 и не оказывал 
ингибирующего действия на TLR2, TLR3 или TLR9. 
Авторы исследовали влияние аминокислотных за-
мен на активность  VIPER. Интересно, что замена 
одной аминокислоты в любой из позиций за ис-
ключением центрального лейцина не оказывала 
существенного влияния на ингибиторную актив-
ность пептида [28].

Было показано, что содержащие TIR-домен 
бактериальные факторы вирулентности TcpB 
и TcpC обладают способностью ингибировать TLR 
за счёт связывания адаптерного белка MyD88 [92]. 
Snyder et al.  [93] тестировали пептиды, соответ-
ствующие петлям  BB и  DD TIR-домена белка  TcpC 
уропатогенного штамма Escherichia coli. Оба пеп-
тида подавляли индуцированную LPS активацию 
макрофагов. Используя иммунопреципитацию, 
авторы показали, что BB-пептид связывает TLR4, а 
DD-пептид – MyD88 [93]. Ke et al. [94] скринировали 
библиотеку пептидов TIR-домена белка TcpB (TIR-
containing protein in Brucella). Скрининг выявил 
2  пептида, TB-8 и  TB-9, ингибирующих ответ на 
LPS в моделях in vitro и  in vivo  [94].

Методология блокирующих пептидов также 
применялась в попытках разработки антивирус-
ных агентов, предотвращающих проникновение 
вируса SARS-CoV-2 в клетку [95]. Предлагались пеп-
тиды, происходящие как из вирусного белка Spike, 
так и из белка ангиотензинпревращающий фер-
мент 2 (ACE2), являющегося рецептором, связываю-

щим Spike и необходимым для вхождения вируса 
в клетку хозяина  [95]. На  основании известной 
структуры комплекса Spike–ACE2 Loi  et  al.  [96] со-
здали серию коротких пептидов, происходящих из 
различных сайтов взаимодействия белка Spike с 
ACE2, и показали, что эти пептиды снижают связы-
вание вируса с экспрессирующими ACE2 клетками 
при применении Spike-пептидов как по отдельно-
сти, так и (более эффективно) в составе коктейля 
из нескольких пептидов.

В заключение раздела, дающего функциональ-
ную характеристику известных БП, можно конста-
тировать, что пептидные блокаторы могут быть 
направлены на блокировку как внеклеточных 
взаимодействий белков, так и взаимодействий 
сигнальных белков, находящихся в цитоплазме. 
В  последнем случае требуется дополнение бло-
кирующей части пептида пептидным вектором, 
обеспечивающим трансмембранный перенос. 
Блокировка функции трансмембранных рецепто-
ров, располагающихся на плазматической мем-
бране или на мембране эндосом, реализуема как 
за счёт блокировки взаимодействий, осуществляе-
мых непосредственно рецепторами, так и за счёт 
блокировки индуцированных активацией рецеп-
тора взаимодействий адаптерных и эффекторных 
белков, располагающихся в цитоплазме. Опубли-
кованные работы также показывают, что скри-
нинг библиотек пептидов, созданных на основе 
последовательностей ДВБ, оказывается наиболее 
продуктивным вследствие множественности сай-
тов связывания, типично присутствующих на ДВБ. 
Ещё одним общим наблюдением при анализе 
опубликованных работ является достаточно узкий 
диапазон рабочих концентраций  БП, направлен-
ных на блокировку внутриклеточных мишеней. 
Эффективная рабочая концентрация в культуре 
клеток для подавляющего большинства известных 
пептидов находится в диапазоне 5–40  мкM, что, 
по-видимому, определяется эффективностью транс-
мембранного переноса пептидными векторами.

ВЕРИФИКАЦИЯ МЕХАНИЗМА ДЕЙСТВИЯ  
БЛОКИРУЮЩИХ ПЕПТИДОВ

Концепция блокирующих пептидов основы-
вается на предположении, что БП в значительной 
степени сохраняют специфичность и аффинность 
взаимодействий полноразмерного белка-прото-
типа. На  практике, однако, БП  идентифицируют 
не по связыванию с мишенью в системе in vitro, 
а в функциональных тестах либо путём скринин-
га, либо используя предсуществующее знание о 
положении сайта взаимодействия, необходимого 
для выполнения ингибируемой функции. Оче-
видно, что  верификация механизма действия БП,  



НОВЫЕ ПОДХОДЫ К ИНГИБИРОВАНИЮ РЕЦЕПТОРОВ 763

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

идентифицированных по ингибированию функ-
ции, должна включать подтверждение прямого свя-
зывания БП с белком-мишенью и/или блокировку  
пептидом взаимодействия мишени с полноразмер-
ным белком-прототипом пептида. К  настоящему 
времени имеются данные, подтверждающие такой 
механизм действия для значительного числа  БП. 
Так, в одной из ранних работ методом иммуно-
преципитации было показано, что пептид, соот-
ветствующий петле BB TIR-домена MyD88, предот-
вращает димеризацию MyD88  [97]. Piao  et  al.  [56], 
используя дот-блоттинг, позднее показали, что 
пептид из BB-петли TIR-домена MyD88, кро-
ме  MyD88, связывает и TIR-домены TIRAP и  TLR9. 
Другим примером мультиспецифического связы-
вания является пептид  7R11, соответствующий 
пятой спирали TIR-домена TLR7 (сайт S4; рис 2, в). 
7R11 связывал TIR-домены как MyD88, так и TIRAP, 
но не контрольный белок; тогда как пептид  7R9 
из 4-й спирали TIR-домена TLR7 (сайт S3; рис 2, в) 
связывал TIRAP, но не MyD88 или контрольный 
белок [24]. Более поздние исследования показали, 
что многие БП, происходящие из TIR-доменов, де-
монстрируют мультиспецифическое связывание, 
взаимодействуя со специфической подгруппой 
TIR-доменов, что повторяет свойства полноразмер-
ных  ДВБ как класса белков  [26]. Эти наблюдения 
показывают, что БП могут связывать несколько 
мишеней, что в совокупности и определяет функ-
циональные свойства того или иного пептида.

Вместе с тем отмечались и определённые за-
кономерности в специфичностях связывания  БП, 
происходящих из  ДВБ. Так, БП, соответствующие 
4-й спирали TIR-домена TLR, взаимодействовали 
с TIR-доменами адаптерных белков, но не с TIR-
доменами рецепторов  [26]. Так, пептид  4R9 (спи-
раль D TLR4) не связывал TIR-домены TLR4 и TLR2 
[5], но взаимодействовал с TIR-доменом адаптера 
TIRAP [81]. Пептид  2R9 (4-й спиральный регион 
(спираль D) TIR-домена  TLR2) также преимуще-
ственно взаимодействовал с TIR-доменом TIRAP, но 
не с TIR-доменами TLR1, TLR4, TLR6 или TLR9 [56]. 
Аналогичным образом, БП из 4-го спирального ре-
гиона рецепторов TLR1 и TLR6 преимущественно 
взаимодействовали с TIR-доменами адаптерных 
белков, MyD88 и TIRAP соответственно, а не с TIR-
доменом TLR2, являющегося корецептором белков-
прототипов этих БП [82]. Другим примером специ-
фичности взаимодействия БП, происходящих из 
TIR-доменов, является связывание, демонстрируе-
мое пептидами адаптерного белка  TRIF, принад-
лежащего к MyD88-независимому сигнальному 
пути  [81]. Пептид TF4 взаимодействовал с TIR-до-
меном рецептора TLR4, а TF5 – с TIR-доменами как 
TLR4, так и  TRAM, но ни один из TRIF-пептидов 
не связывал адаптерные белки MyD88-зависимого 
пути, TIRAP и MyD88 [81].

Одним из свидетельств, подтверждающих, что 
связывание белка пептидом действительно явля-
ется механизмом ингибирования функции этого 
белка, могло бы стать совпадение кажущейся кон-
станты связывания пары белок–БП, измеренной в 
клеточной системе, с константой ингибирования 
функции, также измеренной в клеточной системе. 
Чтобы получить такое подтверждение, наша груп-
па разработала и применила систему, использую-
щую Фёрстеровский резонансный перенос энергии 
для количественной оценки связывания пептидов 
с белками-мишенями непосредственно в клетке. 
Была создана панель плазмид, кодирующих ги-
бридные белки, состоящие из TIR-домена в связке с 
белковой флуоресцентной меткой. Для оценки свя-
зывания пептидов с TIR-доменами флуоресцентно 
меченные TIR-домены, рассматриваемые как веро-
ятные мишени пептида, эктопически экспрессиро-
вались в клетках HeLa, и клетки инкубировались 
в присутствии блокирующего пептида, меченного 
флуоресцентным красителем, способным тушить 
флуоресценцию белковой метки TIR-домена [5, 98]. 
Связывание пептида с TIR-доменом оценивалось 
по тушению флуоресценции белковой метки, 
выражающемуся в снижении времени жизни  
её флуоресценции. Многочисленные примеры, 
подробно разобранные в опубликованном ранее 
обзоре литературы  [26], а также в двух статьях, 
вышедших позднее  [24, 25], продемонстрировали 
практически полное совпадение эффективных 
концентраций, необходимых для блокирования 
функции проникающими  БП и для тушения ими 
флуоресценции меченых TIR-доменов. Кажущиеся 
константы связывания и ингибирования, измерен-
ные в клеточной системе для ингибиторных БП с 
TIR-мишенями, находятся в диапазоне 1–20 мкM 
для всех эффективно связывающихся пар БП–TIR, 
идентифицированных к настоящему времени [26]. 
Такой достаточно узкий диапазон эффективных 
концентраций для достаточно большой группы БП, 
идентифицированных к настоящему времени, ве-
роятно, является следствием общности механизма 
проникновения БП через плазматическую мем-
брану клеток. Подтверждением последнего пред-
положения является то, что БП демонстрируют 
значительно более высокие константы связыва-
ния в in vitro тестах, использующих рекомбинант-
ные белки-мишени по сравнению со связыванием 
в клеточной системе. Так, пептид 2R9 связывался с 
рекомбинантным TIR-доменом адаптерного белка 
TIRAP в растворе с  KD ~40 мкM, что значительно 
меньше кажущейся константы диссоциации для 
этой пары в клеточной системе [56]. Расхождение 
констант связывания, измеренных in vitro и в кле-
точной системе, также отчасти может объясняться 
неспецифическим связыванием пептида с вне- и 
внутриклеточными белками. В  частности, было 
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показано, что 2R9  связывается с сывороточным 
альбумином с  KD ~1,5 мкM  [56]. Эксперименты, 
выполненные с использованием методики поверх-
ностного плазмонного резонанса, подтвердили, 
что высокое сродство пептидов к TIR-доменам 
обеспечивается за счёт высокой скорости ассоциа-
ции вместе с низкой скоростью диссоциации [56].

В заключение этого раздела можно констати-
ровать, что накопленные к настоящему времени 
экспериментальные данные подтверждают свя-
зывание белков-мишеней блокирующими пепти-
дами как основной механизм действия БП. И хотя 
некоторые БП, происходящие из  ДВБ, подобно их 
белкам-прототипам, демонстрируют способность к 
взаимодействию с несколькими белками, предста-
вителями своего класса, многие взаимодействия 
селективны. Одним из примеров селективности та-
ких взаимодействий являются взаимодействия БП, 
происходящих из α-спирали  D TIR-доменов  TLR, с 
TIR-доменами адаптерных белков, вместе с тем, 
что эти пептиды не взаимодействуют с TIR-доме-
нами рецепторов.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ БЛОКИРУЮЩИХ  
ПЕПТИДОВ ПРИ ПРИМЕНЕНИИ in vivo

Пептидные блокаторы белковых взаимодей-
ствий, идентифицированные в экспериментах на 
культуре клеток, были оттестированы в экспери-
ментах in vivo. Следует отметить, однако, что пред-
ставленные к настоящему времени в литературе 
примеры использования БП in vivo ограничива-
ются экспериментами на мелких лабораторных 
животных и в подавляющем большинстве случаев 
представлены тестированием ингибиторов  TLR. 
В  первых попытках модулировать функции TLR 
in vivo с помощью  БП использовались пептиды 
вирусных белков A46R и  A52R. Tsung et al.  [91] 
показали, что P13, пептид белка  A52R, снижал 
уровень циркулирующего TNF, индуцированного 
введением LPS мышам, приблизительно вдвое. 
Аналогичное действие оказывал пептид VIPER 
при интравенозном, совместном с  LPS введении 
мышам, снижая циркулирующий IL-12p40 на ~50% 
по сравнению с контролем  [28]. Couture  et  al.  [80] 
первыми протестировали в мышиной модели 
блокирующие TLR-пептиды на основе белков 
млекопитающих. Было протестировано 2 пептида, 
идентифицированных при скрининге библиотеки 
адаптерного белка  TIRAP, это пептиды из второго 
и третьего спирального участка последователь-
ности TIRAP, соответственно обозначенные TR5 
и  TR6. Пептиды вводили мышам интраперитони-
ально в дозе  10  нмоль/г за час до введения суб-
летальной дозы  LPS. Оба  БП, но не контрольный 
проникающий пептид аналогичной длины, прак-

тически полностью блокировали выброс  TNF в 
кровоток животных в ответ на введение  LPS, а 
также значительно снижали уровни циркули- 
рующего IL-6 [80].

В последующей работе Piao  et  al.  [55] более 
детально оценили эффективность БП в животной 
модели. Оценивались ингибирующие пептиды, 
происходящие из адаптерного белка  TRAM, при-
надлежащего к MyD88-независимому сигнальному 
пути  [99]. Эксперименты подтвердили системную 
ингибирующую активность, демонстрируемую 
пептидами при введении мышам. Пептиды, TM4, 
TM6, а также транкированный пептид TM4-ΔC сни-
жали уровни циркулировавших TNF и IL-6 на ~90% 
от их пиковых значений [55]. Авторы сравнивали 
активность пептидов при интраперитониальном и 
интравенозном введении. БП достоверно снижали 
системные уровни цитокинов при обоих способах 
введения, однако ингибиторная активность пепти-
дов после интраперитониального введения была 
выше  [55]. Также изучалась эффективность  БП 
при так называемом «терапевтическом введении». 
В этих экспериментах менялась очерёдность введе-
ния БП и LPS, БП вводились через 30 минут после 
введения  LPS, а не за час до него. Эксперименты 
продемонстрировали значительное снижение 
уровней циркулирующих цитокинов уже через 
полтора часа после «терапевтического» введе-
ния  БП  [55]. В  другой серии экспериментов этого 
исследования была оценена способность TRAM-
пептидов предотвращать летальность, вызванную 
введением LPS мышам. Введение пептидов TM4 и 
TM4-ΔC в дозе  10 нмоль/г за час до введения  LPS 
в дозе  17,5 мкг/г предотвращало летальность 
в 100% случаев, тогда как пептиды TM6 и TR6 были 
эффективны в ~65–80% случаев [55]. Выживаемость 
мышей при терапевтическом введении пептида 
TM4-ΔC (через 3  часа после введения летальной 
дозы  LPS) ожидаемо снижалась, по сравнению с 
профилактическим введением, и составляла ~70% 
против 100%-ной  выживаемости при введении 
пептида за 1 час до введения LPS [55].

В литературе использовались несколько ва-
риантов пептидов, происходящих из третьего 
спирального участка последовательности  TIRAP. 
Так, Shah et al.  [100] использовали пептид  MIP2, 
8 из 12 а.о. последовательности которого перекры-
вались с последовательностью TR6, ингибиторного 
пептида, идентифицированного Couture et al.  [80] 
в оригинальном скрининге библиотеки пеп-
тидов TIR-домена  TIRAP. MIP2  демонстрировал 
мультиспецифичный эффект в отношении  TLR, 
ингибируя TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 и TLR9 [100]. Это 
наблюдение подтвердило и расширило данные ис-
следования Couture  et  al.  [80], в котором влияние 
TR6 оценивалось только на TLR2 и TLR4. На  мо-
дели LPS-индуцированного септического шока  
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было показано, что MIP2  увеличивал 72-часо-
вую выживаемость мышей с  0  до  20–25%  [100]. 
Shah  et  al.  [100] детально изучали эффекты MIP2 
в моделях хронических воспалительных заболева-
ний: псориаза, индуцированного введением ими-
квимода, агониста  TLR7; системной красной вол-
чанки (СКВ), использовавшей мышей линии MRL/
lpr, склонных к спонтанному развитию этого забо-
левания; а также неалкогольной жировой болезни 
печени (НЖБП), индуцированной диетой с низким 
содержанием метионина и холина. Авторы сообща-
ют, что 6-дневный курс MIP2 оказывал значитель-
ное (сравнимое с эффектом метотрексата) противо-
воспалительное действие в модели псориаза при 
применении пептида в низкой дозе  (1 нмоль/г), 
которое, однако, парадоксальным образом сни-
жалось при применении MIP2 в высоких дозах 
(10  и  20 нмоль/г)  [100]. В  мышиной модели  СКВ 
20-дневный курс  MIP2 заметно замедлял прогрес-
сирование воспалительных проявлений болезни, 
тогда как в модели  НЖБП длительное примене-
ние пептида, хотя и не вызывало снижения печё-
ночных маркеров и гистологических проявлений 
стеатоза, заметно понижало воспалительные про-
явления  [100]. Другим примером блокирующего 
пептида, происходящего из третьего спираль-
ного участка последовательности  TIRAP, является 
TR667, представляющий эволюционно сохранный 
сегмент поверхности TIR-домена и отличающийся 
от MIP2 сдвигом на один аминокислотный остаток 
к C-концу TIRAP  [25]. TR667, подобно  MIP2, прояв-
лял мультиспецифические ингибирующие свой-
ства в отношении TLR и ингибировал TLR2, TLR4, 
TLR5 и  TLR9; однако, в отличие от  MIP2, не  инги-
бировал TLR7 [25].

В исследовании Piao et al.  [56] оценивалась 
эффективность пептида 2R9 в отношении систем-
ной продукции цитокинов, индуцированной аго-
нистами  TLR2 и  TLR7, а также для подавления 
цитокинового ответа на способный к репликации 
патоген (использовался штамм  PR8 вируса грип-
па  H1N1). Предварительные исследования пока-
зали, что 2R9, пептид, идентифицированный при 
скрининге библиотеки пептидов TIR-домена TLR2, 
мультиспецифичен и блокирует TLR2, TLR4, TLR7 
и  TLR9 за счёт связывания  TIRAP, адаптерного 
белка, усиливающего передачу сигнала с этих 
рецепторов  [56]. При введении мышам 2R9 досто-
верно ингибировал цитокиновый ответ как на 
Pam3Cys  (S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2-RS)-propyl]-N-
palmitoyl-(R)-Cys-Ser-Lys4-OH), агонист  TLR2, так 
и на R848  (резиквимод), агонист  TLR7, а также 
на  ODN1668, агонист  TLR9  [56, 83]. 2R9  также 
на 80–90% блокировал MyD88-зависимую секрецию 
TNF, IL-6 и  IFN-β культивируемыми перитониаль-
ными макрофагами, инфицированными вирусом 
гриппа  [56]. Избыточная секреция цитокинов мо-

жет служить причиной смертности при острых 
вирусных инфекциях. Используя такое обоснова-
ние, авторы протестировали, будет ли 2R9  сни-
жать летальность мышей, инфицированных вы-
зывающей ~90%-ную летальность дозой вируса 
гриппа (штамм PR8). Эксперименты показали, что 
5-дневный курс ежедневных инъекций пептида, 
начатых спустя 48  часов после инфицирования 
вирусом, достоверно снижали смертность  [56].  
В  другой работе, однако, было показано, что эф-
фект от подавления TLR-зависимого иммунного 
ответа на исход болезни сильно зависит от време-
ни начала терапии [101], причём слишком раннее 
начало введения подавляющих иммунный ответ 
агентов может усугублять течение инфекционных 
болезней.

Представленные работы показывают эффек-
тивность  БП как для подавления системной про-
дукции цитокинов, индуцированной введением 
синтетических агонистов специфических рецепто-
ров, так и в более сложных моделях хронического 
воспаления или воспаления, индуцированного 
инфекционными агентами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследования последних двух десятилетий 
привели к значительному прогрессу в откры-
тии новых БП и пониманию механизмов их дей-
ствия. К  настоящему времени отработаны мето-
дики идентификации  БП, оценки специфичности 
их связывания с мишенями in vitro и на клеточ-
ных моделях, а также оценки эффективности  БП 
in  vivo. Показана высокая эффективность методо-
логии блокирующих пептидов для создания инги-
биторов сигнальных путей, механизм действия 
которых заключается в блокировке транзитор-
ных взаимодействий сигнальных белков, осущест-
вляемых специализированными белковыми доме-
нами. В  экспериментах на мелких лабораторных 
животных убедительно показана способность  БП 
подавлять системный ответ на стимуляцию опре-
делённых рецепторов как при интраперитониаль-
ном, так и при внутривенном введении пептидов. 
Также имеются примеры эффективности БП при 
длительном применении для подавления хрони-
ческих воспалительных процессов. К настоящему 
времени достигнуто понимание, что мультиспе-
цифичность, демонстрируемая некоторыми  БП, 
важна для понимания их биологических эффектов, 
а также что она, по-видимому, вносит существен-
ный вклад в эффективность БП в сложных живот-
ных моделях.

Несмотря на то что пул известных  БП доста-
точно велик, точные молекулярные детерми-
нанты их ингибиторной активности на данный 
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момент не  установлены. Это обусловлено такими 
ключевыми факторами, как значительное разно-
образие ингибиторных последовательностей, 
толерантность  БП к аминокислотным заменам, 
множественность сайтов, связывающих отдель-
ные  БП, а также отсутствие известных структур 
комплексов БП с их белками-мишенями. Опреде-
ление атомной трёхмерной структуры комплексов 
БП с их белками-мишенями улучшит понимание 
механизмов распознавания сигнальных белков, а 
также заложит основание для рациональной опти-
мизации уже известных БП. Функциональность БП 
также может быть улучшена за счёт оптимизации 
проникающих последовательностей для более 
прицельной доставки блокатора к молекулярной 

мишени, а также за счёт использования пептидо-
миметиков с целью повышения биологической 
стабильности блокирующих агентов.
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SIGNALING PROTEIN INTERACTIONS:  
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The formation of transitory protein complexes in response to activation of cellular receptors is a com-
mon mechanism by which cells respond to external stimuli. This article presents the concept of blocking 
the interactions of signaling proteins by peptide inhibitors, and describes the progress achieved to date 
in development of signaling inhibitors that act by blocking the signal-dependent protein interactions.
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Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) благодаря своей способности к 
дифференцировке в любой тип соматических клеток являются многообещающим инструментом 
для решения проблем трансплантационной медицины. Более того, технология репрограммиро-
вания делает возможным получение персонализированного, то есть пациент-специфического, 
клеточного продукта, при трансплантации которого не должны возникать проблемы, связан-
ные с гистосовместимостью пересаженных тканей и органов. В  то же время противоречивые 
сведения о главном преимуществе производных ИПСК аутологичного происхождения  − отсут-
ствию иммуногенности  − все же ставят под сомнение применение таких клеток вне протоко-
лов иммуносупрессивной терапии. Этот обзор посвящен иммуногенным свойствам сингенных 
и аутологичных ИПСК и их производных, а также рассмотрению возможных причин нарушения 
их иммунологической толерантности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, иммунный ответ, 
иммуногенность, иммунотолератность, Т-клетки, NK-клетки, дифференцировка.
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Принятые сокращения: B2M  – бета-2-микроглобулин; ГМК  – гладкомышечные клетки; ИПСК  – индуциро-
ванные плюрипотентные стволовые клетки; ПСК  – плюрипотентные стволовые клетки; ПЭС  – пигментный 
эпителий сетчатки; ЭСК  – эмбриональные стволовые клетки; HLA  – человеческий лейкоцитарный антиген; 
KIR – иммуноглобулин-подобные рецепторы киллерных клеток; NK – натуральные киллеры.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Плюрипотентные стволовые клетки (ПСК) 
человека, к которым относятся эмбриональные 
стволовые клетки (ЭСК) и индуцированные плю-
рипотентные стволовые клетки (ИПСК), обладают 
способностью к неограниченной пролиферации 
и дифференцировке практически в любой тип 
соматических клеток [1, 2]. Эти уникальные свой-
ства делают их привлекательным и многообе-

щающим инструментом для моделирования раз-
личных заболеваний и разработки лекарственных 
препаратов  [3, 4]. Особая надежда возлагается на 
дифференцированные производные ПСК как на 
источник материала для клеточной терапии, что 
должно решить проблему нехватки донорских 
органов и тканей [5].

Сегодня о повсеместном внедрении техноло-
гии ПСК в клиническую практику говорить еще 
рано. С  момента открытия ЭСК человека в  1998 г. 
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прошло всего 26 лет [1], и на текущий момент про-
должаются активные работы по совершенствова-
нию протоколов дифференцировки ПСК в специа-
лизированные клетки и получению трехмерных 
структурированных тканей in vitro  [4]. Высокая 
стоимость технологии  – еще один камень пре-
ткновения на пути к масштабной клеточной тера-
пии. По сравнительно недавним оценкам, получе-
ние одной линии ИПСК в условиях надлежащей 
производственной практики (good manufacturing 
practice,  GMP), согласно требуемым стандартам 
качества, обходится примерно в 800 000 долларов 
США  [4]. Еще одним тормозящим фактором явля-
ется длительное время, необходимое для получе-
ния новой линии ИПСК, а также для ее последую-
щей дифференцировки в желаемый тип клеток [6]. 
Кроме того, пока четко не определены параметры 
клинической стандартизации, которые должны 
применяться как к ПСК  [7], так и к их дифферен-
цированным производным [8]. В связи с этим тера-
пия на основе пациент-специфических ИПСК вряд 
ли найдет широкое распространение по крайней 
мере в ближайшие годы. Интересно отметить, что 
клеточные продукты, полученные всего из пяти 
линий ЭСК, были использованы почти в половине 
клинических исследований производных ПСК, тем 
не менее число исследований клеток, полученных 
из ИПСК, значительно увеличилось за последние 
несколько лет [9]. В  России, согласно Федерально-
му закону № 180, запрещено использование ЭСК для 
разработки, производства и применения биомеди-
цинских клеточных продуктов, поэтому в клини-
ческой практике возможно применение только 
производных ИПСК.

Несмотря на очевидные экономические пре-
имущества, связанные с производством клеточ-
ных продуктов на основе аллогенных производ-
ных ПСК, проблема гистосовместимости донора и 
реципиента, связанная с высоким полиморфизмом 
генов главного комплекса гистосовместимости 
(MHC/HLA), остается нерешенной. Для предотвра-
щения иммунного отторжения при транспланта-
ции аллогенных тканей и органов обязательно 
пожизненное применение иммуносупрессивной 
терапии, которая часто сопряжена с побочными 
эффектами или может быть неэффективна [10]. Из-
начально считалось, что персонализированная те-
рапия на основе аутологичных производных ИПСК 
сможет обойти проблему гистосовместимости [11]. 
Однако некоторые группы исследователей сооб-
щают, что иммунный ответ против сингенных и 
аутологичных ИПСК все-таки возможен, таким 
образом, подвергая сомнению главное преимуще-
ство аутологичных ИПСК – отсутствие иммуноген-
ности  [12–15]. Впрочем, причины данного фено-
мена до сих пор тщательно не изучены. В данном 
обзоре мы постарались пролить свет на механиз-

мы нарушения толерантности иммунной системы 
по отношению к аутологичным ИПСК. Стоит под-
черкнуть, что, несмотря на неизбежность, пони-
мание реакции основных эффекторных клеток 
трансплантационного иммунитета  – Т-клеток и 
NK-клеток (натуральных киллеров) – на различные 
типы клеток, а в будущем и тканей, полученных 
из  ИПСК, поможет найти подходы к их подавле-
нию и будет иметь большое значение для успеш-
ного развития трансляционной медицины.

ИММУНОГЕННОСТЬ СИНГЕННЫХ  
И АУТОЛОГИЧНЫХ ИПСК  

И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ  
ПО ОТНОШЕНИЮ К Т-КЛЕТКАМ

Сама возможность, что клетки, дифференци-
рованные из аутологичных ИПСК, могут спровоци-
ровать возникновение иммунного ответа, широко 
не рассматривалась до публикации Zhao et al. [12]. 
В  этом исследовании авторы показали, что под-
кожное введение ИПСК сингенным, т.е.  линей-
ным, мышам приводило к образованию тератом, 
в которых выявлялись зоны инфильтрации Т-клет-
ками, что сопровождалось последующим некрозом 
и регрессом сформированных тератом. При этом 
тератомы, образованные после введения синген-
ных  ЭСК с тем же генетическим фоном, значи-
тельно реже вызывали иммунный ответ. Авторы 
отметили, что частота отторжения тератом из 
ИПСК значительно снижалась при использовании 
эписомных векторов для репрограммирования 
исходных соматических клеток, хотя в послед-
нем случае сформированные тератомы все равно 
отторгались с частотой 10–20%, и большинство из 
них были также инфильтрированы Т-клетками. 
Тем не менее данные результаты были встречены 
в научном сообществе с некоторым скептицизмом 
во многом в связи с тем, что недифференцирован-
ные ИПСК не рассматриваются в качестве источ-
ника клеток для клинического применения [11].

Более поздние работы оказались достаточно 
противоречивыми, хотя большая часть все-таки 
свидетельствовала об отсутствии иммуногенности 
сингенных производных ИПСК. Об обратном сооб-
щалось лишь в единичных исследованиях. Так, 
дополнительные доказательства иммуногенности 
клеток, полученных из сингенных ИПСК, предста-
вили в 2013 г. Araki et al. [16]. Авторы обнаружили 
аналогичную частоту отторжения тератом, сфор-
мированных как сингенными ИПСК, так и  ЭСК. 
Было высказано предположение, что иммунный 
ответ на тератомы потенциально связан с экспрес-
сией генов, регулирующих плюрипотентность. 
В частности, авторы опирались на ранее получен-
ные данные, что транскрипционный фактор  Oct4 
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может иметь иммуногенные свойства  [17]. Кроме 
того, Araki et al. [16] впервые обнаружили призна-
ки иммунного ответа на терминально дифферен-
цированные производные сингенных  ИПСК. При 
трансплантации кардиомиоцитов, дифференци-
рованных из ИПСК, авторы наблюдали у синген-
ных мышей значительный уровень инфильтрации 
Т-клетками трансплантата.

Еще в одной работе сообщали о полной вы-
живаемости тератом, сформированных синген-
ными ПСК, хотя в некоторых тератомах все-таки 
наблюдали зоны инфильтрации Т-клетками  [18]. 
Далее, авторы сравнили иммуногенность эндо-
телиальных клеток, гепатоцитов и нейрональ-
ных предшественников, дифференцированных 
из сингенных ЭСК и ИПСК. Дифференцированные 
производные ИПСК не вызвали признаков специ-
фического Т-клеточного ответа ни в in vitro моде-
ли, ни при трансплантации сингенным мышам. 
Таким образом, Guha  et  al.  [18] показали, что сте-
пень иммуногенности ПСК может снижаться при 
дифференцировке. К  такому же выводу пришли 
авторы другой работы  [19]. Анализ функциональ-
ного состояния иммунных клеток, обнаруженных 
в зоне трансплантации, показал, что тератомы 
преимущественно инфильтрированы цитотокси-
ческими Т-клетками, в то время как эндотелиаль-
ные клетки, дифференцированные из ИПСК, – регу-
ляторными Т-клетками и макрофагами [19].

В 2013  г. было опубликовано исследование, в 
котором сравнивали иммунный ответ на аутоло-
гичную и аллогенную трансплантацию дофамин-
ергических нейронов среднего мозга, дифференци-
рованных из ИПСК, в мозг приматов  [20]. Авторы 
обнаружили, что значительное количество микро-
глии и Т-клеток инфильтрировало аллотрансплан-
таты, в то время как аутологичные нейроны вы-
звали минимальную реакцию иммунных клеток. 
Похожая работа была проведена на нейрональных 
предшественниках ИПСК, где также не наблюдали 
существенной инфильтрации в зонах трансплан-
тации аутологичных клеток  [21, 22]. Интересно 
отметить, что Morizane et al.  [20] в некоторых слу-
чаях все-таки детектировали ограниченный Т-кле-
точный ответ на аутологичные дофаминергиче-
ские нейроны, если те были дифференцированы 
из ИПСК, полученных с помощью ретровирусной 
трансфекции. Если ИПСК были получены репро-
граммированием с помощью эписомных векторов, 
то их производные не приводили к иммунному 
ответу аутологичных Т-клеток. Эти данные могут 
свидетельствовать о том, что вирусная интегра-
ция факторов плюрипотентности при получении 
ИПСК может влиять на иммуногенность клеточ-
ных продуктов.

Стоит отметить некоторые ограничения рабо-
ты Morizane et al.  [20]. Во-первых, провести анализ 

иммунного ответа авторы смогли только после 
эвтаназии животных примерно через 3–4  месяца 
после трансплантации. Были предприняты по-
пытки отследить иммунные реакции в динамике 
с помощью позитронно-эмиссионной томографии, 
а также путем измерения цитокинов в крови и 
спинномозговой жидкости, однако полученные 
результаты обладали высокой вариабельностью 
и слабо коррелировали с постмортальными гисто-
логическими данными. Возможно, дополнитель-
ные временные точки могли бы точнее определить 
вероятность иммунного ответа на транспланта-
цию аутологичных производных ИПСК. Во-вторых, 
хотя авторы и продемонстрировали, что степень 
иммунного ответа была выше при транспланта-
ции аллогенных дофаминергических нейронов, 
однако их отторжения не наблюдали даже при от-
сутствии иммуносупрессивной терапии. Данный 
феномен можно объяснить тем, что мозг является 
иммунопривилегированным органом. Более того, 
эти данные согласуются с клиническими наблю-
дениями за длительной выживаемостью аллоген-
ных дофаминергических нейронов, полученных 
из фетального материала, у пациентов с болезнью 
Паркинсона, которые получали только кратковре-
менную иммуносупрессию или вообще ее не полу-
чали [23, 24].

Все предыдущие работы описывали иммуно-
генность ИПСК животных  – мышей и приматов. 
Однако для клинического применения очень важ-
но изучение иммуногенности аутологичных про-
изводных ИПСК человека. В 2015 г. Zhao et al.  [13] 
изучили этот вопрос, используя гуманизирован-
ную мышиную модель с реконструированной 
иммунной системой человека. Они обнаружили 
зоны Т-клеточной инфильтрации и некроз тка-
ней в большинстве тератом, сформированных из 
ИПСК. Тем не менее степень иммунного ответа на 
аутологичные ИПСК оказалась слабее, чем на алло-
генные ЭСК. В связи с этим авторы предположили, 
что только некоторые типы производных ИПСК 
могут вызвать отторжение. Кроме того, глубокое 
секвенирование репертуара Т-клеточных рецепто-
ров  (TCR) инфильтрующих лимфоцитов выявило 
их олигоклональный характер, что свидетельство-
вало об антиген-специфичном ответе Т-лимфоци-
тов на аутологичные ИПСК. В  случае аллогенных 
ЭСК был выявлен поликлональный репертуар TCR.

Для выявления потенциально иммуногенных 
тканей были проанализированы гистологические 
срезы тератом, инфильтрированных Т-клетками. 
Zhao et al.  [13] обнаружили, что десмин-положи-
тельные гладкомышечные клетки  (ГМК) значи-
тельно чаще окружены инфильтрующими Т-лим-
фоцитами, в то время как клетки пигментного 
эпителия сетчатки  (ПЭС) практически не были 
инфильтрированы Т-лимфоцитами. Далее, авторы 
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провели сравнительный анализ иммуногенности 
двух типов клеток  – ГМК и  ПЭС. Оказалось, что 
аутологичные ГМК были более иммуногенными 
в связи с дерегулированной экспрессией опухоле-
ассоциированных генов, в частности, HORMAD1 
и  ZG16. Эктопическая экспрессия  ZG16 в клет-
ках  ПЭС приводила к значимому Т-клеточному 
ответу в аутологичных реципиентах.

Таким образом, данные об иммуногенности 
сингенных и аутологичных производных ИПСК по 
отношению к Т-клеткам достаточно противоречи-
вы. Тем не менее большинство из них все-таки об-
надеживают, как, например, сравнительно недав-
ние работы, проведенные на моделях свиней [25], 
обезьян [26], гуманизированных мышей [27], а так-
же in vitro [15, 28], в которых продемонстрирована 
толерантность иммунной системы в отношении 
клеточных продуктов, полученных из ИПСК.

ИММУНОГЕННОСТЬ СИНГЕННЫХ  
И АУТОЛОГИЧНЫХ ИПСК  

И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ  
ПО ОТНОШЕНИЮ К NK-КЛЕТКАМ

В то время как основная функция Т-лимфо-
цитов  – распознавание чужеродных молекул, в 
том числе неоэпитопов, NK-клетки имеют дру-
гой принцип иммунологического распознавания. 
Классическая гипотеза распознавания «отсутствие 
своего» предполагает, что NK-клетки распознают 
и уничтожают все клетки, в которых отсутствуют 
молекулы HLA (человеческий лейкоцитарный ан-
тиген) I  класса  [29]. Современное представление 
является более сложным: считается, что актива-
ция NK-клеток определяется взаимодействием 
сигналов, поступающих от двух типов рецепторов 
на их поверхности: активирующих и ингибирую-
щих  [30]. Превалирование ингибирующих сигна-
лов при взаимодействии с клеткой-мишенью не 
нарушает анергию NK-клеток, в то время как пре-
валирование активирующих – запускает их цито-
токсическую программу. В  свою очередь, прева-
лирование активирующих сигналов может быть 
обусловлено как повышением количества (уровня) 
лигандов активирующих рецепторов NK-клеток в 
клетках-мишенях, так и снижением ингибирую-
щих лигандов, главным образом молекул HLA 
I  класса. Подобная разбалансировка в физиологи-
ческих условиях определяется различными пато-
логическими процессами, в том числе процессами 
онкогенеза, вирусными и бактериальными инфек-
циями, а также при стрессе [31].

Активность NK-клеток против недифференци-
рованных ИПСК, в том числе сингенных и ауто-
логичных, ранее освещалась в ряде исследований, 
выполненных in vitro [32, 33]. В целом, низкая экс-

прессия молекул HLA I  класса является характер-
ным признаком ПСК [34], поэтому высокая актив-
ность NK-клеток обусловлена в первую очередь 
нехваткой ингибирующих сигналов. Однако в не-
которых работах также косвенно отмечают вклад 
активирующих лигандов. Так, Frenzel et al.  [35] 
обнаружили, что предварительное блокирование 
активирующего рецептора  NKG2D существенно 
снижает цитотоксичность NK-клеток при сокуль-
тивировании с сингенными ЭСК мыши. В  другой 
работе было показано, что NK-клетки с нокаутом 
гена Klrk1−/−, кодирующего рецептор NKG2D, лизи-
ровали значительно меньший процент  ПСК, чем 
NK-клетки дикого типа  [36]. Интересно, что для 
ПСК человека в экспериментах с блокирующими 
антителами была показана роль другого активиру-
ющего рецептора – DNAM-1 [33]. По-видимому, вы-
сокая чувствительность ПСК к действию NK-кле-
ток обусловлена одновременно двумя факторами: 
низкой экспрессией молекул HLA-I и повышенной 
экспрессией активирующих лигандов.

Что касается иммунного ответа in vivo, то 
известно, что NK-клетки ограничивают формиро-
вание тератом после подкожной инъекции как 
сингенных [37], так и аутологичных ИПСК [38]. 
В  целом, полученные данные могут свидетель-
ствовать о том, что остаточные ПСК, которые по-
тенциально могли остаться в трансплантате среди 
дифференцированных клеток, не смогут сформи-
ровать тератомы и будут отторгнуты NK-клетками. 
Сообщается даже, что NK-клетки могут выступать 
в качестве внутреннего барьера в случае репро-
граммирования как in vitro, так и in vivo [39]. Было 
показано, что NK-клетки способны распознавать 
и элиминировать частично репрограммирован-
ные клетки, которые, как оказалось, экспресси-
руют лиганды активирующих рецепторов NKG2D 
и DNAM-1. Далее, используя трансгенную линию 
мышей  [40], экспрессирующую под воздействием 
доксициклина четыре репрограммирующих фак-
тора коктейля Яманаки (OSKM), авторы показали, 
что частичное in vivo репрограммирование идет 
эффективнее при деплеции NK-клеток и, наобо-
рот, существенно понижается при их адоптивном 
переносе [39].

Ответ сингенных и аутологичных NK-кле-
ток на дифференцированные производные ИПСК 
изучен достаточно слабо. Так, сообщалось о по-
вышенной чувствительности гепатоцито-подоб-
ных клеток, дифференцированных из мышиных 
ИПСК (iPS-HLC), к действию сингенных NK-клеток 
in vitro  [41]. При этом сингенные соматические 
клетки – гепатоциты – практически не вызывали 
проявления эффекторных функций со стороны 
NK-клеток. Интересно отметить, что в этой рабо-
те также был определен иммунный ответ NK-кле-
ток на гепатоцито-подобные клетки, полученные 
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из ЭСК (ES-HLC). Авторы обнаружили, что процент 
лизированных ES-HLC был практически в 2  раза 
выше, чем лизированных iPS-HLC. Оказалось, что 
ES-HLC, но не iPS-HLC, экспрессируют лиганды ак-
тивирующего рецептора NKG2D. Кроме того, нока-
ут гена, кодирующего рецептор NKG2D в NK-клет-
ках, достоверно снижал процент лизированных 
ES-HLC, но не iPS-HLC. Таким образом, эта работа 
еще раз подтвердила более ранние данные о том, 
что элиминация ПСК мыши и их дифференциро-
ванных производных преимущественно реализу-
ется через взаимодействие рецептора NKG2D с его 
лигандами [35, 36, 42].

В другой работе на мышиной модели изучали 
ответ NK-клеток на трансплантацию кардиомио-
цитов, дифференцированных из сингенных ИПСК 
(miPSC-CMs)  [14]. Было показано, что выживае-
мость трансплантированных подкожно miPSC-CMs 
значительно выше в мышах с деплецией NK-кле-
ток. В  контрольных мышах, помимо инфильтра-
ции NK-клетками областей трансплантата, были 
выявлены признаки дегрануляции NK-клеток, а 
также отторжения miPSC-CMs. Анализ экспрессии 
NK-клеточных лигандов показал, что miPSC-CMs 
слабо экспрессируют молекулы MHC I класса, а 
также окрашиваются антителами к лигандам ре-
цепторов NKG2D и DNAM-1. Блокирование рецеп-
торов NKG2D и DNAM-1 или увеличение экспрес-
сии MHC-I путем предварительной обработки IFNγ 
снижало цитотоксические свойства NK-клеток 
in vitro, а также уменьшало инфильтрацию NK-кле-
ток в трансплантированные области и некроз  
miPSC-CMs in vivo.

В то же время иммуногенность производных 
ИПСК человека по отношению к NK-клеткам изуча-
лась достаточно мало. Преимущественно работы 
были связаны с созданием низкоиммуногенных, 
или «универсальных», линий ИПСК. Полагают, 
что этот подход может стать альтернативой при-
вычной иммуносупрессивной терапии, поскольку 
производные таких клеток будут подходить любо-
му реципиенту [43, 44]. Для создания гипоиммуно-
генных клеток наиболее часто применяется стра
тегия полного «выключения» экспрессии молекул 
HLA как I, так и II  классов. Для подавления экс-
прессии HLA I  класса обычно нокаутируют ген 
бета-2-микроглобулина (B2M), кодирующий легкую 
субъединицу, необходимую для стабильного фор-
мирования гетеродимера  [45–47]. Для подавления 
экспрессии HLA II класса нокаутируют ген  CIITA, 
кодирующий транскрипционный фактор, необ-
ходимый для экспрессии HLA-II  [48–50]. Клетки, 
лишенные молекул HLA, должны стать полностью 
невидимыми для Т-клеток реципиента (как CD8+, 
так и CD4+) [51]. С другой стороны, элиминация мо-
лекул HLA I класса приводит к тому, что производ-
ные ПСК становятся чувствительными к цитоток-

сическим свойствам NK-клеток [46, 52, 53]. Поэтому 
получение линий ПСК с пониженной иммуноген-
ностью обычно состоит из двух шагов: сначала 
должна быть подавлена экспрессия  HLA, а затем 
добавлены дополнительные факторы, которые 
позволят избежать NK-клеточного ответа [53–57].

A priori исследования низкоиммуногенных 
производных ИПСК проводили на аллогенной 
модели. В целом, поскольку NK-клетки не способ-
ны распознавать чужеродные молекулы, оценку 
толерантности производных ИПСК по отношению 
к иммунной системе можно проводить с исполь-
зованием NK-клеток аллогенного происхождения, 
однако с одним условием. Известно, что аллореак-
тивность со стороны NK-клеток теоретически мо-
жет быть вызвана несовпадением лигандов семей-
ства  KIR (иммуноглобулин-подобные рецепторы 
киллерных клеток) по механизму распознавания 
«отсутствие своего». Все аллели HLA-C делятся на 
две группы – HLA-С1 и HLA-С2 – в зависимости от 
последовательности аминокислот в позициях  77 
и  80 альфа-цепи, что определяет их способность 
связываться с рецепторами NK-клеток KIR2DL3 и 
KIR2DL1 соответственно  [58]. По  этому принципу 
все доноры и реципиенты могут быть поделе-
ны на следующие группы: HLA-С1/С1, HLA-С1/С2 
и HLA-С2/С2. NK-Клетки в процессе лицензирова-
ния, или «обучения» в процессе созревания, обре-
тают толерантность к определенному набору алле-
лей HLA-C на собственных клетках. Условия ответа 
NK-клеток на несовпадение аллелей HLA-C при 
взаимодействии с KIR2DL-рецепторами представ-
лено на рис. 1. Поэтому в случае использования 
в качестве клеток-мишеней производных, диф-
ференцированных из HLA-гомозиготных линий 
ИПСК, гетерозиготные HLA-С1/С2 NK-клетки будут 
отвечать на отсутствие любого из KIR-лигандов, 
что было подтверждено в работе Ichise  et  al.  [59]. 
Авторы показали, что HLA-C1/C2 NK-клетки, вы-
деленные из крови здоровых доноров, лизируют 
Т-клетки и эндотелиальные клетки, дифференци-
рованные из HLA-C1/C1 ИПСК [59]. В свою очередь, 
эктопическая экспрессия HLA-C2 в дифференци-
рованных производных HLA-C1/C1 приводила к 
снижению NK-клеточного ответа. Помимо алло-
реактивности на несовпадение лигандов к KIR2DL-
рецепторам, еще сообщается о реакции NK-клеток 
на отсутствие лигандов к рецепторам KIR3DL1 
(эпитоп Bw4) и KIR3DL2 (аллели HLA-A3, A11) [60]. 
Таким образом, аллогенная модель может быть 
использована для оценки иммуногенности произ-
водных ИПСК по отношению к NK-клеткам, однако 
при условии типирования доноров, принимающих 
участие в исследовании.

Интересно, что в некоторых работах c гипо-
иммуногенными производными ПСК не отмеча-
лось существенной разницы в ответе NK-клеток 
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Рис. 1. Механизм аллореактивности NK-клетками на примере несоответствия лигандов для KIR2DL-рецепторов. 
HLA-С1/С1 NK-клетки активируются при взаимодействии с HLA-С2/С2 клетками-мишенями (нет ингибирую-
щего сигнала через KIR2DL3-рецептор). HLA-С2/С2 NK-клетки активируются при взаимодействии с HLA-С1/С1 
клетками-мишенями (нет ингибирующего сигнала через KIR2DL1-рецептор). HLA-С1/С2 NK-клетки активиру-
ются при взаимодействии с HLA-С1/С1 клетками-мишенями (нет ингибирующего сигнала через KIR2DL1-ре-
цептор) и при взаимодействии с HLA-С2/С2 клетками-мишенями (нет ингибирующего сигнала через KIR2DL3- 
рецептор)

на нокаутные производные ПСК и производные 
ПСК дикого типа. Правда, стоит отметить, что 
типирование исходных клеток, а также доноров, 
принимающих участие в исследовании, во всех 
этих работах проведено не было. Так, различия 
в цитотоксичности и количестве CD107a+ (т.е.  де-
гранулировавших NK-клеток) были статистиче-
ски незначимыми при сокультивировании с ГМК 
дикого типа и ГМК, не экспрессирующими HLA 
I  класса  [55]. В  свою очередь, клетки ПЭС дикого 
типа провоцировали крайне высокую NK-клеточ-
ную цитотоксичность, которая была сравнима с 
нокаутными производными ПСК  [50]. При этом 
процент дегранулировавших NK-клеток также 
не различался между исходными и нокаутными 
клетками  ПЭС, хотя и сильно варьировал в зави-
симости от донора. Высокую цитотоксичность 
NK-клеток наблюдали и для кардиомиоцитов, диф-
ференцированных из  ЭСК [57]. Эндотелиальные 
клетки вызвали одинаковый уровень дегрануля-
ции NK-клеток вне зависимости от экспрессии 
HLA I  класса, хотя цитотоксичность NK-клеток 
была выше против производных ИПСК с нокау-
том гена  B2M  [61]. Стоит отметить, что в выше-
упомянутых исследованиях авторы не фокусирова- 

лись на ответе NK-клеток против производных 
дикого типа, а, скорее, описали отсутствие гипер-
чувствительности к NK-клеткам для HLA-негатив-
ных клеток.

В своей недавней работе мы также обнаружи-
ли, что фибробластоподобные производные ИПСК 
с нокаутом гена  B2M (ΔiPS-fibro) демонстрируют 
ту же степень чувствительности к действию алло-
генных и аутологичных NK-клеток, что и фибро-
бластоподобные клетки дикого типа – iPS-fibro [15]. 
Однако, в отличие от других авторов, были исполь-
зованы исходные изогенные фибробласты в каче-
стве отрицательного контроля реакции NK-клеток. 
Это сравнение позволило обнаружить отсутствие 
полной иммунологической толерантности диффе-
ренцированных производных ИПСК к аутологич-
ным NK-клеткам. С  помощью транскриптомного 
анализа был выявлен значительный дисбаланс 
NK-клеточных лигандов в iPS-fibro. По сравнению 
с исходными фибробластами, в iPS-fibro одновре-
менно наблюдалось значительное снижение экс-
прессии молекул HLA-I и повышение экспрессии 
лигандов к семейству активирующих рецепторов 
DNAM-1 и  NKG2D. Далее, в работе было показано, 
что баланс NK-клеточных лигандов в дифферен-
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цированных производных ИПСК может быть воз-
вращен в равновесное состояние за счет предвари-
тельной обработки клеточных культур IFNγ [15].

В еще одной работе отмечалась чувствитель-
ность почечных производных ИПСК к действию 
аутологичных NK-клеток  [28]. Авторы обнаружи-
ли, что процент активированных NK-клеток был 
ниже при сокультивировании с предшественни-
ками проксимальных эпителиальных клеток, чем 
с более «зрелыми» производными ИПСК. Однако 
эти различия подробно в работе не обсуждаются. 
Судя по данным РНК-секвенирования, в ходе дли-
тельного культивирования в проксимальных эпи-
телиальных клетках растет уровень транскриптов 
HLA I класса, что согласуется с данными, получен-
ными на iPS-fibro  [15], а также некоторых акти-
вирующих NK-клеточных лигандов, в частности, 
MICA и NECTIN2. По-видимому, это обусловливает 
превалирование активирующих сигналов и реа-
лизации цитотоксической программы в NK-клет-
ках. Также интересно отметить, что, в отличие 
от более ранней работы Kruse et al.  [33], высокая 
активность NK-клеток против недифференциро-
ванных ИПСК человека в работе Rossbach et al. [28]  
не наблюдалась.

Надо отметить, что роль NK-клеток при транс-
плантации солидных органов оценивается доволь-
но противоречиво [60, 62]. Существуют свидетель-
ства того, что некоторые субпопуляции NK-клеток 
могут играть роль в регуляции толерантности к 
аллотрансплантату, однако чаще NK-клетки уча-
ствуют в отторжении аллотрансплантата при по-
средстве Т-клеток и антител  [63]. При отсутствии 
иммуносупрессивной терапии, которая снижает 
цитотоксическую активность и регулирует свой-
ства дегрануляции, активированные NK-клетки 
продуцируют  IFNγ, что может способствовать 
развитию хронического воспаления и усилению 
иммунного ответа, опосредованного в первую 
очередь Т-клетками  [64]. Таким образом, иммуно-
генность производных ИПСК по отношению к 
NK-клеткам также учитывается при использова-
нии клеточного продукта, дифференцированного 
из ИПСК, в целях регенеративной медицины.

ВОЗМОЖНЫЕ ПРИЧИНЫ  
ИММУННОГО ОТВЕТА  

НА АУТОЛОГИЧНЫЕ ПРОИЗВОДНЫЕ ИПСК

До сих пор нет четкого понимания, что явля-
ется ключевым фактором иногда наблюдавшейся 
иммуногенности производных ИПСК аутологич-
ного происхождения. В  целом, ответ со стороны 
T-клеток может быть объяснен формированием 
неоантигенов и аберрантной экспрессией ге-
нов (рис. 2, а), а ответ со стороны NK-клеток – нару-

шением баланса активирующих и ингибирующих 
лигандов в клетках-мишенях (рис. 2, б).

Одним из первых высказанных предположе-
ний о причинах иммуногенности ИПСК было 
использование разных репрограммирующих век-
торов. Еще в первой работе было показано, что 
тератомы, сформированные сингенными ИПСК, 
отторгались чаще при использовании ретровирус-
ных векторов в качества метода репрограммиро-
вания  [12]. В  свою очередь, использование эпи-
сомных конструкций сильно снижало процент 
отторгнутых тератом. Похожие результаты были 
получены при трансплантации дофаминергиче-
ских нейронов в мозг приматов  [20]. Ретровирус-
ные и лентивирусные конструкты преимуществен-
но интегрируют в транскрипционно активные 
сайты, что может вызывать мутации, геномную 
нестабильность и хромосомные аберрации. Кроме 
того, есть сведения о том, что последующая акти-
вация трансгенов коррелирует с аберрантной про-
дукцией иммуногенного белка Oct4 [17].

В целом, предполагается, что иммуногенность 
линий, полученных «неинтеграционным» спосо-
бом, должна быть ниже в сравнении с линиями, 
полученными с помощью ретро- и лентивирусной 
трансфекции, однако подробных исследований на 
этот счет никто не проводил. Данные, посвящен-
ные сравнению геномной нестабильности в лини-
ях ИПСК, полученных разными способами репро-
граммирования, достаточно противоречивы. Так, 
одни исследователи сообщают о схожем количе-
стве точечных мутаций [65], а также вариаций чис-
ла копий генов CNVs (copy number variations) [66], а 
другие – наоборот, показывали вдвое меньшее чис-
ло мутаций в безынтеграционных ИПСК [67, 68], а 
значит, и меньший шанс формирования потенци-
альных неоэпитопов. Частота генетических вариа-
ций также была низкой в ИПСК человека, полу-
ченных с помощью эписомных конструкций [69]. 
Стоит отметить, что в последние годы появились 
и другие способы безынтеграционного репрограм-
мирования, в частности, путем индукции эндоген-
ных плюрипотентных генов с помощью системы 
CRISPR/Cas9 [70], однако дополнительных сведений 
об их геномной нестабильности, насколько нам 
известно, представлено не было. Так или иначе, 
именно безынтеграционные способы репрограм-
мирования в настоящее время являются наиболее 
безопасными и эффективными для дальнейшего 
клинического применения [4].

Наиболее часто различия в иммуногенности 
объясняют мутациями и, следовательно, форми-
рованием неоэпитопов  [71]. Во-первых, это могут 
быть мутации, которые существовали в исходных 
соматических клетках. Так, фибробласты – один из 
наиболее часто используемых источников клеток 
для репрограммирования [72]. Сообщается, что му-
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a б

Рис. 2. Иммуногенность аутологичных ИПСК и их производных. а  –  Ответ Т-клеток на аутологичные ИПСК 
и  их дифференцированные производные может быть обусловлен распознаванием иммуногенных неоэпи-
топов, сформированных в результате возникновения мутаций или аберрантной экспрессии иммуногенных 
генов. б  – Ответ NK-клеток на аутологичные ИПСК и их дифференцированные производные может быть об-
условлен дисбалансом NK-клеточных лигандов в клетках-мишенях. Превалирование активирующих сигналов 
приводит к запуску цитотоксической программы NK-клеток

тации, приобретенные вследствие УФ-индуциро-
ванного мутагенеза, присутствуют в ~50%  ИПСК 
человека, репрограммированных из фибробластов 
кожи  [73]. Такие мутации характеризуются заме-
нами C-to-T или CC-to-TT и часто наблюдаются в 
меланомах  [74]. В  качестве альтернативы фибро-
бластам могут выступать и другие соматические 
клетки. Например, сообщается, что ИПСК, полу-
ченные из гемопоэтических стволовых клеток, 
содержат значительно меньше точечных мута-
ций, инсерций и делеций, чем ИПСК, получен-
ные из фибробластов кожи [75]. Также в качестве 
источника клеток для репрограммирования очень 
часто используют клетки периферической крови. 
Rouhani et al. [76] показали, что ИПСК, полученные 
из клеток крови, значительно реже содержат мута-
ции, чем ИПСК, полученные из фибробластов. В то 
же время есть данные о том, что мутации в клет-
ках крови также накапливаются с возрастом [77]. 
Так, работа с использованием 16 линий ИПСК, по-
лученных из клеток крови доноров в возрасте 21–
100 лет, продемонстрировала, что частота мутаций 
в ИПСК линейно увеличивается с возрастом доно-
ров [78]. Помимо этого, частота мутаций митохон-

дриальной ДНК в ИПСК человека также увеличи-
вается с возрастом донора, и это может привести 
к метаболическим дефектам в ИПСК  [79]. И  хотя 
de novo мутации в митохондриальной ДНК – в це-
лом редкое явление для ИПСК  [80,  81], они могут 
приводить к образованию иммуногенных неоэпи-
топов и провоцировать иммунный ответ даже при 
аутологичной трансплантации, как было показано 
в одной из недавних работ [82].

Таким образом, соматические клетки молодых 
доноров могут иметь сравнительное преимуще-
ство при создании  ИПСК. Это также подтвержда-
ет и недавняя работа, в которой из эритробластов 
пуповинной крови были получены ИПСК, не со-
держащие мутаций в белок-кодирующих участках 
генома [83]. Кроме того, возраст доноров может 
сказываться на культуральных свойствах  ИПСК. 
Так, показано, что ИПСК, полученные из более 
старых мышей, пролиферировали хуже, чем ИПСК, 
полученные из более молодых мышей [84].

Мутации в ИПСК могут также возникать в про-
цессе репрограммирования. Такие мутации обыч-
но схожи с мутациями, вызванными окислитель-
ным стрессом (замены C-to-A), и преимущественно 
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обнаруживаются в конденсированных ламина-
ассоциированных хромосомных доменах, распо-
ложенных на периферии ядра  [85]. Более ранние 
работы свидетельствуют о том, что до 75% точеч-
ных мутаций в ИПСК возникают во время репро-
граммирования [86, 87]. При этом наличие разных 
мутаций для изогенных клонов ИПСК, а также 
меньшая частота точечных мутаций в изоген-
ных  ЭСК, предположительно, указывают на то, 
что такие мутации не были получены от исход-
ных соматических клеток  [67]. Дополнительные 
сведения о мутациях, возникающих в ходе ре-
программирования, были представлены в рабо-
те Rouhani et al.  [88]. Авторы идентифицировали 
уникальные мутации в изогенных линиях ИПСК, 
которые были получены из эндотелиальных пред-
шественников моноклонального происхождения.

Полагают, что мутации возникают на самых 
ранних стадиях репрограммирования перед пер-
вым делением клетки после внесения репрограм-
мирующих факторов или сразу же после первого 
или второго деления  [67, 83]. Авторам последней 
работы также удалось обнаружить, что временный 
дефицит компонентов чекпоинта клеточного цик
ла G1/S на начальной стадии процесса репрограм-
мирования приводит к накоплению мутаций [83]. 
В  то же время данные о мутациях, возникающих 
в ходе репрограммирования, достаточно неодно-
значны. В  более поздних работах было показано, 
что до 90% различных SNP и инделов в ИПСК про-
исходят от соматических клеток [73, 89]. Более того, 
Kosanke et al.  [90] показали, что только 2%  мута-
ций, выявленных в ИПСК, не были обнаружены в 
исходных эндотелиальных клетках, использован-
ных для репрограммирования.

Третья причина возникновения мутаций в 
ИПСК  – длительное культивирование. Такие му-
тации образуются стохастически, и поэтому явля-
ются значительно более редкими, чем предсуще-
ствующие соматические мутации или мутации, 
возникшие в результате репрограммирования. 
Полагают, что мутации, вызванные длительным 
культивированием, могут обеспечивать пролифе-
ративные преимущества  [91, 92]. Так, в одной ли-
нии ИПСК на поздних пассажах было обнаружено 
возникновение четырех дополнительных точеч-
ных мутаций по сравнению с клетками ранних 
пассажей [86]. Тем не менее, по последним данным, 
частота и спектр мутаций, возникающих в ИПСК в 
ходе культивирования, не отличается от мутаций, 
возникающих в ходе прегаструляционной стадии 
эмбриогенеза  [93]. В  другой работе было показа-
но, что при длительном культивировании in vitro 
скорость накопления мутаций ниже в ИПСК, чем 
в стволовых клетках кишечника и печени  [94]. 
Авторы обнаружили, что более чем треть мутаций 
вызвана заменами C-to-А, которые ассоциированы 

с окислительным стрессом. Культивирование кле-
ток в условиях гипоксии (3% кислорода) в течение 
трех месяцев значительно снижало количество од-
нонуклеотидных замен. Похожие результаты были 
получены и при культивировании ЭСК: авторы на-
блюдали более чем 2-кратное снижение частоты 
мутаций в условиях гипоксии  [95]. Полученные 
данные могут быть использованы для оптимиза-
ции условий культивирования ИПСК.

Для клинического применения крайне важно 
понимать, как мутации могут влиять на фенотип 
ИПСК, в том числе  – могут ли они приводить к 
процессам канцерогенеза. Есть работы, свидетель-
ствующие о том, что точечные мутации преиму-
щественно обнаруживают в генах, ассоциирован-
ных с раком [86]. Повторяющиеся мутации в гене 
опухолевого супрессора  TP53 были обнаружены 
как при полноэкзомном секвенировании ЭСК, так 
и при анализе общедоступных данных РНК-секве-
нирования 120  линий ПСК  [92]. Помимо мутаций 
в TP53, повторяющиеся мутации обнаруживают и 
в других опухолеассоциированных генах, напри-
мер, в CDK12, EGFR и PATZ1  [96,  97]. Недавнее ис-
следование выявило мутации в гене  BCOR, кото-
рые часто обнаруживают при гематологических 
заболеваниях (более чем в 25% проанализирован-
ных линий ИПСК)  [76]. Напротив, в других иссле-
дованиях связь с опухолеассоциированными ге
нами не была обнаружена [65, 69, 73, 94]. В целом, 
большинство точечных мутаций обнаруживают в 
областях неактивного хроматина, поэтому мало-
вероятно, что они смогут вызвать нежелательные 
эффекты. Однако уникальные мутации, которые 
обнаруживают в разных изогенных клонах ИПСК, 
обычно встречаются в активных промоторах и 
могут изменять экспрессию генов [73]. Это, в свою 
очередь, может приводить к формированию имму-
ногенных детерминант или влиять на эффектив-
ность дифференцировки в желаемый клеточный 
тип  [98], что также имеет большое значение для 
регенеративной медицины.

Помимо мутаций, которые потенциально мо-
гут возникнуть в процессе репрограммирования 
и культивирования, также следует учитывать и 
эпигенетические изменения, которые могут регу-
лировать экспрессию разных белков. В  первую 
очередь это касается нарушения метилирования 
ДНК в линиях  ПСК. Так, в некоторых работах от-
мечается, что паттерн аберрантного метилиро-
вания в ИПСК может быть схож с опухолевыми 
клетками [99–101]. Более того, было показано, что 
нарушения метилирования могут сохраняться и в 
дифференцированных клетках [102]. Однако стоит 
отметить, что метилирование ДНК в  ПСК может 
иметь динамичный характер, реагировать на усло-
вия культивирования и варьировать в зависимо-
сти от клеточной линии [95].
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Также существует мнение, что некоторые 
клетки не до конца проходят процесс репрограм-
мирования, и ИПСК в значительной мере способны 
сохранять транскрипционную и эпигенетическую 
память о своем происхождении [103]. Тем не менее 
работы в этой области достаточно противоречивы 
и, согласно современным представлениям, молеку-
лярные и функциональные различия в разных ли-
ниях ИПСК теряются в процессе продолжительного 
пассирования [104]. В то же время недавняя работа 
показала, что репрограммирование через стадию 
наивных ИПСК (TNT-репрограммирование) полно-
стью обнуляет эпигенетическую память, а  также 
корректирует возникшие эпигенетические аберра-
ции [105]. Такие TNT-ИПСК оказались молекулярно 
и функционально более схожими с ЭСК, чем ИПСК, 
полученные стандартной методикой.

Так или иначе, эпигенетические особенно-
сти могли бы объяснить аномальную экспрессию 
иммуногенных белков. Так, по крайней мере в 
двух работах было продемонстрировано, что фе-
номен «соматической памяти» может влиять на 
дальнейшую иммуногенность полученных линий 
ИПСК  [106,  107]. ИПСК, полученные из клеток 
Сертоли семенников мыши, являющихся анато-
мически иммунопривилегированной областью, 
с большей эффективностью формировали тера-
томы, чем ИПСК, полученные из эмбриональных 
фибробластов мыши  [106]. Более того, дифферен-
цированные производные сингенных  ЭСК проде-
монстрировали сниженный потенциал к актива-
ции аллогенных Т-клеток in vitro по сравнению с 
ИПСК, полученными из эмбриональных фибробла-
стов мыши. Однако стоит отметить, что на более 
поздних пассажах авторы не увидели отличий в 
иммуногенности ИПСК, полученных из разных 
соматических клеток, что потенциально еще раз 
подтверждает, что некая «соматическая память» 
в ИПСК может присутствовать только на ранних 
пассажах  [106]. В  другой работе было показано, 
что мезенхимальные клетки пуповины являются 
менее иммуногенным источником клеток для ре-
программирования, чем фибробласты кожи [107].

Нарушение экспрессии генов, связанных с 
NK-клеточным ответом, является еще одной при-
чиной иммуногенности ИПСК и их производ-
ных  [15]. К  запуску цитотоксической программы 
NK-клеток может привести как повышение сигна-
лов, идущих от активирующих рецепторов, так и 
снижение сигналов, поступающих от ингибирую-
щих рецепторов. Иными словами, правильный 
баланс между ингибирующими и активирую-
щими лигандами может сделать клетку-мишень 
невидимой для NK-клеток  [108], тогда как нару-
шенный баланс лигандов NK-клеток в производ-
ных может быть причиной чрезмерной активации 
NK-клеток. Таким образом, на степень иммунного 

ответа будут влиять интенсивность экспрессии 
молекул HLA I  класса, активирующих лигандов 
и молекул адгезии. Мы ранее показали, что все 
эти факторы могут являться причиной повышен-
ного NK-клеточного ответа на производные [15]. 
Во-первых, в фибробластоподобных производных 
ИПСК (iPS-fibro) наблюдалась относительно низкая 
экспрессия генов молекул HLA-I, основных инги-
бирующих лигандов. Во-вторых, в них была обна-
ружена повышенная экспрессия генов лигандов 
основных активирующих рецепторов NK-клеток. 
Так, по сравнению с исходными фибробластами, 
экспрессия стресс-индуцированного гена  MICA 
(лиганд  NKG2D) была более чем в  1,5  раза выше. 
Лиганды DNAM-1, NECTIN2  (CD112) и PVR  (CD155), 
а также лиганд  NKp30, NCR3LG1  (B7-H6), были по-
вышены более, чем в 3 раза в iPS-fibro. В-третьих, 
наблюдалась повышенная экспрессия некоторых 
молекул адгезии. Взаимодействие молекул адге-
зии с соответствующими рецепторами на поверх-
ности NK-клеток способствует образованию плот-
ных клеточных контактов между NK-клеткой 
и  клеткой-мишенью, что приводит к формирова-
нию иммунологических синапсов, которые необ-
ходимы для проявления цитотоксических функ-
ций NK-клеток  [109]. Гены  ICAM-1 (лиганд  LFA-1) 
и  VCAM-1 (лиганд  VLA-4, или интегрина  α4β1) 
были повышены в производных ИПСК. Тем самым 
дисбаланс лигандов в производных ИПСК был об-
условлен одновременно низкой интенсивностью 
ингибирующих сигналов и повышенной интен-
сивностью активирующих сигналов [15].

Уязвимость к действию NK-клеток можно объ-
яснить недостаточной зрелостью дифференциро-
ванных производных и низким уровнем молекул 
HLA I  класса по сравнению со взрослыми сома-
тическими клетками. Так, по крайней мере для 
клеток ПЭС  [50], проксимальных эпителиальных 
клеток почки [28] и iPS-fibro [15] был показан рост 
экспрессии HLA-I по мере длительного культиви-
рования или пассирования. Еще один риск незре-
лого фенотипа  – экспрессия эмбриональных или 
фетальных белков, которые также характерны для 
некоторых раковых опухолей (например, альфа-
фета протеин) [110]. Несмотря на активное разви-
тие протоколов дифференцировки, существует ряд 
типов клеток, которые в условиях in vitro могут 
быть дифференцированы только до незрелого фе-
нотипа, в частности, кардиомиоциты [111], гепато-
циты [112], β-клетки поджелудочной железы [113].

Отдельно стоит отметить повышенную экс-
прессию активирующих NK-клеточных лигандов. 
Анализ общедоступных данных РНК-секвениро-
вания  [114–116] показал, что экспрессия генов 
NECTIN2, PVR, CADM1 и CD70 была повышена в не-
зависимо полученных фибробластоподобных клет-
ках по сравнению с изогенными фибробластами, 
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Рис. 3. Потенциальные причины нарушения толерантности иммунной системы в отношении аутологичных 
ИПСК и их дифференцированных производных

использованными для репрограммирования  [15]. 
Вероятно, несовершенное микроокружение во вре-
мя in vitro дифференцировки может влиять на пра-
вильный баланс NK-клеточных лигандов в данном 
типе производных  ИПСК. Помимо этого, высокий 
уровень экспрессии MICA и NECTIN2 был отмечен в 
проксимальных эпителиальных клетках почки [28]. 
Поскольку каждый тип клеток экспрессирует свой 
собственный набор белков, для применения в кли-
нической практике необходимо будет определять 
паттерн экспрессии лигандов рецепторов NK-кле-
ток. Стоит отметить, что некоторые типы клеток, 
которые относятся к иммунопривилегированным 
тканям, могут обладать иммуномодулирующими 
функциями для подавления иммунного ответа. 
Было показано, что некоторые типы дифференци-
рованных производных ПСК, в частности клетки 
ПЭС [117, 118], ганглиозные клетки сетчатки [119], 
нейрональные предшественники [120–122], клетки 
нервного гребня  [123,  124] и хондроциты  [125] де-
монстрируют сниженную иммунногенность даже 
по отношению к аллогенным лимфоцитам.

Различные условия культивирования могут 
влиять на иммуногенность ИПСК и их производ-
ных. Как уже упоминалось ранее, длительное 
культивирование может приводить к накоплению 
мутаций в клетках на более поздних пассажах 
[86,  94]. Метод криопаузы, т.е.  хранение ИПСК в 
виде готовых к использованию аликвот на одном 
пассаже, может снизить частоту геномных абер-
раций, вызванных пассированием и длительным 
культивированием ИПСК  [126]. Поскольку окис-
лительный стресс в ходе репрограммирования и 
длительного культивирования может приводить к 
заменам C-to-A [85, 88, 94], использование антиок-
сидантов может уменьшить мутагенную нагрузку 
в  ИПСК. В  частности, сообщалось, что антиокси-
данты снижают CNV в ИПСК [127]. В недавнем ис
следовании также было показано, что введение 
трансгенов антиоксидантов, в частности супер-
оксиддисмутазы 1 (SOD1) и 2 (SOD2), глутатионпер-
оксидазы 1 (GPX1) и N-ацетилцистеина (NAC), при-
водило к меньшему количеству трансверсионных 
замен в ИПСК [83].
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Выбор реактивов для культивирования и диф-
ференцировки может оказывать влияние на имму-
ногенные свойства ИПСК и их производных. Так, 
применение ксеногенных материалов для культи-
вирования ПСК потенциально может осложнить 
дальнейшее клиническое использование произ-
водных ПСК. Например, ЭСК и эмбриоидные тель-
ца способны поглощать N-гликолилнейраминовую 
кислоту (Neu5Gc) из фидерных слоев эмбрио-
нальных фибробластов, а также из питательных 
сред, содержащих сыворотку животных  [128]. Это 
представляет большой риск, поскольку в крови 
человека циркулируют антитела к  Neu5Gc  [129]. 
В  настоящее время ПСК обычно культивируют в 
бесфидерных условиях, кроме того, были разрабо-
таны протоколы репрограммирования и диффе-
ренцировки без применения компонентов живот-
ного происхождения (xeno-free), в которых снижен 
или полностью отсутствует Neu5Gс, однако эти ме-
тоды признаны более дорогостоящими  [130,  131]. 
С  другой стороны, коммерческие среды xeno-free 
могут содержать повышенный уровень аскорбата, 
который может влиять на метилирование промо-
тора CD30  – маркера злокачественных новообра-
зований [132]. Хотя стоит отметить, что CD30, ско-
рее, является маркером недифференцированных 
клеток, нежели маркером трансформированных 
клеток  [133]. Так или иначе, риск не ограничи-
вается продуктами животного происхождения, и 
для новых составов сред в обязательном порядке 
должно быть определено их биологическое воздей-
ствие на культивируемые клетки, в том числе на 
баланс NK-клеточных лигандов.

Таким образом, сразу несколько факторов 
потенциально могут влиять на иммуногенность 
финального клеточного продукта, получаемого 
из ПСК  (рис.  3). Общая систематизация перечис-
ленных выше причин должна способствовать 
разработке критериев качества для обеспечения 
безопасности клинического применения производ-
ных ПСК. Так как каждый тип дифференцирован-
ных клеток экспрессирует разные наборы генов 
и  белков, остается актуальным предположение, 
что для последующего клинического применения 
необходимо будет скринировать каждый тип кле-
ток на иммуногенность [134].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Накапливающиеся сведения об отсутствии 
полной толерантности иммунной системы по от-
ношению к производным аутологичных ИПСК [13–
15] вызывают опасения в отношении их транс-
плантации без применения иммуносупрессии. Тем 
не менее наиболее красноречивым ответом на эти 
опасения могут считаться результаты текущих кли-

нических исследований с применением аутологич-
ных производных ИПСК. Согласно clinicaltrials.gov, 
стадию клинических испытаний проходят около 
20  клеточных продуктов на основе аутологич-
ных  ИПСК. К  настоящему моменту опубликова-
ны первичные результаты трех из них  [135–137]. 
В  первых двух были трансплантированы клетки 
ПЭС для лечения возрастной макулярной дегене-
рации, а в третьем  – дофаминергические клетки-
предшественники для лечения болезни Паркинсо-
на. Ни при одной трансплантации не применялась 
иммуносупрессивная терапия, но и не сообщалось 
о побочных эффектах. Следует отметить, что во 
всех случаях трансплантацию гомогенных культур 
производных ИПСК проводили в иммунопривиле-
гированные органы  – глаз и мозг. Возникнут ли 
нежелательные иммунные реакции в ходе транс-
плантаций производных аутологичных ИПСК, в 
том числе сложнокомпонентных клеточных про-
дуктов, в органы и ткани, лишенные иммунопри-
вилегированного статуса, еще предстоит изучить. 
Совсем недавно сообщалось об отсутствии побоч-
ных эффектов при трансфузии тромбоцитов, диф-
ференцированных из аутологичных ИПСК [138].

Так или иначе, возможное отсутствие толе-
рантности иммунной системы вкупе с высокой 
стоимостью и длительностью производства новых 
линий ИПСК на сегодняшний день не позволяют 
рассматривать персонализированную терапию 
на их основе перспективной для широкой меди-
цинской практики. В  связи с этим аллогенные 
производные ПСК на данный момент являются 
более предпочтительным источником для реге-
неративной медицины. В последние годы широко 
распространяется гипотеза, что решить проблему 
гистосовместимости и предотвратить иммунное 
отторжение можно путем создания «универсаль-
ных» линий ПСК, производные которых будут под-
ходить любому реципиенту  [43, 44, 51]. Как уже 
упоминалось ранее, для получения таких ИПСК 
применяются различные стратегии «иммунной 
маскировки»: от элиминации молекул HLA для ин-
гибирования Т-лимфоцитов  [45–50] до включения 
иммуномодулирующих факторов для ускользания 
от надзора со стороны NK-клеток [53–57]. Было по-
казано, что дифференцированные производные та-
ких модифицированных ИПСК с пониженной им-
муногенностью демонстрируют долговременную 
выживаемость в полностью иммунокомпетент-
ных животных: 50 дней в мышиной модели [56] и 
40 недель на макаках-резус  [139]. В обеих работах 
«ослепление» аллогенной иммунной системы было 
достигнуто благодаря блокированию экспрессии 
HLA I и II классов через нокаут генов B2M и CIITA 
и введению иммунного чекпоинта NK-клеток 
CD47 [140]. В недавней работе одновременное вве-
дение в ЭСК мыши восьми иммуномодулирующих  
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факторов (Pdl1, Cd200, Cd47, H2-M3, Fasl, Serpinb9, 
Ccl21 и Mfge8) обеспечивало в аллогенной моде-
ли долговременное выживание тератом  [141]. 
В некоторых группах животных срок наблюдения 
составлял 9 месяцев. Кроме того, в феврале 2022 г. 
компании «ViaCyte» и «CRISPR Therapeutics» объ-
явили о начале первой фазы клинических ис-
пытаний VCTX210  – основанной на ЭСК терапии 
сахарного диабета 1-го типа без необходимости 
иммуносупрессии. Используемая линия  CyT49 
имеет нокаут гена  B2M и экспрессирует транс-
ген CD274, кодирующий иммунологический чекпо-
инт PD-L1 для дополнительной защиты от атаки  
Т-клеток [142].

Несмотря на привлекательность «универсаль-
ного» подхода, стоит отметить вопросы, связан-
ные с безопасностью такой терапии [43, 143, 144]. 
В  первую очередь они касаются иммунной эва-
зии, которая может увеличить риски онкогенной 
трансформации клеток. Само по себе отсутствие 
молекул MHC/HLA не должно способствовать онко-
генезу [145], поэтому вероятность злокачественно-
го перерождения вряд ли будет превышать тако-
вую у взрослого человека, однако очевидно, что в 
HLA-негативных клетках устранить ее будет труд-
нее с помощью обычных иммунных механизмов. 
Решить эту проблему предлагается через вставку 
«суицидальных кассет», которые будут активи-
рованы в случае злокачественной трансформа-
ции или вирусного инфицирования трансплан-
тата [43, 51]. Например, может быть использовано 
введение тимидинкиназы вируса простого герпеса 
(HSV-TK) как под промотор плюрипотентных генов 
[146], так и под промоторы генов, играющих клю-
чевую роль в регуляции клеточного цикла, напри-
мер CDK1  [147]. К слову, последний подход совсем 

недавно был применен и в иммуномодифициро-
ванных ЭСК человека [141]. Другой суицидальной 
системой может стать индуцируемая каспаза-9 
(iCas9) [148]. В этом вопросе текущее клиническое 
испытание «ViaCyte» представляется более без-
опасным, поскольку β-клетки инкапсулированы 
полупроницаемой мембраной и не смогут выйти 
из капсулы в случае перерождения  [149]. Так или 
иначе, очевиден факт, что в целях безопасности 
необходимо тщательно исследовать универсаль-
ные линии на наличие потенциальных онкоген-
ных мутаций и активацию протоонкогенов  [51]. 
И все же, несмотря на сохраняющиеся проблемы, 
разработка генетически модифицированных плю-
рипотентных стволовых клеток может способство-
вать крупномасштабному производству «готовых» 
(off-the-shelf) клеточных продуктов и решить про-
блему нехватки донорских органов и тканей.
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Induced pluripotent stem cells (iPSCs) due to their ability to differentiate into the desired cell type are 
a promising tool for solving the problems of transplantation medicine. In addition, the reprogramming 
technology makes it possible to obtain a personalized, i.e., patient-specific, cell product whose trans-
plantation should not cause problems related to histocompatibility of transplanted tissues and organs.  
At the same time, inconsistent information about the main advantage of autologous iPSC derivatives – 
lack of immunogenecity – still casts doubt on the possibility of using such cells beyond immunosup-
pressive therapy protocols. This review is devoted to the immunogenic properties of syngeneic and 
autologous iPSCs and their derivatives, as well as to discussion of the reasons of dysregulation of their 
immune tolerance.

Keywords: induced pluripotent stem cells, immune response, immunogenicity, immunotolerance, T-cells, 
NK-cells, differentiation
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В последнее время особое внимание уделяют изучению связи иммунологических процессов 
с  изменениями клеточного обмена веществ. Это взаимодействие лежит в основе, с одной сто-
роны, поддержания гомеостаза и целостности тканей, с другой – воспаления как неотъемлемой 
части иммунного ответа. Метаболические адаптации не только обеспечивают иммунные реак-
ции энергией, но и влияют на функции иммунных клеток путем контроля транскрипционных 
и посттранскрипционных программ. В  связи с этим изучение метаболизма иммунных клеток 
способствует поиску новых подходов к лечению целого ряда заболеваний, в том числе связан-
ных с метаболическими нарушениями. Ключевую роль в поддержании гомеостаза и регуляции 
воспаления играют макрофаги  – клетки врожденной иммунной системы, характеризующиеся 
высокой функциональной пластичностью. В  зависимости от фенотипа и происхождения они 
могут как выполнять регуляторные функции, так и способствовать развитию воспаления и усу-
гублять течение заболевания. Поэтому то, как именно происходит адаптация миелоидных клеток 
в ответ на воздействие факторов микроокружения, может определять силу и характер реакции 
организма в целом. В обзоре рассмотрено влияние метаболических изменений в макрофагах на 
их функциональные свойства, в том числе поляризацию. В контексте воспалительных и метабо-
лических заболеваний особое внимание уделено роли иммунометаболических адаптаций мие-
лоидных клеток в поддержании гомеостаза тканей и протекании различных патологических 
процессов. В заключительной части обзора рассмотрены способы модуляции метаболизма макро-
фагов в качестве потенциального терапевтического подхода.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: провоспалительные цитокины, поляризация макрофагов, иммунометаболизм.
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* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Основной фокус большинства иммунологиче-
ских исследований как в клеточных, так и в жи-
вотных моделях долгое время был сосредоточен на 
функциях иммунных клеток с точки зрения меха-
низмов распознавания и элиминации антигенов, 
продукции активных веществ и цитокинов. С раз-
витием этой области науки иммунный ответ все 
чаще стали рассматривать как системную реакцию 
организма, приводящую к функциональным изме-

нениям в тканях и органах, а также к перестройке 
метаболизма в целом. Первые открытия о связи 
метаболизма и иммунной системы были сделаны 
еще в прошлом столетии, когда физиолог Отто 
Варбург отметил, что повышение клеточного гли-
колиза характерно не только для опухолевых кле-
ток, но и для активированных лейкоцитов  [1, 2]. 
На сегодняшний день метаболические адаптации 
рассматриваются как неотъемлемая часть иммун-
ной реакции  [3–8]. Открытие и описание регуля-
торных путей, отвечающих за метаболический 
контроль иммунологических процессов (таких 
как инфекционные и опухолевые заболевания, 
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Принятые сокращения: АФК  – активные формы кислорода; ГАМК  – гамма-аминомасляная кислота; 2-ДГ  – 
2-дезоксиглюкоза; ДМФ – диметилфумарат; ЖК – жирные кислоты; ПФП – пентозофосфатный путь; ЭТЦ – элек-
трон-транспортная цепь; ACLY – ATP-цитратлиаза; AMPK – AMP-активируемая протеинкиназа; ARG1 – аргиназа 1; 
BPTES  – блокатор бис-2-(5-фенилацетамидо-1,3,4-тиадиазол-2-ил) этилсульфида; CPT  – карнитин-пальмитоил-
трансфераза; IDH – изоцитратдегидрогеназа; iNOS – NO-синтаза GS – глутаминсинтетаза; 2-HG – 2-гидроксиглу-
тарат; HIF-1α – индуцируемый гипоксией фактор 1-альфа; LDHA – лактатдегидрогеназа; LPS – липополисахарид; 
mTOR – мишень рапамицина млекопитающих; NOX – NADPH-оксидаза; 4-OI – 4-октилитаконат; OXPHOS – окис-
лительное фосфорилирование; PGE2 – простагландин Е2; PKM2 – пируваткиназа М2; SDH – сукцинатдегидро-
геназа; TLR – толл-подобные рецепторы.

регенерация тканей) на клеточном, тканевом и 
организменном уровнях, привело к появлению 
новой междисциплинарной области исследова-
ний  – иммунометаболизму  [3,  8]. Иммунометабо-
лические нарушения лежат в основе множества 
заболеваний современного человека, включая 
ожирение, диабет, сепсис, а также аутоиммунных 
и аутовоспалительных заболеваний  [3]. В  связи с 
этим становится важным понимание того, как фи-
зиологическое микроокружение иммунных клеток 
внутри конкретных тканей и органов регулирует 
их функцию. В этом отношении наибольший инте-
рес среди иммунных клеток представляют макро-
фаги, которые обнаруживаются почти во всех тка-
нях животных и являются неотъемлемым звеном 
поддержания тканевого гомеостаза  [9]. В  обзоре 
будет рассмотрена связь функциональных и ме-
таболических особенностей макрофагов в гомео-
стазе, а также проведены параллели с их иммуно-
метаболическими нарушениями в контексте ряда 
заболеваний. Наконец, в обзоре обсуждаются воз-
можные пути терапии, основанные на модуляции 
метаболизма макрофагов.

ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ  
И ФЕНОТИПИЧЕСКОЕ  

РАЗНООБРАЗИЕ МАКРОФАГОВ

Первоначально макрофаги рассматривали в 
основном как часть «мононуклеарной фагоцити-
рующей системы», ответственной за удаление па-
тогенов и апоптотических клеток. В  современной 
иммунологии представление о функциях и проис-
хождении макрофагов было существенным обра-
зом расширено. Так, было показано, что эти клетки 
играют важную роль в поддержании гомеостаза, 
закладке тканей в эмбриогенезе, заживлении ран, 
а также могут осуществлять тканеспецифичные 
функции [10]. От  тканерезидентных макрофагов 
зависит нормальное развитие и функционирова-
ние мозга, костей, яичников и жировой ткани. 
На  уровне всего организма макрофаги участвуют 
в контроле системного метаболизма и адаптации к 
холоду [11, 12]. Наконец, макрофагам отводят суще-
ственную роль в развитии ряда метаболических 
заболеваний, таких как атеросклероз  [13], остео-
пороз, ожирение и диабет 2-го типа [14, 15], также 

известен патогенный вклад макрофагов при фиб-
розе [16] и образовании опухолей [17].

Тканерезидентные макрофаги в разных орга-
нах могут существенно отличаться как фенотипи-
чески, так и функционально. Внутри одного органа 
или ткани популяция макрофагов также характе-
ризуется функциональной гетерогенностью, кото-
рая зависит от расположения клеток, состояния 
ткани, происхождения и многих других факторов. 
Тканерезидентные макрофаги могут дифференци-
роваться из трех типов предшественников: гемо-
поэтических стволовых клеток желточного мешка, 
печени плода и костного мозга  [18, 19]. При этом 
доля макрофагов, происходящих из разных волн 
миграции, будет варьировать в зависимости от 
органа [20] (рис. 1, а и б).

Макрофаги могут приобретать различные фе-
нотипы в зависимости от сигналов, присутствую-
щих в окружающей их среде [21]. В общем случае 
принято выделять два характерных фенотипа 
макрофагов: провоспалительные  (М1) и противо-
воспалительные  (М2). М1-Макрофаги индуциру-
ют и поддерживают воспаление: выделяют про-
воспалительные цитокины, активируют клетки 
эндотелия и способствуют привлечению других 
иммунных клеток в очаг воспаления. М2-Макро-
фаги осуществляют реакции разрешения вос-
палительного процесса: фагоцитируют клетки, 
подвергшиеся апоптозу, запускают депонирова- 
ние коллагена, координируют восстановление 
тканей и высвобождение противовоспалитель-
ных цитокинов  [22]. Важно отметить, что такое 
четкое разделение фенотипов  М1 и  М2 наблю-
дается в основном в опытах in vitro при исполь-
зовании определенных сочетаний стимулов. 
В  физиологичных условиях большое влияние на 
фенотип макрофагов оказывает как разнообра-
зие сигнальных молекул, так и микроокружение 
конкретной ткани, из-за чего в чистом виде М1- и 
М2-фенотипы не встречаются  [23]. В  зависимости 
от контекста макрофаги могут приобретать про-
межуточный или уникальный фенотип, а также, 
как правило, они представлены в виде смешан-
ной гетерогенной популяции  М1 и  М2  [23]. В  свя-
зи с этим поляризацию макрофагов in vivo более 
корректно рассматривать как сложный, разви-
вающийся во времени, тканеспецифичный про- 
цесс (рис. 1) [24–26].
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Рис. 1. Дифференцировка и поляризация макрофагов. а  –  Тканерезидентные макрофаги дифференцируются 
из  трех типов предшественников: гемопоэтических стволовых клеток желточного мешка, печени плода и 
костного мозга. б  –  Тканерезидентные макрофаги различных органов отличаются по происхождению. В  за-
крытых органах тканерезидентые макрофаги закладываются во время эмбриогенеза, во взрослом возрасте 
моноциты периферической крови в них практически не мигрируют. В открытых органах с разной скоростью 
(медленно или быстро) происходит рекрутирование моноцитов и замена ими тканерезидентных макрофа-
гов, заложенных во время эмбриогенеза. в  – Фенотип тканерезидентных макрофагов является комбинацией 
программ их дифференцировки и поляризации. Под влиянием сигналов, присутствующих в среде, макро-
фаги поляризуются в провоспалительный (М1) или противовоспалительный (М2) фенотипы. Рисунок сделан  
с помощью программы BioRender по ранее опубликованным материалам [20, 24–26]

На молекулярном уровне выделяют два 
этапа «принятия решения о поляризации»  [27]. 
Первый этап принятия решения об изменении 
функционального состояния  М1/М2 предполагает 
активацию сигнальных путей, ассоциирован-
ных либо с рецепторами врожденного иммуни-
тета  (PAMP), либо со стимулами, полученными 
от Т-клеток  [28, 29]. Сигналы, приводящие к по-
ляризации макрофагов in vivo, зачастую трудно 
определить [21]. Для поляризации М1-макрофагов 
in vitro обычно используют бактериальный эндо-
токсин, липополисахарид  (LPS) или комбинацию 
LPS с IFNγ, основным Th1-ассоциированным цито-
кином, а для М2-макрофагов  – IL-4 или комбина-
цию IL-4 и IL-13, то есть Th2-ассоциированные 
цитокины  [22]. Транскрипционные факторы IRF, 

STAT и NF-κB играют ключевую роль в контроле 
поляризации M1/M2. Примечательно, что регулято-
ры M1 (NF-κB-p50-p65, STAT1, IRF5, SOCS3 и HIF-1α)  
имеют антагонистические взаимодействия с ре-
гуляторами  M2 (NF-κB-p50-p50, STAT6, IRF4, SOCS1 
и  HIF-2). Второй этап «принятия решения о поля-
ризации» происходит на уровне взаимодействия  
транскрипционных факторов  [30] и тесно связан 
с активностью двух основных регуляторов клеточ-
ного метаболизма: AMP-активируемой протеин-
киназы  (AMPK) и мишени рапамицина млекопи-
тающих (mTOR). Важнейшим результатом второго 
этапа является изменение экспрессии генов, ассо-
циированных с метаболизмом. Изменения затраги-
вают множество метаболических путей: гликолиз, 
цикл Кребса, окислительное фосфорилирование, 
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пентозо-фосфатный путь, образование NADPH и 
активных форм кислорода  (АФК), биосинтез нук
леотидов, аминокислот и метаболизм азота.

МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ АДАПТАЦИИ  
МАКРОФАГОВ ПРИ ПОЛЯРИЗАЦИИ

В общем виде для удовлетворения своих по-
требностей в аденозинтрифосфате (ATP) и NADPH 
М1-макрофаги используют аэробный гликолиз 
и пентозофосфатный путь (ПФП), при этом цикл 
Кребса разобщается в двух точках, а клеточное 
дыхание и, в частности, окислительное фосфори-
лирование (OXPHOS) снижается. Также происходят 
изменения в метаболизме жирных кислот (ЖК): их 
синтез увеличивается, а бета-окисление подавля-
ется. М2-Макрофаги мало зависят от гликолиза в 
качестве источника энергии и используют в основ-
ном OXPHOS, разобщения цикла Кребса у них не 
происходит. Глюкоза при этой поляризации посту-
пает в основном в ПФП и используется для син-
теза УДФ-N-ацетилглюкозамина (UDP-GlcNAC)  [31]. 
В метаболизме ЖК в М1-макрофагах наблюдаются 
противоположные изменения: их синтез снижа-
ется, а окисление увеличивается [22, 30]. По изме-
нению характерных для М1- или М2-фенотипа 
свойств (табл.  1) на фоне фармацевтической или 
генетической блокировки различных ферментов, 
задействованных в метаболических путях, можно 
оценить вклад того или иного метаболического 
пути в поляризацию. Рассмотрим подробнее мета-
болические изменения, происходящие при поля-
ризации макрофагов.

Метаболизм глюкозы. Глюкоза важна как для 
М1-, так и для М2-поляризации  [32, 33], однако ее 
распределение между метаболическими путями 
отличается для типов активации. М1-Макро-
фаги значительно повышают потребление глю-
козы за счет увеличения экспрессии транспор-
тера  GLUT1  [34], тогда как поступление глюкозы 
в М2-макрофаги не изменяется по сравнению с 
неактивированными клетками  [35]. В  иммуноме-
таболизме наибольшее внимание уделено глико-
лизу как метаболическому пути, сопряженному с 
продукцией ATP. Однако последние данные указы-
вают на важную роль ПФП и гликозилирования в 
метаболизме активированных иммунных клеток. 
Для изучения роли глюкозы, как правило, исполь-
зуют ее аналог 2-дезоксиглюкозу  (2-ДГ), однако ее 
действие не является специфичным, поскольку 
приводит к блокировке всех путей катаболизма 
глюкозы в иммунных клетках, а не только глико-
лиза [36]. Как следствие, 2-ДГ нарушает поляриза-
цию как М1-, так и М2-макрофагов, из чего в ряде 
исследований был сделан недостоверный вывод о 
значительном вкладе гликолиза в оба вида поля-
ризации макрофагов.

Более детальное исследование показывает, что 
гликолиз критически важен именно для М1-мак
рофагов  [31]. Так, активация M1-макрофагов со-
пряжена с увеличением экспрессии нескольких 
вариантов ключевого фермента гликолиза фосфо-
фруктокиназы (PFK1-M и PFK2)  [35, 37]. Реакция, 
катализируемая этим ферментом, является необ-
ратимой и характерной только для гликолиза. Уве-
личение экспрессии PFK-M связано с подавлением 
продукции микроРНК-21 при стимуляции макро-

Таблица 1. Свойства М1- и М2-макрофагов

Свойство поляризации М1 (LPS + IFNγ) М2 (IL-4 + IL-13)

Стимулы
LPS + IFNγ;
бактериальные продукты LPS  
и другие лиганды TLR;
цитокины Th1-лимфоцитов (IFNγ, TNF)

IL-4 + IL-13;
базофилы;
тучные клетки;  
Th2-лимфоциты

Факторы, выделяемые 
клеткой

TNF, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23;
АФК, PGE2

IL-10, TGFβ, IGF-1, VEGF-A, EGF, PDGF

Поверхностные маркеры CD80, CD86, CIITA, MHCII
маннозный рецептор (CD206),  
CD36, IL1Rα, CD163 CD36, RELMα 
(FIZZ1 – у человека), MMP

Сигнальные пути
NF-κB (p50-p65), STAT1, IRF5, HIF-1α, 
SOCS3, AP1;
активация инфламмасомы

NF-κB (p50-p50), STAT6, IRF4, HIF2, 
SOCS1, GATA3, PPARγ,  
(у мышей – также YM1)

Функции

уничтожение бактерий;  
резистентность к опухоли;  
Th1-ответ;
способность убивать патогены  
и презентировать антигены  
Т-лимфоцитам

противовоспалительный ответ;  
реконструирование тканей;
заживление ран;  
ангиогенез
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фагов IFNγ [37]. Подавление PFK2 приводило к сни-
жению экспрессии NO-синтазы  (iNOS) и митоген-
индуцибельной формы циклооксигеназы  (COX2) 
М1-макрофагами [35]. Также М1-, но не М2-макро-
фаги, повышали экспрессию регулятора фосфо-
фруктокиназы  (PFKFB3), ингибирование которого 
препятствует увеличению гликолиза и активации 
М1-макрофагов  [38]. Ингибирование глицераль-
дегид-3-фосфатдегидрогеназы  (GAPDH), одного из 
ключевых ферментов гликолиза, подавляет про-
дукцию IL-1β аналогично 2-ДГ  [32, 39]. Наконец, 
подавление экспрессии генов ферментов лактат-
дегидрогеназы (LDHA) и киназы пируватдегидроге
назы  1  (PDK1) также вызывало снижение продук-
ции IL-1β макрофагами [40]. Причины, по которым 
гликолиз является критическим для М1-макро-
фагов, не до конца ясны. Предположительно, это 
связано с подавлением окислительного фосфори-
лирования при М1-поляризации, что требует ком-
пенсаторного усиления гликолиза для обеспече-
ния продукции  ATP. В  М2-макрофагах, в которых 
OXPHOS в полной мере сохраняет свою активность, 
гликолиз не является критически необходимым 
для поддержания энергетического баланса [36].

Важнейшим транскрипционным фактором, 
регулирующим гликолиз, является индуцируе-
мый гипоксией фактор 1-альфа (HIF-1α) [41]. HIF-1α 
контролирует экспрессию генов ферментов глико-
лиза, транспортера глюкозы  GLUT1, воспалитель-
ных медиаторов, LDHA и PDK. LDHA катализирует 
превращение пирувата в лактат, а PDK инакти-
вирует пируватдегидрогеназу  (PDH) и уменьшает 
поступление пирувата в цикл Кребса. Превраще-
ние пирувата в лактат важно для М1-макрофагов, 
поскольку обеспечивает возобновление пула NAD+ 
для поддержания реакций гликолиза. Экспрессия 
HIF-1α регулируется сигналами от рецепторов 
врожденного иммунитета и провоспалительных 
цитокинов через NF-κB  [42–44], а также от факто-
ров роста, например, GM-CSF, активируют HIF-1α 
за счет PI3K/AKT/mTOR пути [45–49]. Хотя в присут-
ствии кислорода HIF-1α становится неактивным, 
он может быть стабилизирован за счет сукцината, 
вырабатываемого в митохондриях при разобще-
нии цикла Кребса [22, 32].

Дифференциальная регуляция гликолиза в М1- 
и М2-макрофагах также осуществляется за счет 
экспрессии различных изоформ пируваткиназы 
М2  (PKM2)  [35, 50, 51]. Существует две конфигу-
рации фермента  PKM2: тетрамер белка является 
функциональным участником гликолиза, тогда как 
димер не обладает ферментативной активностью, 
а вместо этого локализуется в ядре и выполняет 
функцию транксрипционного фактора, регулируя 
экспрессию HIF-1α-зависимых генов, в том числе 
IL-1β. Стабилизация тетрамерной формы PKM2 с 
помощью малой молекулы TEPP-46 снижает акти-

вацию М1-макрофагов и делает их фенотипически 
более похожими на М2 [50].

Пентозофосфатный путь. ПФП, так же как и 
гликолиз, происходит в цитоплазме. Окислитель-
ная фаза ПФП играет важную роль в метаболизме 
М1-макрофагов [32, 52]. В окислительной фазе ПФП 
глюкоза-6-фосфат превращается в рибулозу-5-фос-
фат, что сопровождается образованием NADPH из 
Н и  NADP+. С  одной стороны, NADPH участвует в 
синтезе глутатиона, который обладает антиокси-
дантными свойствами и защищает клетку от окис-
лительного стресса; с другой стороны, NADPH явля-
ется субстратом для многих ферментов (например, 
NADPH-оксидазы), продуцирующих  АФК, которые, 
в свою очередь, важны для уничтожения патоге-
нов М1-макрофагами  [22,  53]. NADPH также необ-
ходим для синтеза ЖК и простагландинов.

В случае М2-макрофагов ПФП оказывается не 
так важен и задействован лишь ограниченно. Так, 
из рибозо-5-фосфата, полученного в ходе окисли-
тельной стадии ПФП, синтезируется UDP-GlcNAC, 
участвующий в N-гликозилировании маннозного 
рецептора, обильно представленного на поверх-
ности М2-макрофагов [54]. UDP-GlcNAC также син-
тезируется независимо от ПФП из глюкозо-1-фосфа-
та. Этот путь тоже значительно активирован при 
М2-поляризации [31]. Важность N-гликозилирова-
ния для М2-фенотипа макрофагов подтверждается 
опытами с использованием туникамицина, инги-
битора N-гликозилирования [31]. С  другой сторо-
ны, недавно было показано, что активация ПФП 
подавляет эффероцитоз, то есть фагоцитоз толеро-
генных апоптотических клеток, характерный для 
М2-макрофагов [55].

Oкислительное фосфорилирование. В  усло-
виях нормоксии OXPHOS, как правило, является 
основным источником ATP в клетке, в том числе 
для неактивированных макрофагов. Независимо 
от типа поляризации, энергетические потреб-
ности клетки увеличиваются, однако активность 
OXPHOS в М1- и М2-макрофагах оказывается раз-
личной. М1-Макрофаги характеризуются подав-
лением OXPHOS, тогда как при М2-поляризации, 
напротив, происходит увеличение активности 
электрон-транспортной цепи (ЭТЦ) [56]. Подавле-
ние OXPHOS в М1-макрофагах вызвано продукцией 
NO, способного блокировать ЭТЦ, и препятствует 
их реполяризации в М2-фенотип [57]. Кроме того, 
распознавание живых бактерий макрофагами 
приводит к уменьшению количества активных 
комплексов I и III ЭТЦ за счет продукции АФК [58]. 
При М2-поляризации активация  STAT6 приводит 
к повышению экспрессии генов, вовлеченных в 
окисление ЖК и OXPHOS [59]. Подавление OXPHOS, 
в свою очередь, препятствует экспрессии ряда мар-
керов  М2, таких как аргиназа 1  (ARG1) и манноз-
ный рецептор.
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Работа ЭТЦ неразрывно связана с продук-
цией  АФК. Образование митохондриальных АФК 
происходит в результате утечки электронов через 
I, II и  III комплексы при нарушении работы ЭТЦ 
или мембранного потенциала митохондрий и за-
висит от метаболического состояния этой органел-
лы [60, 61]. Интересно, что снижение дыхания при 
М1-поляризации ассоциировано с увеличением 
продукции митохондриальных АФК, которые сти-
мулируют секрецию провоспалительных цитоки-
нов [62]. Так, активация макрофагов LPS приводит 
к продукции АФК, по-видимому, за счет обратного 
транспорта электронов от сукцинатдегидрогеназ-
ного комплекса в ЭТЦ. Кроме того, активация толл-
подобных рецепторов  (TLR) 1, 2, и  4 приводила к 
увеличению продукции митохондриальных АФК 
за счет транслокации TRAF6 в митохондрии  [63]. 
Помимо этого, продукция АФК макрофагами в от-
вет на встречу с патогеном или активацию провос-
палительными цитокинами связана с активацией 
ферментов NADPH-оксидаз (NOX) и не зависит от 
цианидов, блокирующих IV  комплекс дыхатель-
ной цепи. Продукция АФК клетками врожденной 
иммунной системы, в том числе макрофагами, 
необходима для борьбы с патогенами, однако дли-
тельный воспалительный процесс увеличивает 
выработку АФК, вызывая окислительный стресс, 
который приводит к дисфункции эндотелия сосу-
дов и другим нарушениям [64].

Цикл Кребса, или цикл трикарбоновых кис-
лот,  – центральный метаболический путь, задей-
ствованный в обеспечении клетки энергией  ATP. 
ATP  важен для многих процессов, протекающих 
в макрофагах при активации, включая проли-
ферацию, синтез цитокинов и других провоспа-
лительных медиаторов, миграцию и фагоцитоз. 
Кроме того, М2-макрофагам ATP  необходим для 
поддержания высокого уровня гликозилирования 
лектиновых и маннозного рецепторов. Промежу-
точные метаболиты цикла Кребса также играют 
значительную роль в активации и поляризации 
макрофагов. Их накопление в клетке может про-
исходить за счет «разрывов» цикла Кребса на 
некоторых участках в связи с ингибированием 
изоцитратдегидрогеназы  (IDH) или сукцинатде-
гидрогеназы (SDH). Наиболее полно охарактеризо-
вано влияние на поляризацию макрофагов таких 
промежуточных метаболитов цикла Кребса, как 
цитрат, итаконат, сукцинат, фумарат и альфа-кето-
глутарат [65, 66].

Цитрат появляется в цикле Кребса за счет кон-
денсации оксалоацетата и ацетил-КоА, образую-
щегося из пирувата или за счет катаболизма  ЖК. 
Для М1-макрофагов характерно накопление цитра-
та в цитозоле в связи с подавлением IDH на уровне 
транскрипции и сверхэкспрессией митохондри-
ального переносчика цитрата  (CIC)  [67]. Несмотря  

на то что цитрат может подавлять гликолиз, воз-
действуя на фосфофруктокиназы и, опосредованно, 
на пируваткиназу, а также стимулировать глюко-
неогенез  [68], по всей видимости, для М1-макро-
фагов участие цитрата является значимым в регу-
ляции синтеза  ЖК. Цитрат выступает субстратом 
для ATP-цитратлиазы (ACLY), которая является 
важным источником ацетил-КоА, поступающего 
в цикл синтазы  ЖК. При блокировке ACLY отме-
чается снижение продукции простагландина Е2 
(PGE2), NO и АФК, играющих существенную роль в 
воспалении и окислительном стрессе [69].

Итаконат  – один из самых представленных 
метаболитов при поляризации клеток в М1  [31]. 
Образование итаконата из цис-аконитата проис-
ходит под действием фермента аконитатдекар
боксилазы 1 (ACOD1), повышение экспрессии ко-
торого характерно для М1-макрофагов. С  одной 
стороны, итаконат является конкурентным инги-
битором SDH, тем самым обеспечивая прерывание 
цикла Кребса и подавление  OXPHOS в провоспа-
лительных макрофагах  [70,  71]. С  другой сторо-
ны, итаконат способен ковалентно связываться с 
аминокислотными остатками цистеина в составе 
различных белков  [72], подавляя их биологиче-
ские функции. Так, итаконат алкилирует цистеи-
ны альдолазы (фруктозо-1,6-бисфосфатальдолазы, 
ALDOA), GAPDH и  LDHA  – ключевых ферментов 
гликолиза, что приводит к подавлению актив-
ности этих ферментов, уменьшает потребление 
глюкозы клетками и продукцию лактата  [72]. Ал-
килируя белок KEAP1, итаконат активирует тран-
скрипционный фактор NRF2, тем самым стимули-
руя экспрессию генов, вовлеченных в защиту от 
окислительного стресса  [73]. Наконец, итаконат 
подавляет продукцию NO и провоспалительных 
цитокинов TNF, IL-6, IL-1β, IL-12 и IL-18 M1-макро-
фагами  [70,  74]. Регуляция продукции цитокинов 
итаконатом частично связана с подавлением IκBζ, 
регулятора транскрипционной активности NF-κB. 
В  культуре макрофагов итаконат усиливает про-
дукцию  ATF3, что, в свою очередь, приводит к 
супрессии IκBζ на посттранскрипционном уров-
не [75]. Интересно, что в случае IL-1β итаконат не 
только подавляет экспрессию гена  Il1b, но и пре-
пятствует продукции цитокина на посттрансляци-
онном уровне за счет снижения активности кас-
пазы-1  [76], а некоторые производные итаконата 
непосредственно алкилируют NLRP3, препятствуя 
сборке инфламмасомы  [77]. Суммарно, итаконат, 
по всей видимости, задействован в петле обрат-
ной регуляции развития М1-фенотипа у макрофа-
гов, замедляя и ограничивая активацию М1-ассо-
циированных генетических программ, что может 
играть важную роль в контроле иммунного ответа. 
М2-Макрофаги не способны сами производить 
итаконат, но могут поглощать его из среды  [78].  
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Недавно было показано, что экзогенный итаконат 
способен подавлять дифференцировку М2-макро-
фагов за счет ингибирования сигнального пути 
IL-4, опосредованного JAK1/STAT6  [79]. Кроме того, 
есть данные о влиянии производимого макро-
фагами итаконата на опухолевые клетки  [80] и 
Т-клетки  [81]. Таким образом, будучи специфиче-
ским метаболитом М1-поляризации, итаконат тем 
не менее способен оказывать широкий спектр дей-
ствий на окружающие клетки, внося вклад в фор-
мирование микроокружения М1-макрофагов.

Cукцинат образуется в цикле Кребса из сук-
цинила-КоА под действием сукцинил-КоА-лигазы 
и превращается в фумарат под действием  SDH, 
которая одновременно является ферментом цикла 
Кребса и вторым комплексом митохондриальной 
дыхательной цепи. При М1-поляризации накапли-
вающийся итаконат снижает активность SDH, что 
приводит к накоплению сукцината в митохондри-
ях [70]. Сукцинат может транспортироваться через 
дикарбоксилатный транспортер (DIC, SLC25A10) из 
митохондрии в цитоплазму клетки, где выполня-
ет ряд функций. Во-первых, сукцинат ингибирует 
пролил-гидролазу  (PHD) и тем самым блокирует 
деградацию HIF-1α в присутствии кислорода. Это 
приводит к накоплению HIF-1α и активации аэроб-
ного гликолиза – так называемый эффект Варбурга, 
а также приводит к продукции провоспалитель-
ных цитокинов, например, IL-1β  [32]. Во-вторых, 
он обусловливает посттрансляционные измене-
ния белков за счет сукцинилирования лизина. 
Например, сукцинилирование пируваткиназы в 
М1-макрофагах приводит к HIF-1α-опосредован-
ному увеличению продукции IL-1β  [82]. Наконец, 
сукцинат выполняет роль межклеточного медиа-
тора воспаления: он выделяется воспалительны-
ми макрофагами и взаимодействует с рецепто-
рами SUCNR1/GPR91, связанными с G-белком, что 
приводит к увеличению продукции IL-1β  [83,  84]. 
Интересно, что экспрессия рецепторов к сукци-
нату увеличивается на поверхности макрофагов в 
ответ на сигналы воспаления, такие как LPS, TNF  
и IFNγ [67].

Продуктом SDH является фумарат. Тем не ме-
нее, несмотря на подавление активности SDH, в 
M1-макрофагах содержание фумарата значительно 
повышено. Это связано с тем, что в провоспали-
тельных макрофагах возрастает экспрессия арги-
ниносукцинат-синтетазы  (ASS1), фермента цикла 
мочевины. ASS1  катализирует синтез аргинино-
сукцината, который далее разлагается на арги-
нин и фумарат. Именно фумарат, полученный 
как побочный продукт цикла мочевины, оказы-
вает существенное влияние на повышающийся 
при воспалении общий уровень фумарата. Более 
того, по некоторым данным, фумарат и аргинино-
сукцинат являются одними из наиболее высоко-

продуцируемых метаболитов в активированных 
макрофагах по сравнению с неактивированными 
клетками [85]. Фумарат подавляет продукцию IL-10, 
за счет чего увеличивается продукция TNF. Эффект 
фумарата на продукцию IL-10 может быть связан 
с подавлением сигнального пути ERK и передачи 
сигналов PI3K [85].

Альфа-кетоглутарат  (α-KG) образуется в ци-
кле Кребса путем конвертации изоцитрата под 
действием  IDH и также играет важную роль в 
иммунных процессах  [86]. В  первую очередь, 
α-KG  – ключевой кофактор нескольких семейств 
гистоновых деметилаз: JMJD (Jumonji-C-domain-
containing histone demethylases) и ТЕТ (ten-eleven 
translocation)  [87,  88], чем обусловлена его вовле-
ченность в процессы эпигенетического репро-
граммирования. Так, за счет действия на JMJD3 
α-KG способствует транскрипции IL-4-зависимых 
генов. С  другой стороны, экзосомальный α-KG 
также участвует в М2-поляризации, активируя 
TET-опосредованное деметилирование ДНК, что 
приводит к подавлению путей STAT3/NF-κB  [89]. 
Наконец, α-KG стимулирует окисление ЖК, харак-
терное для М2-макрофагов. Интересно, что высо-
кое отношение α-KG к сукцинату способствует 
М2-поляризации, тогда как низкое  – напротив, 
провоспалительному М1-фенотипу. Поскольку 
α-KG является кофактором, а сукцинат – ингибито-
ром JMJD3, это позволяет им регулировать демети-
лирование H3K27 [90].

Наряду с α-KG, в эпигенетической регуляции 
участвует 2-гидроксиглутарат (2-HG), имеющий 
хиральные L- и D-изоформы. Cинтез 2-HG может 
происходить в результате неспецифичной актив-
ности нескольких ферментов, включая малатде-
гидрогеназу  (MDH), LDHA, а также при помощи 
мутантной изоформы IDH1/2mut, встречающейся 
в опухолевых клетках  [91, 92]. 2-HG, сукцинат и 
фумарат ингибируют действие α-KG на эпигене-
тическом уровне  [93, 94], поэтому соотношение 
между этими соединениями, особенно 2-HG/α-KG, 
важно для протекания ряда иммунологических 
процессов. 2-HG накапливается в тканях в услови-
ях гипоксии или низкого pH [95], а также в М1-мак
рофагах в ответ на активацию LPS  [96]. В  опытах 
in  vitro было показано, что L-2-HG инактивирует 
HIF-пролил-гидроксилазу, стабилизирует HIF-1α 
и, таким образом, способствует продукции IL-1β 
и активации гликолиза  [96]. D-2-HG, также обра-
зующийся в М1-клетках, напротив, способствует 
подавлению воспалительных процессов во время 
поздней стадии ответа на  LPS in vitro и является 
регулятором местных и системных воспалитель-
ных реакций in vivo  [97].

Метаболизм аминокислот важен не только 
для гомеостаза и синтеза белков, но и многих дру-
гих иммунных процессов, включая поляризацию 
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макрофагов  [98]. Недостаток аминокислот в среде 
приводит к нарушениям в миграции, делении, 
созревании и выполнении эффекторных функций 
иммунными клетками. Наиболее глубоко изучено 
влияние аргинина, глутамина, глицина и серина 
на функции макрофагов.

Активированным макрофагам аргинин необ-
ходим как субстрат для двух конкурирующих 
ферментов  – ARG1 и индуцированной  iNOS. Как 
правило, экспрессия  ARG1 повышена в М2-макро-
фагах: фермент превращает аргинин в мочевину 
и орнитин, дающий начало синтезу полиаминов, 
задействованных в репарации тканей. Интересно, 
что ARG1, способствуя формированию противовос-
палительного фенотипа макрофагов, приводит к 
подавлению пролиферации Т-клеток и продукции 
цитокинов [94]. Орнитин также критически важен 
для иммунных функций макрофагов в контексте 
инфекции Mycobacterium tuberculosis [99, 100]. Экс-
прессия iNOS в макрофагах увеличивается под 
действием провоспалительных стимулов, таких 
как LPS, TNF и IFNγ. iNOS превращает аргинин в 
оксид азота и цитруллин: NO спонтанно реагирует 
с кислородом и АФК, приводя к появлению соеди-
нений азота и кислорода, имеющих антимикроб-
ную активность и регуляторные функции. Под дей-
ствием аргининосукцинатсинтазы 1 цитруллин 
превращается в аргининосукцинат, который рас-
падается до аргинина и, таким образом, поддержи-
вает продукцию NO. Помимо образования АФК, NO 
вовлечен в ремоделирование ЭТЦ митохондрий, 
происходящее во время М1-поляризации. Так, в 
ответ на активацию макрофагов LPS/IFNγ вместе 
с индукцией  NO снижается активность комплек-
сов  I и  II, а кратковременное воздействие NO на 
макрофаги приводит к обратимому ингибирова-
нию IV комплекса, в силу того что NO конкурирует 
с кислородом за каталитический центр фермен-
та [101, 102]. Хотя нарушения в работе I комплекса 
способствуют увеличению продукции АФК в мито-
хондриях и экспрессии провоспалительных факто-
ров, таких как IL-1β и TNF [103], последние иссле-
дования показали, что данный процесс не связан 
непосредственно с действием NO  [104,  105]. Судя 
по всему, на более поздних стадиях активации NO 
имеет регуляторные функции за счет способности 
ингибировать митохондриальные комплексы и 
уменьшать их количество [106]. Более того, воздей-
ствие NO на  ЭТЦ приводит к изменению морфо-
логии митохондрий и является одной из причин, 
препятствующих реполяризации М1-макрофагов в 
зависящий от дыхания М2-фенотип [57].

Не менее важную роль в жизни макрофагов 
играет глутамин, необходимый для синтеза ами-
нокислот и нуклеотидов, производства NADPH и 
энергии, а также во многих других процессах био-
синтеза  [107, 108]. В  зависимости от того, в какие 

метаболические пути вступит глутамин, он стиму-
лирует либо М1-, либо М2-поляризацию макрофа-
гов. С  одной стороны, глутамин может поступать 
в цикл Кребса через α-KG, тем самым стимулируя 
синтез сукцината в М1-макрофагах [32], что в том 
числе критически важно для стабилизации HIF-1α 
и поддержания гликолиза  [109]. При этом повы-
шенный биосинтез сукцината сопровождается 
увеличением экспрессии гена, кодирующего пе-
реносчик глутамина  SLC3A2, и поглощением глу-
тамина  [110,  111]. Интересно отметить, что часть 
сукцината в LPS-активированных макрофагах про-
изводится за счет шунта гамма-аминомасляной 
кислоты  (ГАМК)  – пути, идущего в обход цикла 
Кребса, в ходе которого глутамин используется 
для последовательного синтеза глутамата, ГАМК, 
янтарного полуальдегида и в конечном итоге сук-
цината. Ингибирование ключевого фермента этого 
пути, ГАМК-трансаминазы, значительно уменьша-
ет количество производимого из глутамина сукци-
ната и, как следствие, предотвращает стабилиза-
цию HIF-1α и секрецию IL-1β в ответ на  LPS  [32]. 
В то же время дефицит глутамина в среде или ин-
гибирование глутаминазы с помощью ее селектив-
ного блокатора бис-2-(5-фенилацетамидо-1,3,4-тиа-
диазол-2-ил) этилсульфида (BPTES) при активации 
макрофагов LPS предотвращает формирование то-
лерантности к эндотоксину  [90], что также было 
продемонстрировано на мышиной модели токси-
ческого шока  [112]. Отметим, что толерантность 
к эндотоксину  – важный механизм поддержания 
гомеостаза, при котором макрофаги становятся 
невосприимчивы к повторяющимся стимуляци-
ям  LPS, что помогает защитить организм от воз-
можной чрезмерной активации иммунной систе-
мы [113]. Таким образом, глутамин участвует как в 
воспалительном ответе М1-макрофагов на LPS, так 
и в их последующей отрицательной регуляции за 
счет формирования толерантности.

Метаболизм глутамина также может спо-
собствовать М2-поляризации в основном за счет 
стимуляции накопления α-KG  [90]. Кроме того, 
глутамин, как и глюкоза, необходим для синтеза 
UDP-GlcNAc  [31], используемого М2-макрофагами 
для гликозилирования маннозного рецептора и 
RELMα [31]. М2-Поляризованные макрофаги не толь-
ко поглощают глутамин из окружающей среды, но 
и синтезируют его из глутамата и аммиака с по-
мощью глутаминсинтетазы (GS). Данный фермент 
имеет основополагающее значение для приобре-
тения М2-фенотипа: он практически не обнаружи-
вается в М1-макрофагах и высоко экспрессирован 
в М2-макрофагах, особенно в ответ на IL-10  [114], 
поэтому как недостаток глутамина в среде, так и 
ингибирование глутаминолиза с помощью  BPTES 
приводит к нарушению альтернативной поляри-
зации макрофагов [31, 90].
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Серин и глицин играют существенную роль 
в регуляции окислительно-восстановительно-
го  (редокс) баланса, так как участвуют в синтезе 
глутатиона. Поддержание редокс-баланса важно 
в контексте М1-поляризации макрофагов, так как 
продуцируемые ими АФК вызывают оксислитель-
ный стресс  [63, 115, 116]. В  ответ на него запуска-
ется транскрипционный фактор  NRF2, который 
уменьшает активность LPS-индуцированного NF-κB,  
в том числе за счет регуляции метаболизма глута-
тиона [117, 118]. Интересно, что для производства 
глутатиона может быть необходимо превращение 
серина в глицин [119]. Вместе с этим известно, что 
в LPS-активированных макрофагах эндогенный 
синтез серина приводит к продукции S-аденозил-
метионина, который задействован в эпигенетиче-
ской регуляции экспрессии IL-1β [119].

Синтез и окисление жирных кислот. ЖК не-
обходимы для синтеза клеточных мембран и раз-
личных биоактивных веществ, например, эйко-
заноидов. Кроме того, ЖК  – еще одна важнейшая 
«энергетическая валюта» организма, окисление 
которой приводит к синтезу  ATP. Поляризация 
макрофагов также сильно зависит от метабо-
лизма  ЖК. Так, показано, что для М1-макрофагов 
характерны процессы анаболизма  ЖК: при акти-
вации TLR, в том числе в присутствии  IFNγ, на-
блюдается накопление триацилглицеридов в виде 
жировых капель, диацилглицеридов и сложных 
эфиров холестерина  [120,  121], что коррелирует с 
фенотипом, так называемых «пенных клеток»  – 
макрофагов, ассоциированных с атеросклерозом, 
гранулемами и другими воспалительными пато-
логиями  [122]. Накоплению жиров предшествует 
повышение уровня липогенеза за счет активности 
транскрипционного фактора SREBP-1  [123], ACLY, 
производящей ацетил-КоА из цитрата для после-
дующего участия в составе синтазы жирных кис-
лот (FAS) [124]. В моделях с генетическим нокаутом 
упомянутых факторов и ферментов, а также неко-
торых других переносчиков (UCP2 [125], ACC [126]), 
задействованных в анаболизме  ЖК, наблюдалось 
понижение способности макрофагов к провоспа-
лительному ответу, в основном за счет нарушения 
работы инфламмосомы. В одной из недавних работ 
было показано, что жировые капли в М1-макрофа-
гах служат источником выработки  PGE2 который, 
в свою очередь, усиливает фагоцитоз, продукцию 
IL-1β и IL-6 в макрофагах. При блокировке DGAT1 
(переносчика, участвующего в депонировании ЖК) 
также понижается воспалительный ответ макро-
фагов in vitro и  in vivo  [120].

Альтернативно активированные макрофаги, 
как было отмечено выше, сохраняют цикл Кребса 
интактным, поддерживая более высокие уровни 
окислительного фосфорилирования, при этом 
считается, что предпочтительным источником 

ацетил-КоА в М2-макрофагах являются именно 
жирные кислоты. Бета-окисление происходит в 
митохондриях, и поступление ЖК внутрь орга-
неллы обеспечивают карнитин-пальмитоилтранс-
феразы 1 (CPT1, на внешней мембране) и  2  (CPT2, 
на внутренней мембране митохондрии). В  недав-
них экспериментах с фармакологической и гене-
тической блокировкой CPT1 и CPT2 было показано, 
что ингибирование бета-окисления не приводит к 
неспособности приобретать М2-фенотип в макро-
фагах мыши [127] и человека [128], вопреки ранее 
сформировавшемуся мнению  [129]. Интересно, 
что бета-окисление также важно для инфламмо-
сомы, как и синтез  ЖК: активацию NLRP3 можно 
ингибировать путем ограничения активности 
NADPH-оксидазы 4 (NOX4), которая, в свою очередь, 
регулирует CPT1A [130]. Суммарно, можно сказать,  
что баланс синтеза и окисления  ЖК является 
важнейшим регулятором активации инфламмо-
сомы и, следовательно, воспалительного ответа 
М1-макрофагов  [131]. Роль метаболизма ЖК в 
формировании М2-фенотипа макрофагов на сего-
дняшний день подвергается пересмотру, однако 
его модуляция до сих пор рассматривается как 
перспективная терапия для перепрограммирова-
ния М2-подобных макрофагов, ассоциированных 
с опухолями [132, 133].

РЕГУЛЯЦИЯ МЕТАБОЛИЧЕСКОГО  
ПЕРЕПРОГРАМИРОВАНИЯ МАКРОФАГОВ  

ПРИ ПОЛЯРИЗАЦИИ

Перепрограммирование вышеописанных ме-
таболических путей при активации макрофагов 
во многом зависит от ключевых мастер-регуля-
торов клеточного метаболизма  – факторов mTOR 
и AMPK  [134–136]. mTOR образует два типа ком-
плексов  – mTORC1 и mTORC2  [137]. mTORC1  ин-
тегрирует информацию, поступающую от вне-
клеточных (факторы роста, клеточный стресс) и 
внутриклеточных стимулов (концентрация амино-
кислот в лизосомах, уровень сахаров и липидов),  
и передает их дальше, активируя HIF-1α, PPARγ, 
SREBP-1 и MYC, тем самым способствуя делению 
клеток, активации биосинтеза нуклеиновых 
кислот, белков, липидов и подавляя катаболи-
ческие процессы и аутофагию  [136, 137]. Баланс 
сигналов mTORC1/mTORC2 критически важен для 
дифференцировки и поляризации макрофагов и 
контролируется каскадами, идущими от рецеп-
торов врожденного иммунитета, цитокинов и 
факторов роста [138]. mTORC1 имеет важную роль 
в М1-поляризации, тогда как mTORC2, по-види-
мому, важен для обоих типов активации макро-
фагов [137]. Роль mTORC1 во многом связана с его 
способностью регулировать анаболизм, а значит,  
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Таблица 2. Связь метаболических изменений и поляризации макрофагов

Метаболический путь и факторы М1 (LPS + IFNγ) М2 (IL-4 + IL-13)

Гликолиз
сильно активирован;  

участвует в поддержании провоспали-
тельных свойств макрофагов

активирован;  
важен для ответа  

макрофагов на IL-4

GLUT1 ↑ –

PFK ↑ –

PFKFB3 ↑ –

PKM2 димер тетрамер

Пентозофосфатный путь
активирован; необходим  
для генерации АФК через  

NADPH-оксидазу, продукцию NO  
и синтез нуклеотидов и белков

участвует в синтезе  
UDP-GlcNAC

Окислительная фаза ПФП: PGD ↑ –

Неокислительная фаза ПФП: CARKL ↓ ↓

Цикл Кребса и OXPHOS

ослаблен за счет NO и итаконата; 
обратный транспорт электронов,  

производство АФК, 
стабилизация HIF-1α;

экспрессия IL-1β

усиление OXPHOS;  
интактный цикл Кребса

Морфология митохондрий преобладание фрагментированных 
митохондрий

преобладание 
митохондриальных сетей

Цитрат = первый разрыв цикла

IDH ↓ –

CIC ↑ –

ACLY ↑ –

Итаконат
ACOD1 ↑ –

Сукцинат = второй разрыв цикла

SDH ↓ –

Метаболизм аминокислот

Аргинин

iNOS ↑ ↓

ARG1 ↓ ↑

Триптофан

IDO ↓ ↑

Глутамин

GS ↓ ↑

PHD ↑ ↓

Метаболизм липидов синтез жирных кислот↑ окисление жирных кислот↑

SREBP ↑ –

LXR – ↑
Примечание. «↑», зеленый цвет – увеличение по сравнению с М0; «–», серый цвет – не изменяется по сравне-
нию с М0; «↓», красный цвет – снижение по сравнению с М0.
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координировать выработку большого количества 
факторов, опосредующих функции активирован-
ных макрофагов. Так, активация SREBP-1 за счет 
mTORC1 критически важна для продукции цито-
кинов, синтеза липидов и липидных медиаторов, а 
также фагоцитоза. Кроме того, SREBP-1 также кон-
тролирует продукцию NADPH в ПФП  [136], необ-
ходимого для синтеза АФК. Сигнальный путь PI3K/
AKT/mTOR имеет важное значение для стимуля-
ции гликолиза и пролиферации клеток  [136, 139]. 
Наконец, mTOR также связан с метаболизмом глу-
тамина. Известно, что сигнальный путь mTORC2/
IRF4 вовлечен в метаболическое перепрограмми-
рование, происходящее во время альтернатив-
ной активации макрофагов [140]. Интересно, что 
mTORC1 также может способствовать М2-поляри-
зации, в частности, за счет стимуляции синтеза 
UDP-GlcNAc и N-гликозилирования лектинов [31]. 
Более того, mTORC1-зависимый синтез липид-
ных медиаторов в зависимости от экспрессии 
COX2 в М1-макрофагах или COX1 в М2-макро-
фагах участвует в производстве как провоспали-
тельных, так и противовоспалительных медиа- 
торов [141].

АМРК, так же как mTOR, участвует в интегра-
ции различных сигналов и регулирует метабо-
лизм клетки за счет опосредованной ферментами 
посттрансляционной модификации белков-мише-
ней  [142]. Данные мастер-регуляторы действуют 
взаимодополняюще: в то время как mTOR детек-
тирует количество питательных веществ и запу-
скает анаболические процессы, АМРК детектирует 
нехватку энергии и активирует катаболические 
процессы, направленные на синтез ATP  [143]. 
Так,  в условиях нехватки энергии, например, во 
время голодания, АМРК реагирует на внутрикле-
точный уровень AMP и фосфорилирования белков 
RAPTOR и TSC2 и подавляет сигнальные пути, свя-
занные с mTORC1  [144]. Как следствие, в макро-
фагах активация АМРК, как правило, приводит к 
снижению воспалительного ответа и М1-поляри-
зации  [145–149]. Так, отсутствие АМРК приводит 
к гиперполяризации макрофагов в сторону  М1 в 
ответ на стимуляцию  LPS и, кроме того, к увели-
чению экспрессии ключевых ферментов, вовле-
ченных в синтез итаконата, метаболизм глюкозы, 
аргинина, простагландинов и холестерола, что, 
как следствие, приводит к увеличению продук-
ции PGE2 и NO, IL-6, IL-12 и снижению продукции 
IL-10  [150]. Помимо этого, АМРК необходима для 
приобретения макрофагами М2-фенотипа, напри-
мер, во время регенерации мышечной ткани [146].

Суммируя все вышеизложенное, метаболиче-
ские изменения играют огромную роль в поляриза-
ции макрофагов и выполнении ими иммунологи-
ческих функций (табл. 2). Эти процессы являются 
не только взаимосвязанными, но и взаимообуслов-

ленными. Так, с одной стороны, регуляция имму-
нометаболических ферментов осуществляется за 
счет нутриентов и метаболитов, таких как амино-
кислоты, цитрат, сукцинат, итаконат, жирные кис-
лоты и др. Этот способ контроля, возникший еще 
на ранних этапах эволюции, успешно работает 
до сих пор. С другой стороны, регуляция функций 
клетки в целом, в том числе ее иммунной актив-
ности, в соответствии с потребностями организма 
и условиями окружающей среды, невозможна без 
более сложных механизмов, эволюционно появив-
шихся чуть позднее. К таким механизмам относит-
ся интегрирование внутриклеточных сигналов с 
последующей посттрансляционной модификацией 
белков и эпигенентической модификацией генов, 
осуществляемые, например, mTOR и  AMPK  [142]. 
Таким образом, иммунометаболическая адапта-
ция макрофагов к поступающим сигналам лежит  
в основе поддержания гомеостаза не только от-
дельных тканей, но и всего организма. Как след-
ствие, нарушения этого процесса могут приводить 
к развитию различных заболеваний и неадаптив-
ных состояний.

МОДУЛЯЦИЯ МЕТАБОЛИЗМА МАКРОФАГОВ 
КАК СПОСОБ ТЕРАПИИ

Нарушение иммунометаболических функ-
ций макрофагов как фактор патологии. За послед-
нее время было существенно расширено представ-
ление о роли макрофагов в контексте различных 
патологических процессов  [23,  151]  (рис.  2). Так, с 
одной стороны, М2-макрофаги участвуют в обеспе-
чении метаболического контроля, а М1-макрофа-
ги, напротив, ассоциированы с метаболическими 
патологиями, такими как диабет, ожирение, мета-
болический синдром и инсулинорезистентность. 
С  другой стороны, М-макрофаги опосредуют про-
тивоопухолевые эффекты, в то время как М2-мак
рофаги создают иммуносупрессорное окружение и 
способствуют развитию опухолей. М2-Макрофаги 
ответственны за поддержание гомеостаза тканей и 
заживление ран, однако избыточная или продол-
жительная активация как М1-, так и М2-макрофа-
гов способна приводить к повреждению тканей и 
нарушению их функций в таких заболеваниях, как 
артрит, атеросклероз, гломерулонефрит и атопиче-
ский дерматит. Обеспечивая защиту организма от 
бактерий, вирусов и макропаразитов, макрофаги 
в то же время способны вызывать цитокиновый 
шторм и несбалансированный ответ на безвред-
ные факторы окружающей среды, участвуя в пато-
генезе аллергии и астмы. Таким образом, посколь-
ку макрофаги играют ключевую роль в целом ряде 
заболеваний, они становятся важным объектом 
для поиска новых подходов к терапии.
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Рис. 2. Поляризация макрофагов в норме и патологии. Розовым обозначены процессы, в которых данный 
вид поляризации сопряжен с патологией, зеленым  – процессы, в которых макрофаги играют физиологиче-
скую роль. Рисунок сделан с помощью программы BioRender по ранее опубликованный материалам [23, 151]

В предыдущих разделах было подробно описа-
но, что макрофаги при активации и поляризации 
подвержены метаболическим адаптациям. Соот-
ветственно, воздействие на метаболизм макро-
фагов влечет за собой изменения в направлении 
и силе их поляризации. При этом из-за уникаль-
ных особенностей метаболизма активированных 
макрофагов такие воздействия будут специфичны-
ми и не должны затрагивать другие клетки в орга-
низме, что открывает перспективы для использо-
вания такого подхода в терапии воспалительных 
заболеваний, в которых важную роль играют 
макрофаги. Далее мы рассмотрим, как модуляция 
конкретных метаболических путей макрофагов 
может находить терапевтическое применение.

МОДУЛЯЦИЯ mTOR И AMPK

Как было отмечено выше, mTOR участвует как 
в М1-, так и в М2-поляризации макрофагов  [134]. 
Так, культивирование макрофагов с рапамицином, 
ингибитором mTORC1, способствует приобретению 

ими противовоспалительного фенотипа, тогда 
как активация mTORC1, напротив,  – воспалитель-
ного  [138]. В  соответствии с этим, в модели CLP-
индуцированного сепсиса рапамицин, воздействуя 
на М1-макрофаги, способствовал защите мышей от 
гибели  [152]. По  всей видимости, действие рапа-
мицина обусловлено его способностью вызывать 
аутофагию, что приводит к уменьшению продук-
ции IL-1β и IL-18 в М1-макрофагах. Данная регу-
ляция осуществляется на посттранскрипционном 
уровне и связана с уменьшением митохондриаль-
ных АФК и про-IL-1β [153]. Модуляция mTOR также 
находит применение в терапии язвенного колита. 
Так, диосцин, стероидный сапонин, одновременно 
ингибирует сигналы через mTORC1/HIF-1α и акти-
вирует mTORC2/PPAR-γ, что приводит к подавлению 
аэробного гликолиза, увеличению окисления  ЖК, 
смещению поляризации макрофагов с М1 в М2 и, 
как следствие, защищает мышей от DSS-индуци-
руемого язвенного колита [154]. С другой стороны, 
в ряде работ применение рапамицина, наоборот, 
приводило к смещению равновесия в сторону М1. 
Так, комбинация рапамицина и гидроксихлоро-



ЮРАКОВА и др.806

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

хина вызывала удаление противовоспалительных 
М2-макрофагов в модели глиобластомы и увеличи-
вала эффективность чек-поинт ингибиторов [155]. 
Кроме того, блокировка mTOR способствовала 
М1-поляризации макрофагов и обеспечивала ста-
билизацию бляшки в артериях при прогрессирую-
щем атеросклерозе  [156]. Аналогичный эффект в 
атеросклерозе способен вызывать и другой блока-
тор mTOR, триоксид мышьяка [157].

Воздействие на AMPK представляет еще один 
способ модуляции метаболизма макрофагов. Кли-
нически используемым препаратом, нацеленным 
на AMPK, является метформин. Метформин инги-
бирует I  комплекс  ЭТЦ, контролирующий выра-
ботку ATP и АФК. Блокировка выработки ATP при-
водит к увеличению AMP и соотношения ADP/ATP, 
что, как следствие, активирует AMPK [158]. Извест-
но, что метформин подавляет LPS-индуцирован-
ную продукцию IL-1β и способствует выработке 
IL-10  [115]. В  ряде исследований было показано, 
что метформин может регулировать функции ма-
крофагов в атеросклерозе за счет подавления диф-
ференцировки моноцитов, снижения воспаления, 
окислительного стресса и апоптоза  [159]. Важно 
отметить, что метформин может регулировать 
функции макрофагов через AMPK-независимые 
пути, такие как NF-κB, ABCG5/8, SIRT1, FOXO1/FABP4 
и HMGB1. В  перспективе комбинирование мет-
формина с другими лекарственными средствами, 
влияющими на функции макрофагов (такими как 
ингибиторы SGLT2, статины и ингибиторы IL-1β), 
может усилить и расширить его терапевтический 
потенциал [159].

Блокировка гликолиза. Значительная часть 
выводов о роли гликолиза в поляризации макро-
фагов сделана с использованием ингибитора 
2-ДГ, который, как уже было сказано выше, имеет 
ряд других эффектов, помимо подавления глико-
лиза  [54]. Повышенной специфичностью могут 
обладать новые блокаторы, основанные на моди-
фикациях 2-ДГ [160]. На данный момент изучается 
возможность использования таких лекарств для 
терапии рака, тогда как их влияние на метаболизм 
макрофагов еще предстоит выяснить. Недавние 
исследования показали, что раковые и иммунные 
клетки могут накапливать димерную форму фер-
мента PKM2, способную регулировать экспрессию 
HIF-1α-зависимых генов [50, 161]. Малая молекула 
TEPP-46 ингибирует этот процесс, восстанавливая 
ферментативную активность PKM2 и принося мно-
гообещающие результаты в экспериментальных мо-
делях рака и инфекционных заболеваний [50, 162]. 
TEPP-46 подавляет активацию М1-макрофагов и 
улучшает в них биогенез митохондрий [163]. Еще 
один подход заключается в ингибировании непо-
средственно HIF-1α. Селективный блокатор HIF-1α, 
PX-478, показал эффективность в подавлении роста 

опухолевых клеток [164], а также в мышиной мо-
дели атеросклероза [165]. Тем не менее детальное 
действие этого ингибитора на поляризацию ма-
крофагов еще предстоит выяснить.

Использование метаболитов цикла Кребса 
в терапии. Перепрограммирование цикла Кребса, 
ассоциированных с ним генов и метаболитов, свя-
зано с воспалительными процессами или злокаче-
ственной трансформацией [70, 166, 167]. Диметил-
малонат и 4-октилитаконат (4-OI) представляют 
собой небольшие молекулы, нацеленные на SDH и 
уменьшающие воспаление в нескольких экспери-
ментальных моделях [73, 168]. Как было отмечено 
выше, итаконат и производные соединения акти-
вируют NRF2, что приводит к усилению антиокси-
дантного ответа, и стимулируют экспрессию ATF3, 
ограничивающего выработку цитокинов  [73, 75]. 
В  частности, 4-OI нацелен на путь NRF2/KEAP1 и 
может предотвращать цитокиновый шторм при 
острой инфекции у мышей  [73]. Кроме того, не-
давно было показано, что итаконат ингибирует 
инфламмасому NLRP3  [77]. Обладая большим им
муномодуляторным потенциалом, итаконат и его 
производные потенциально могут быть использо-
ваны в терапии. В  недавнем исследовании была 
продемонстрирована способность итаконата 
влиять также на М2-поляризацию макрофагов за 
счет ингибирования сигнального пути JAK1/STAT6. 
Снижение тяжести течения стероид-резистентной 
астмы у мышей, которым вводили 4-OI, свидетель-
ствует о терапевтическом потенциале этого мета-
болита в Th2-зависимых заболеваниях [79].

Диметилфумарат  (ДМФ) является производ-
ным фумарата, который, как считается, влияет 
на путь NRF2 и гликолиз, и в настоящее время 
используется в качестве иммуномодулирующего 
препарата для лечения рассеянного склероза и 
псориаза у пациентов  [169–171]. Также ДМФ ин-
гибирует NF-κB, ERK и другие сигнальные пути. 
В  макрофагах ДМФ активирует NRF2 для защиты 
клеток от окислительного стресса и способствует 
возникновению противовоспалительного фено-
типа  [172]. ДМФ также воздействует на гликолиз 
за счет снижения активности GAPDH, что позво-
ляет предположить, что ДМФ также может быть 
использован для модуляции иммунометаболизма 
во время инфекционных заболеваний [170].

Модуляция метаболизма аминокислот и 
жирных кислот. Различное потребление аргини-
на М1- и М2-макрофагами является основой для 
потенциальной селективной терапии, направ-
ленной на этот метаболит. Так, ингибирование 
iNOS с помощью аминогуанидина предотвращало 
продукцию NO макрофагами и снижало симпто-
мы заболевания в мышиной модели рассеянного 
склероза  [173]. Другие ингибиторы iNOS показали 
эффективность в моделях ишемической болезни 
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почек и воспаления легких у мышей  [174, 175]. 
В  то  же время ингибирование ARG1 с помощью 
CB-1158 смещало баланс поляризации макрофагов 
в сторону  М1 в мышиной модели опухолеобразо-
вания, что приводило к подавлению иммуносу-
прессорного микроокружения и большей эффек-
тивности противоопухолевой терапии  [176, 177]. 
На данный момент в рамках ряда клинических ис-
пытаний изучается эффективность ингибирования 
ARG1 для лечения рака (NCT02903914, NCT03910530, 
NCT03314935, NCT03837509, NCT03361228). Ингиби-
рование ферментов, участвующих в метаболизме 
глутамина, с помощью BPTES или CB-839 показало 
положительные результаты в моделях рассеянно-
го склероза  [178] и ревматоидного артрита  [179]. 
Наконец, дефицит аминокислот также может 
быть использован в качестве метода воздействия 
на макрофаги. Например, ограничение серина 
ослабляет чрезмерную активацию макрофагов 
при эндотоксемии  [180], что может быть полезно 
в лечении сепсиса. Галофугинон, имитирующий 
нехватку аминокислот за счет активации  GCN2, 
уменьшает воспаление кишечника  [181] и инду-
цирует аутофагию [182].

Роль метаболизма жирных кислот в формиро-
вании патологенетического фенотипа макрофагов 
не до конца понятна. В последние годы активно из-
учается влияние агентов, снижающих экспрессию 
либо блокирующих активность карнитин-паль-
митоилтрансфераз, таких как этомоксир  [183], на 
развитие колит-ассоциированного рака  [184, 185], 
бронхиальной астмы [186] и обструктивной болез-
ни легких  [187]. Часть работ подчеркивает связь 
синтеза и окисления  ЖК с работой инфламмосо-
мы  NLRP3, которая, в свою очередь, существенно 
вовлечена в процессы хронического воспаления и 
канцерогенеза [184].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Суммарно, данные последних десятилетий 
однозначно указывают на тесную связь метабо-

лизма и функциональных особенностей иммун-
ных клеток, в том числе макрофагов, при их акти-
вации. Становится понятно, что метаболические 
потребности активированных клеток неразрывно 
связаны с их функциональными особенностями. 
В  связи с этим клеточный метаболизм про- и 
противовоспалительных иммунных клеток су-
щественно отличается. В  то же время многие ас-
пекты клеточного метаболизма макрофагов оста-
ются недостаточно изученными, а применение 
лекарств, направленных на репрограммирование 
метаболизма, осложняется ограниченной специ-
фичностью имеющихся ингибиторов. Известные 
на сегодняшний день ингибиторы, как правило, 
воздействуют на центральные процессы, будь то 
катаболизм глюкозы в случае 2-ДГ или ингибиро-
вание ключевого сигнального пути mTOR. Разра-
ботка более специфичных лекарств, нацеленных 
на конкретные метаболические пути, позволит, с 
одной стороны, более детально изучить их роль 
в поляризации макрофагов, а с другой стороны  – 
откроет новые перспективы для иммунометаболи-
ческой терапии заболеваний, в патогенез которых 
вовлечены макрофаги.
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Recently, special attention has been paid to studying the connection between immunological processes 
and changes in cellular metabolism. This interaction underlies, on the one hand, homeostasis and tissue 
integrity, and, on the other, inflammation as an integral part of the immune response. Metabolic adap-
tations are of particular importance because they not only provide energy to immune responses, but 
also influence immune cell function by controlling transcriptional and posttranscriptional programs. In 
this regard, understanding the metabolic pathways of immune cells contributes to the search of new 
approaches in the treatment of a number of diseases, including those associated with metabolic disor-
ders. Macrophages, cells of the innate immune system characterized by high functional plasticity, play 
a key role in maintaining homeostasis and regulating inflammation. Depending on the phenotype and 
origin, they can either perform regulatory functions or contribute to the development of inflammation 
and aggravate the course of the disease. Therefore, exactly how myeloid cells adapt in response to mi-
croenvironmental factors can determine the strength and nature of the reaction of the body as a whole. 
The review examines the impact of metabolic changes in macrophages on their functional properties, 
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Ассоциированные с опухолью макрофаги (ТАМ) представляют собой важный компонент микро­
окружения опухоли и наиболее распространенную популяцию иммунных клеток, инфильтри­
рующих опухоль. В  значительной мере именно ТАМ могут определять направленность про­
тивоопухолевого иммунного ответа, усиливая его или, наоборот, способствуя формированию 
иммуносупрессивного микроокружения, позволяющего опухоли избегать контроля со стороны 
иммунной системы. Вследствие взаимодействия с опухолевыми клетками или другими клетка­
ми микроокружения, а также в результате действия противоопухолевых лекарственных средств 
у макрофагов может развиваться состояние сенесцентности. В данном обзоре мы попытались об­
общить сведения, имеющиеся в литературе, о роли сенесцентных макрофагов в опухоли. В связи 
с разработкой в последнее время стратегий сенолитической терапии, направленной на удаление 
сенесцентных клеток из организма, представляется важным обсуждение функций сенесцентных 
макрофагов и потенциала использования сенолитических препаратов с точки зрения репрограм­
мирования ТАМ для усиления противоопухолевого иммунного ответа и повышения эффективно­
сти лечения онкологических заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сенесцентные клетки, p16INK4, p21cip1, CD206, CXCR1, микроокружение опухоли, 
иммуносупрессия.

DOI: 10.31857/S0320972524050058 EDN: YPAVGF

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Микроокружение опухоли (от  англ. tumor 
microenvironment, TME) представляет собой слож­
ную гетерогенную систему, включающую иммун­
ные клетки, эндотелиальные и стромальные клет­
ки, а также внеклеточный матрикс [1–7]. Недавние 
исследования с помощью анализа транскриптома 
одиночных клеток (от англ. single-cell analysis, SCA) 
показали, что до 90%  клеток в микроокружении 
опухоли могут быть не трансформированы  [8]. 
Состав TME варьирует в зависимости от типа и 
стадии опухоли; органа, в котором возникает пер­

вичный очаг; факторов, экспрессируемых опухоле­
выми клетками, и анамнеза пациента [9].

В последнее время все больше внимания 
уделяют влиянию клеточного старения или так 
называемого состояния сенесцентности (от  англ. 
senescence) на рост и развитие опухоли [10]. Фено­
тип сенесцентных клеток гетерогенен и зависит 
от типа клеток, подверженных сенесцентности, 
и факторов, вызвавших данное состояние. Сенес­
центность характеризуется, как правило, необра­
тимой остановкой клеточного цикла, повышенной 
активностью лизосом, устойчивостью к апоптоти­
ческим стимулам, увеличением гликолиза, повы­
шенным количеством повреждений ДНК, а также 
повышенной секрецией хемокинов, цитокинов 
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Принятые сокращения: BMDM  – макрофаги, полученные из предшественников костного мозга; LCCM-
BMDM – макрофаги, полученные из костного мозга мыши путем культивирования с кондиционной средой от 
фибробластов L929; M-CSF-BMDM – макрофаги, полученные из костного мозга мыши путем культивирования 
с рекомбинантным M-CSF; OXPHOS – окислительное фосфорилирование; TAM – макрофаги, ассоциированные 
с опухолью; TLR  – toll-подобные рецепторы; TME  – микроокружение опухоли; SASP  – секреторный фенотип, 
ассоциированный со старением; SCA – анализ транскриптома одиночных клеток.

и факторов роста, объединенных под общим на­
званием «секреторный фенотип, ассоциирован­
ный со старением» (от  англ. senescence-associated 
secretory phenotype, SASP). Паракринно влияя на 
окружающие клетки, SASP может способство­
вать инициации эпителиально-мезенхимального 
перехода  [11, 12], приобретению клетками плю­
рипотентности (стволовости)  [13, 14], локальной 
инвазии тканей  [15], ангиогенезу  [16], активации 
фибробластов  [17], иммуносупрессии  [18, 19], уси­
ленному метастазированию [20] и резистентности 
к терапии [21].

Исходя из вышеперечисленных функций, 
для детекции сенесцентных клеток наиболее ча­
сто используются такие маркеры, как повышен­
ная экспрессия ингибиторов клеточного цикла, 
p16INK4 и p21cip1  [22]; увеличенная активность свя­
занной со старением лизосомальной β-галактози­
дазы  [23]; большее, по сравнению с остальными 
клетками, количество фосфорилированной формы 
гистона Н2АХ, отражающей наличие повреждений 
в  ДНК; цитокины, характеризующие SASP, напри­
мер, IL-6  [24]. Следует отметить, что на сегодняш­
ний день не существует единого уникального мар­
кера сенесцентности, и часто для подтверждения 
данного фенотипа клеток используется одновре­
менно несколько методов.

Помимо спонтанного старения, в TME часто 
встречается старение, индуцируемое терапией. 
Различные исследования показали, что классиче­
ская цитотоксическая терапия, таргетная терапия 
и иммунотерапия также могут индуцировать кле­
точное старение [25]. Под воздействием этих факто­
ров все типы клеток TME могут подвергаться сенес­
центности и влиять на опухолевые клетки. Однако 
особый интерес в контексте сенесцентности пред­
ставляют макрофаги, ассоциированные с опухо­
лью (от  англ. Tumor-associated macrophages, ТАМ), 
играющие важную роль в TME и составляющие 
наиболее распространенную популяцию иммун­
ных клеток, инфильтрирующих опухоль  [26]. Как 
клетки иммунной системы, они во многом опре­
деляют иммунный ландшафт ТМЕ и могут способ­
ствовать прогрессированию заболевания  [8]. Так, 
было показано, что наличие сенесцентных ТАМ в 
опухоли ассоциировано с плохим прогнозом тече­
ния болезни и эффективности терапии  [27–29]. 
Несмотря на то что удаление или репрограммиро­
вание сенесцентных ТАМ представляется перспек­
тивным подходом к повышению эффективности 

терапии онкологических заболеваний, до послед­
него времени практически отсутствовали сведе­
ния о фенотипе, характерном для сенесцентных 
макрофагов в TME, и молекулярных механизмах, 
лежащих в основе его формирования. Таким обра­
зом, своевременным представляется обсуждение 
прогресса в данной области, связанного с актив­
ным поиском универсальных маркеров для сенес­
центных TAM и появлением в последние годы 
новых моделей для определения биологических 
эффектов данной субпопуляции клеток на рост и 
развитие опухоли.

СЕНЕСЦЕНТНЫЕ МАКРОФАГИ В ОПУХОЛИ

Как и другие типы клеток микроокружения 
опухоли, TAM могут подвергаться сенесцентности, 
однако потенциальные биологические механизмы 
появления сенесцентных макрофагов в опухоли и 
их прогностическая ценность в значительной сте­
пени неизвестны [28]. Сложность в изучении дан- 
ного вопроса связана с тем, что фенотип макро­
фагов in vivo и in vitro при одном и том же типе 
опухоли может сильно различаться. Кроме того, 
гетерогенность механизмов и плейотропность ме­
диаторов сенесцентности при опухолевых заболе­
ваниях дополнительно осложняются генетическим 
разнообразием опухолей человека и сложными 
взаимодействиями между опухолевыми клетками  
и клетками их микроокружения в процессе онко­
генеза  [30]. При этом клетки ТМЕ также могут 
иметь очень гетерогенный фенотип. Так, макро­
фаги in vivo характеризуются большим спектром 
субпопуляций, среди которых важной в терапевти­
ческом плане представляется субпопуляция сенес­
центных макрофагов. Ниже будут суммированы 
особенности сенесцентных макрофагов, которые 
в своей совокупности позволяют отличить дан­
ный тип клеток от других субпопуляций макро­
фагов (рисунок).

Фенотип сенесцентных TAM. Наиболее по­
дробно описаны и изучены на сегодняшний день 
такие субпопуляции TAM, как провоспалительные 
М1-подобные и иммуносупрессивные М2-подоб­
ные макрофаги (подробнее М1- и М2-макрофаги 
обсуждаются в статье Юраковой и  др.  [31] в этом 
номере журнала «Биохимия»). Фенотип сенесцент­
ных макрофагов в микроокружении опухоли нель­
зя отнести ни к традиционному, характерному  
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Потенциальные маркеры для сенесцентных TAM. Слева обозначены более универсальные маркеры, встречаю­
щиеся в разных моделях опухолевого генеза; справа обозначены маркеры, охарактеризованные для TAM рака 
легкого. Для сенесцентных TAM характерно совместное увеличение экспрессии ингибиторов циклин-зависи­
мых киназ p16INK4 и/или p21cip1, аргиназы  (Arg1), CD206, CXCR1, CD38; увеличенный метаболизм аргинина и 
увеличенный гликолиз. SASP сенесцентных TAM характеризуется такими секретируемыми молекулами, как 
TGF-β, IL-10, IL-6, TNF, IL-1β, MMP12, TIMP2, CXCL12, CXCL13, HGF. В  модели рака легкого путем секвенирова­
ния на уровне одиночных клеток были выявлены специфические маркеры, характерные для сенесцентных 
TAM в легких: Bmp2, Ccl2, Ccl7, Ccl8, Ccl24, Cxcl13 и Il10. Маркеры Abca1, Fizz1, Rack1, Mcp-1, Cd40, Cox2. Создано 
с помощью BioRender.com

для М2 (высокая экспрессия Arg1), ни к М1 (высокая 
экспрессия  iNOS) классу поляризации. Макрофаги 
в TME могут иметь различный фенотип, обуслов­
ленный типом опухоли, проведенным лечением 
и конкретной клинической картиной  [32]. Таким 
образом, актуальной задачей представляется по­
иск специфических маркеров, которые позволили 
бы селективно отделить сенесцентные макрофаги 
от других TAM для разработки терапии, направ­
ленной на данную популяцию клеток. В  табл. 1 
обобщены имеющиеся данные и сравниваются 
маркеры, характерные для сенесцентных и М1/М2-
макрофагов [33].

Старение сопровождается системным хрони­
ческим воспалением, которое характеризуется 
повышением экспрессии компонентов SASP: про­
воспалительных цитокинов IL-1α, IL-6 и TNF, С-ре­
активного белка, матриксных металлопротеиназ 
MMP-3 и MMP-9, модулирующих внеклеточный 

матрикс, а также хемокинов CXCL-1 и CXCL-10, 
привлекающих нейтрофилы и моноциты соответ­
ственно [46, 54]. Все эти факторы могут влиять на 
опухолевые клетки и микроокружение. В  недав­
нем систематическом обзоре Moss et al. [55] пришли 
к выводу, что маркеры провоспалительных  (M1) 
макрофагов, включая CD11c, iNOS, MHC-II и CD80, 
чаще повышались с возрастом, однако остается 
невыясненным, как это соответствует картине в 
опухолевом микроокружении.

Другая часть данных сосредоточена на том, 
что сенесцентные макрофаги имеют M2-подобный 
фенотип. Считается, что макрофаги с М2-поляри­
зацией демонстрируют повышенную экспрессию 
аргиназы-1  (Arg1), вовлеченной в метаболизм ар­
гинина  [33], и способствуют развитию немелко­
клеточного рака легкого, а их присутствие в 
микроокружении коррелирует со снижением вы­
живаемости пациентов, увеличением метастази­
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Таблица 1. Сравнение маркеров, характерных для M1/M2- и сенесцентных макрофагов

Маркеры M1  
[34–37]

M2a  
[8, 34, 37, 38]

M2b  
[38, 39]

M2c  
[38, 40]

M2d  
[38, 41–43]

Сенесцентные  
макрофаги [8, 44–53]

TNF, IL-6 + – + – – +

IL-10 – + + + + +

TGF-β – + – + – +

IL-1 + – + – – +

CD206 – + – – – +

ARG1 – + – + + +

iNOS + + – – + +/–

MHC-II, CD80 + – – – – +/–

СD163 – + + – – +

CD38 + – – – – +

Экспрессия  
TLR-рецепторов TLR2/4 – – TLR1/8 – снижается  

экспрессия всех TLR

рования и усиленной пролиферацией опухолевых 
клеток  [56,  57]. Кроме того, М2-подобным, имму­
носупрессивным фенотипом обладают и старею­
щие  ТАМ, что было показано в нескольких рабо­
тах  [8, 34,  37–43]. В  результате транскриптомного 
анализа одиночных клеток образцов пациентов с 
рефрактерным раком мочевого пузыря  [27] были 
определены кластеры генов, экспрессирующихся 
в сенесцентных макрофагах. Среди этих генов 
был выделен трансформирующий фактор роста 
бета (TGF-β), характерный для иммуносупрессив­
ного окружения в опухоли. Также была отмечена 
альдокеторедуктаза B (AKR1B1), играющая важную  
роль в воспалении и метаболизме различных хи­
миотерапевтических препаратов, а также в кле­
точной дифференцировке, пролиферации и апоп­
тозе [28, 58].

Как у людей, так и у мышей сенесцентные ТАM 
демонстрируют снижение экспрессии молекул 
главного комплекса гистосовместимости  (МНС-II) 
и экспрессии toll-подобных рецепторов (TLR)  [52], 
что сопровождается снижением фагоцитарной 
активности  [59], эффероцитоза и аутофагии  [46]. 
Это тоже характеризует стареющие макрофаги как 
более иммуносупрессивные клетки, несмотря на 
повышенную экспрессию SASP.

Также стоит обратить внимание на потен­
циально новые маркеры сенесцентности макро­
фагов (ABCA1, FIZZ1, RACK1, MCP-1, CD40, COX2), 
упомянутые в недавнем систематическом обзоре 
Moss et al.  [55]. Возможно, что эти маркеры также 
играют определенную роль в сенесцентности TAM. 
Несмотря на то что не существует уникального 

маркера для идентификации стареющих клеток, 
повышенная экспрессия ингибиторов циклин-
зависимых киназ p16INK4a и p21cip1 уже давно ис­
пользуется в качестве маркера стареющих клеток 
in vitro и in vivo как в мышиных, так и в человече­
ских моделях [48, 60, 61], в том числе и для макро­
фагов [49, 50, 62].

Метаболизм сенесцентных TAM. Помимо фе- 
нотипических характеристик, необходимо учи­
тывать функциональные и метаболические ха­
рактеристики стареющих макрофагов. Одна из 
особенностей сенесцентных клеток  – сохранение 
метаболической активности для поддержания про­
граммы  SASP и других специфических функций, 
несмотря на остановку клеточного цикла [63]. Как 
правило, в сенесцентных иммунных клетках про­
исходит накопление дисфункциональных мито­
хондрий, задействуется гликолиз вместо окисли­
тельного фосфорилирования (от  англ. оxidative 
phosphorylation, OXPHOS), что приводит к несбалан­
сированному биоэнергетическому состоянию [64].

Похожие метаболические адаптации харак­
терны для провоспалительных М1-макрофагов, 
которые в основном используют гликолиз и де­
монстрируют сниженный OXPHOS, в то время как 
альтернативно активированные M2-макрофаги в 
основном зависят от OXPHOS  [65,  66]. С  функцио­
нальной точки зрения повышенный метаболизм 
глюкозы в TAM необходим для синтеза различ­
ных молекул, входящих в  SASP, в том числе он 
способствует повышенной секреции катепсина-В 
макрофагами и прогрессированию опухоли  [63, 
67,  68]. Интересно отметить, что метаболические  
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адаптации других типов сенесцентных клеток мо­
гут отличаться от адаптаций сенесцентных  TAM. 
Например, для сенесцентных эндотелиальных 
клеток  [69], гепатоцитов  [70, 71], β-клеток при 
диабете  [72, 73], гемопоэтических стволовых кле- 
ток  [74] характерно увеличение окислительного 
фосфорилирования. Однако для сенесцентных ма­
крофагов более характерно увеличение гликолиза. 
Ингибирование данного метаболического пути мо­
жет быть потенциальным подходом к сенолитиче­
ской терапии [75].

Никотинамидадениндинуклеотид (NAD) пред­
ставлен в организме в окисленном  (NAD+) и вос­
становленном состоянии  (NADH). NAD  – важный 
окислительно-восстановительный кофермент, 
который играет одну из ключевых ролей в энер­
гетическом метаболизме  [76], а также является 
субстратом для сиртуинов, PARP1 и эктофермен­
тов CD38 и CD157 [77]. Неоднократно было показа­
но, что уровень NAD+ снижается с возрастом [78]. 
Более того, было показано, что для моноцитов и 
макрофагов пожилых людей характерно снижение 
дыхательной способности из-за недостаточного 
уровня NAD [64].

Активация CD38 в процессе старения может 
усилить передачу сигнала NF-κB в макрофагах 
[53, 79], что способствует индукции экспрессии 
факторов SASP  [80]. Факторы SASP, такие как IL-6, 
секретируемые в микроокружении опухоли, могут 
активировать экспрессию CD38 в макрофагах [63]. 
Эктоферменты CD38 и CD157, в свою очередь, мо­
гут гидролизовать NAD+ в опухолевых тканях и 
высвобождать внеклеточный аденозин, который 
участвует в иммуносупрессии [81]. Следовательно, 
стареющие клетки, экспрессирующие CD38, могут 
вызывать потерю NAD+, что может приводить к 
увеличению количества стареющих клеток по­
средством влияния факторов SASP по принципу 
положительной обратной связи.

Сигналинг NF-κB и митохондриальный Ca2+ 
(mCa2+) играют важную роль в регуляции воспа­
лительного ответа, индукции фенотипа SASP и 
поляризации макрофагов  [82]. Связь между сиг­
налингом NF-κB и метаболизмом кальция была 
обнаружена при анализе 700  транскриптомов че­
ловека. В результате анализа было выявлено, что 
возраст коррелирует с экспрессией генов митохон­
дриального кальциевого транспортера (MCU) и его 
регуляторной субъединицы  MICU1. Эти гены иг­
рают важную роль в передаче сигналов mCa2+ [47].

ВЛИЯНИE СЕНЕСЦЕНТНЫХ TAM  
НА ПРОГРЕССИЮ ОПУХОЛИ

В работах последнего года было продемонстри­
ровано патогенное влияние сенесцентных мак­

рофагов на рост и развитие опухолей в моделях 
немелкоклеточного рака легкого. Haston  et  al.  [8] 
была создана мышиная модель p16-FDR, которая 
позволила обнаружить, что TAM и в меньшей сте­
пени эндотелиальные клетки  – это основной пул 
сенесцентных клеток, населяющих KRAS-индуци­
рованные опухоли легкого. Показано, что удаление 
p16INK4a+ сенесцентных клеток с помощью сеноли­
тических подходов может увеличить продолжи­
тельность жизни мышей и задерживать рост опу­
холи  [8,  83]. Сенесцентные TAM в модели p16-FDR 
демонстрировали фенотип CD206+p16INK4a+, а также 
экспрессировали мРНК генов, кодирующих множе­
ство опухоль-стимулирующих факторов SASP, кото­
рые оказались уникальными в опухолях, формиру­
ющихся в легких (Bmp2, Ccl2, Ccl7, Ccl8, Ccl24, Cxcl13 
и Il10), и не характерными для ранее описанных 
классических факторов SASP, таких как Tnf, Mcp1, 
Il6, Il1b, Il7, Mmp12, Timp2, Cxcl-12/13, Hgf  [8, 50, 51]. 
Работа Haston  et  al.  [8] стала ключевой в области 
сенесцентных макрофагов в опухоли, поскольку до 
этого было не до конца понятно, действительно ли 
макрофаги обладают свойствами сенсцентности. 
Интересно, что аналогичный фенотип макрофагов, 
который наблюдался в KRAS-индуцированных опу­
холях легких у мыши, был также выявлен у пожи­
лых мышей в возрасте 20–22 месяца.

В работе Prieto et al. [29] использовали ранее со­
зданную трансгенную линию мышей (INK-ATTAC), 
в которых авторы методом  SCA обнаружили по­
пуляцию сенесцентных альвеолярных макрофагов 
SIGLEC+p16INK4a+CXCR1high, локализующихся в тканях 
старых мышей и в опухолевых очагах в легких. 
Субпопуляция SIGLEC+p16INK4a+CXCR1high способство­
вала образованию аденом и ингибировала проли­
ферацию и инфильтрацию опухоли CD8+  лимфо­
цитами. Специфическое удаление сенесцентных 
клеток p16INK4a+ в модели INK-ATTAC предотвраща­
ло негативные эффекты, опосредованные старею­
щими клетками в TME, и задерживало онкогенез 
у KRAS-мышей [29].

Работы Prieto et al. [29] и Haston et al. [8] демон­
стрируют, что стратегия удаления сенесцентных 
макрофагов из TME имеет противоопухолевый по­
тенциал. Данный подход может быть предложен в 
качестве вспомогательной терапии при лечении 
онкологических заболеваний.

В качестве препаратов для селективного уда­
ления сенесцентных клеток предлагается исполь­
зовать новый класс лекарственных средств  – се­
нолитики (от  англ. senolytics: senile  – дряхлый; 
lytic  – разрушающий). Сведения о наиболее по­
пулярных и широко используемых в настоящее 
время сенолитиках приведены нами в табл. 2. 
Некоторые из них уже одобрены в клинике в каче­
стве терапии для лечения различных заболеваний, 
поэтому их репозиционирование с целью сеноли­
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Таблица 2. Основные сенолитики, используемые в настоящее время

Сенолитик/Сеноморфик Действие Влияние на сенесцентные 
макрофаги Ссылки

Дазатиниб + Кверцитин ингибиторы Src/Abl
HIF-1α, PI3-киназа оказывает [84, 85]

ABT-263 (Навитоклакс) ингибиторы белков семейства Bcl-2 оказывает [86]

ABT-737 ингибиторы белков семейства Bcl-2 оказывает [8]

Венетоклакс белки семейства Вcl-2 не изучалось [87]

Физетин каскад PTEN/mTor оказывает [88]

SR12343 ингибитор NF-κB не изучалось [89, 90]

Апигенин IRAK1/IκBα/NF-κB не изучалось [91, 92]

Сердечные гликозиды преимущественно  
ингибиторы Na+/K+-ATPase не изучалось [93–95]

тической терапии может занять короткое время, и 
в ближайшее годы такие препараты можно будет 
применять для репрограммирования опухолевого 
окружения у онкологических больных.

РАЗНООБРАЗИЕ МОДЕЛЕЙ  
ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ СЕНЕСЦЕНТНЫХ TAM

В заключительном разделе обзора мы считаем 
важным обобщить существующие подходы моде­
лирования TAM и обсудить, какие из них могут 
быть применимы для моделирования сенесцент­
ных TAM. Так, в литературе встречаются следую­
щие in vitro подходы: ассоциация первичных мак­
рофагов или клеточных линий путем добавления 
кондиционной среды от опухолевых клеток  [96], 
кокультивирование, культивирование в системе 
transwell [33, 97], выделение TAM непосредственно 
из опухолевой ткани и их последующее культиви­
рование in vitro  [98–100].

Человеческие TAM in vitro. Наиболее распро­
страненный подход основан на использовании 
трансформированных моноцитарных линий чело­
века, таких как THP-1 и U937, после стимуляции 
форбол-миристат-ацетатом. Полученные макро­
фаги культивируются с кондиционной средой от 
опухолевых клеток  [101], иногда дополнительно 
используются факторы, способствующие развитию 
M2-подобного фенотипа (IL-4 и IL-10)  [102]. Дан­
ный подход помогает стандартизировать модель, 
однако для исследования сенесцентных TAM имеет 
ряд недостатков, а именно изначальное праймиро­
вание клеток в сторону M2-подобного фенотипа, 
что ограничивает возможность отслеживания 
изменений в транскрипционном и метаболиче­
ском профиле в конкретной модели в ответ на ас­

социацию с опухолью и последующую индукцию  
старения.

Другой способ для создания TAM человека 
основан на получении предшественников макро­
фагов из периферической крови человека путем 
культивирования в присутствии человеческого 
гранулацитарно-макрофагального колониестиму­
лирующего фактора (GM-CSF) и последующей акти­
вацией IFN-g и липополисахаридом (LPS) для  M1, 
тогда как для получения М2 и TAM макрофаги диф­
ференцируют в среде, содержащей человеческий 
макрофагальный колониестимулирующий фактор 
(M-CSF) с последующей стимуляцией IL-4 [103].

Интересно, что 2D in vitro система, где TAM по­
лучены путем добавления кондиционной среды 
от опухолевых клеток непосредственно к макро­
фагам, часто оказывается недостаточной, чтобы 
детектировать изменения, связанные с сенесцент­
ными макрофагами. Так, например, только со­
вместное культивирование макрофагов с опухо­
левыми клетками в работе Enukashvily et al.  [104] 
позволило детектировать транскрипцию пери­
центромерных сателлитных повторов HS2/HS3, 
которые, вероятно, ассоциированы со старением. 
Данные отличия демонстрируют важность пря­
мых межклеточных контактов между клетками 
микроокружения и клетками опухоли, что также 
важно учитывать при выборе модели ТАМ.

Мышиные TAM in  vitro. На  наш взгляд, 
in  vitro модели TAM человека и мыши имеют ряд 
важных принципиальных отличий. Так, основной 
подход для получения мышиных TAM in vitro осно­
ван на использовании макрофагов, дифференци­
рованных из клеток костного мозга (от англ. bone 
marrow-derived macrophages, BMDM). При модели­
ровании TAM в литературе встречаются два воз­
можных способа дифференцировки макрофагов:  
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Таблица 3. Мышиные модели для изучения сенесцентности

Название 
мышиной 

модели
Описание

Репортерная  
система/ (цвет 
сенесцентных 

клеток)

Система 
для удаления 
сенесцентных 

клеток

Индуцируемость  
системы Ссылки

p16-3MR
ВАС трансген;  
репортерная кассе­
та под регуляцией 
промотора р16INK4a

Luciferase/mRFP 
(красный,  

ex584/em607)
HSV-TK + 

+ ганцикловир
только удаление  
клеток – ганцикловир [114]

p16-Cre и 
p16-CREERt2

геномный Knock-in 
кассеты в послед­
ний экзон р16INK4a 
после СТОП-кодона

Rosa26-mTmG 
(зеленый,  

ex484/em510)
Rosa26-lsl-DTA тамоксифен  

для p16-CREERt2 [62]

р16Ink4a-
CreERT2

геномный 
Knock-in гена 
CreERT2 в первый 
экзон р16INK4a

Rosa26-CAG-
lsl-tdTomato 

(оранжевый, 
ex554/em581)

Rosa26-SA-
lsl-DTR-IRES-

tdTomato

тамоксифен;  
тамоксифен + дифте­
рийный токсин

[115]

p21-Cre

attP трансген;  
репортерная кас­
сета под регуляци­
ей минимального 
промотора р21cip1

p21-CreERT2-IRES-
GFP

Rosa26-CAG-
lsl-tdTomato 

(оранжевый, 
ex554/em581);  
или (зеленый, 
ex484/em510)

Rosa26-lsl-LUC /
Rosa26-lsl-DTA тамоксифен [48]

INK-ATTAC

трансген;  
репортерная кас­
сета под регуляци­
ей минимального 
промотора р16INK4a

FKBP–Casp8- 
IRES-EGFP  
(зеленый,  

ex488/em507)
FKBP–Casp8 только удаление  

клеток – AP20187 [29, 116]

p16-FDR

геномный Knock-in 
кассеты в послед­
ний экзон р16INK4a 
после СТОП-кодона; 
P16-P2A-FLPo-P2A-
DTR-mCherry

Rosa26 frt-STOP- 
frt-EGFP  

(зеленый,  
ex488/em507) 

или DTR-mCherry 
(красный,  

ex587/em610)

DTR-mCherry
только удаление кле­
ток – дифтерийный 
токсин

[8]

Примечание. HSV-TK – ген тимидинкиназы вируса простого герпеса; DTA – ген дифтерийного токсина А; DTR – 
ген рецептора дифтерийного токсина; FLPo  – ген оптимизированной флиппазы-рекомбиназы; mTmG  – loxP-
tdTomato-STOP-loxP-GFP; FKBP–Casp8 – ген FK506, кодирующий белок, cвязывающий каспазу 8.

(1) путем добавления мышиного M-CSF (M-CSF-
BMDM); (2)  путем добавления кондиционной 
среды от клеточной линии L929 (LCCM) (LCCM-
BMDM)  [33]. Помимо M-CSF, LCCM содержит химе­
рин  (Rarres2), фактор, ингибирующий миграцию 
макрофагов  (Mif), остеопонтин, Ccl7, Ccl2, Cxcl1, 
Cx3cl1, Ccl9, Gerem1, трансформирующий фактор 
роста β (Tgf-β)  [105]. Макрофаги, полученные эти­
ми двумя способами, различаются по ряду показа­
телей, что было описано ранее, причем как при 
стимуляции LPS, так и в неактивированном со­
стоянии. LCCM-BMDM при стимуляции LPS секре­
тируют Tnf, Il-6 и Il-12 на более низком уровне, 
по сравнению с M-CSF-BMDM, и демонстрируют 
увеличение показателей гликолиза, имеют уве­
личенную массу митохондрий с более высоким 
процентом дисфункциональных митохондрий. 
Также была продемонстрирована секреция Il-10 

в неактивированном состоянии LCCM-BMDM по 
сравнению с M-CSF-BMDM  [106]. Это важно учи­
тывать при работе с моделью сенесцентных TAM 
in vitro, поскольку увеличение экспрессии Il10 при 
воспалительных процессах в макрофагах опи­
сано как одно из изменений, связанных со  старе- 
нием [55].

Модели изучения взаимодействия TAM с 
опухолевым микроокружением in  vitro, несмо­
тря на некоторую искусственность, обладают и 
рядом очевидных преимуществ. Так, например, 
менее трудоемкое моделирование эксперимента, 
дешевизна и возможность проводить высокопро­
изводительные скрининги больших библиотек 
химических соединений с целью поиска новых 
лекарственных средств, позволяющих снижать 
негативные свойства TAM и увеличивать их про­
тивоопухолевую активность.
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В последние годы динамично развиваются 
исследования опухолевого микроокружения с по­
мощью культивирования опухолевых органоидов. 
Данный подход занимает промежуточное поло­
жение между исследованиями роли TAM in  vitro 
и in vivo, оставаясь простым и относительно деше­
вым протоколом, но при этом эффективно моде­
лирует сложные трехмерные взаимодействия TAM 
с внеклеточным матриксом и с разнообразными 
типами клеток в TME  [107]. В  связи с прогрессом, 
намечающимся в этой области, ожидается, что 
в  ближайшие годы экспериментальные протоко­
лы культивирования органоидов получат широкое 
распространение.

Изучение TAM in vivo. Эталоном в области из­
учения TAM остается использование моделей онко­
генеза на лабораторных животных, в первую оче­
редь на мышиных моделях. Усиленный успехами 
в области секвенирования на уровне одиночных 
клеток  (SCA) и данными SCA о различных сигна­
турах TAM, полученных ex vivo из биоптатов па­
циентов с онкологией, такой подход позволяет до­
биться наиболее точных результатов и расширить 
наши познания о роли макрофагов на различных 
этапах онкогенеза  [108–111]. В разделе, посвящен­
ному влиянию сенесцентных TAM на прогрессию 
опухоли, мы уже обсудили успешные примеры  
создания и использования in vivo моделей для 
изучения сенесцентных TAM  [29]. Данные по ха­
рактеристикам этих мышиных моделей и ряда 
других перспективных моделей in vivo для из­
учения сенесцентности собраны нами в табл. 3. 
Представленная таблица может помочь заинтере­
сованным исследователям с выбором наиболее под­
ходящей экспериментальной модели [8, 29, 48, 62,   
98–100, 112, 113].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Приобретение клетками опухолевого микро­
окружения, включая  ТАM, состояние сенесцент­
ности может оказывать значительное влияние на 
прогрессию опухоли и ее устойчивость к совре­
менным протоколам противоопухолевой терапии. 
Сенесцентная модальность ТАМ не вписывается 
полностью в существующие на сегодняшний день 
функциональные классификации макрофагов, 
такие как поляризация М1/М2. Экспоненциально 

увеличивающееся количество работ, посвящен­
ных анализу опухолевого микроокружения на 
уровне одиночных клеток, а также создание в 
последние годы упомянутых в нашей статье усо­
вершенствованных моделей для in  vivo изучения 
сенесцентных  TAM позволят в ближайшее время 
детально охарактеризовать данную субпопуляцию 
миелоидных клеток в опухолях и улучшить наше 
понимание роли сенесцентных TAM в онкогенезе. 
Мы надеемся, что обсуждаемый в этом обзоре про­
гресс в области методологии изучения сенесцент­
ных TAM поможет читателю более рационально 
подойти к вопросам выбора правильного подхода 
при исследовании разнообразных аспектов опу­
холевого роста. Особого внимания, как отдель­
ная популяция клеток, сенесцентные TAM заслу­
живают в связи с появлением в арсенале врачей 
нового класса лекарственных средств, сенолити­
ков, которые, изменяя соотношение сенесцент­
ных клеток в опухолевом микроокружении, огра­
ничивают их негативное воздействие и могут в 
значительной мере повысить эффективность раз­
личных методов лечения онкологических забо- 
леваний.
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TUMOR-ASSOCIATED SENESCENT MACROPHAGES,  
THEIR MARKERS AND THEIR ROLE  
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Tumor-associated macrophages (TAMs) are an important component of the tumor microenvironment 
(TME) and the most abundant population of immune cells infiltrating a tumor. TAMs can largely de­
termine the direction of the anti-tumor immune response. TAMs can promote it or, conversely, con­
tribute to the formation of an immunosuppressive TME that allows tumors to evade immune control. 
Through interactions with tumor cells or other cells in the microenvironment, and as a result of the 
action of anti-cancer therapy, macrophages can enter senescence. In this review, we have attempted to 
summarize the information available in the literature on the role of senescent macrophages in tumors.  
With the recent development of senolytic therapeutic strategies aimed at removing senescent cells from 
the organism. It seems important to discuss the functions of senescent macrophages and the potential 
role of senolytic drugs in reprogramming TAMs to enhance the anti-tumor immune response and im­
prove the efficacy of cancer treatment.
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Фактор некроза опухолей (TNF)  – один из многих цитокинов, белковых молекул, осуществляю-
щих коммуникацию между клетками иммунной системы. TNF был открыт и получил свое гром-
кое название благодаря яркому противоопухолевому эффекту в конкретной экспериментальной 
системе, однако оказалось, что его главные физиологические функции в контексте целого орга-
низма вовсе не связаны с защитой от опухолей. В этом небольшом обзоре обсуждаются резуль-
таты, полученные с помощью «рукотворных» мышиных моделей, созданных с помощью ранних 
технологий редактирования генома и позволивших установить истинные функции TNF в норме 
и при некоторых патологиях, а также перспективы совершенствования терапии TNF-зависимых 
заболеваний, которые открываются на основе этих знаний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фактор некроза опухолей, TNF, кондиционные мышиные модели, генетиче-
ский нокаут, репортерные мыши, сверхэкспрессия генов.

DOI: 10.31857/S0320972524050069 EDN: YOYRUH

Принятые сокращения: ЭСК – эмбриональные ство-
ловые клетки; LT – лимфотоксин; TNF – фактор некро-
за опухолей; UTR – нетранслируемая область.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Почти 50  лет назад Ллойд Олд и его коллеги 
сообщили об интересном эксперименте, направ-
ленном на изучение противоопухолевого действия 
бактериального эндотоксина и других веществ, 
которые позже станут известны как активаторы 
рецепторов врожденного иммунитета  [1]. Было 
обнаружено, что комбинация инфекции вакцин-
ным штаммом микобактерий БЦЖ с последующей 
инъекцией липополисахарида  (ЛПС) кишечной 

палочки приводит к появлению в сыворотке кро-
ви неизвестного «фактора» с яркой противоопухо-
левой активностью, названного фактором некро-
за опухолей или Tumor Necrosis Factor (TNF)  [2]. 
Это  открытие было воспринято как дальнейшее 
развитие идей Уильяма Коли, который еще в нача-
ле ХХ века указал на возможность использования 
живых бактерий или бактериальных лизатов для 
терапии некоторых опухолей  [3]. Последующие 
исследования показали, что TNF имеет белковую 
природу, и что он может продуцироваться клет-
ками иммунной системы в ответ на различные 
стимулы, в том числе миелоидными клетками, в 
ответ на ЛПС. Молекулярное клонирование и гете-
рологичная экспрессия генов Tnf человека и мыши 
позволили связать противоопухолевую активность  
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с действием одного-единственного белка, который 
попадал под определение «цитокина»  – быстро
растущего суперсемейства белковых медиаторов 
коммуникаций между клетками. Введение мы-
шам рекомбинантного TNF, продуцированного в 
Escherichia coli, полностью воспроизводило про-
тивоопухолевую активность природного TNF [4], 
причем при больших дозах у мышей проявлялась 
токсичность, связанная с острой воспалительной 
реакцией (в экспериментах Л. Олда токсичности 
не наблюдалось [2], вероятно, вследствие невозмож-
ности достичь таких же высоких концентраций, 
как в опытах с рекомбинантным TNF).

TNF имеет молекулярную массу 17 кДа, но для 
реализации его физиологических (в том числе про-
тивоопухолевых) функций он должен образовать 
гомотример, который является высокоаффинным 
лигандом для двух разных рецепторов: TNFR1 (p55) 
и TNFR2  (p75)  [5]. Эти рецепторы различаются 
как по типу передаваемого внутриклеточного сиг-
нала, так и по паттернам тканеспецифичной экс- 
прессии.

После молекулярного описания TNF и его ре
цепторов в 80-е гг. прошлого века довольно быстро 
были открыты другие члены больших семейств 
TNF-подобных цитокинов (большая часть которых 
являются мембраносвязанными молекулами) и 
TNFR-подобных рецепторов, которые способны 
передавать несколько типов внутриклеточных 
сигналов, что и определяет биологическую актив-
ность лигандов этого семейства [6]. Были опубли-
кованы сотни статей, описывающих активность 
TNF в различных ситуациях in vitro и in vivo, од-
нако физиологическая функция TNF в контексте 
целого организма была установлена в  90-е  гг. в 
основном благодаря двум стратегиям обратной 
генетики, одна из которых заключается в создании 
мышей с нокаутом гена Tnf, а другая  – в получе-
нии трансгенных мышей с его сверхэкспрессией. 
Кроме того, несколько интересных линий мышей 
были получены методами прямой генетики. Ниже 
будут обсуждены многочисленные мышиные мо-
дели, независимо созданные и охарактеризован-
ные в различных лабораториях, a также так назы-
ваемые «репортерные» мыши, которые являются 
дополнительными инструментами для исследова-
ния иммунобиологии и физиологии этого интерес-
ного цитокина.

МЫШИ С ПОЛНЫМ,  
ЧАСТИЧНЫМ ИЛИ РЕГУЛИРУЕМЫМ  
ГЕНЕТИЧЕСКИМ ДЕФИЦИТОМ TNF

Нокаутные технологии, появившиеся до эпохи 
геномных нуклеаз и получившие свое распростра-
нение в 80-х гг. прошлого столетия, основывались 

на таргетировании генов в линиях эмбриональ-
ных стволовых клеток  (ЭСК) мыши (для других 
животных подобные линии были созданы значи-
тельно позже). Низкая эффективность процедуры в 
мышиных ЭСК приводила к необходимости отбора 
нокаутных клонов на антибиотике (обычно на нео-
мицине), в результате чего экспрессионная кассе-
та, содержащая ген устойчивости (так называемая 
«neo-кассета»), навсегда оставалась в составе тарге-
тированного локуса и могла оказывать влияние на 
активность близлежащих генов. Примечательно, 
что с момента клонирования гена Tnf мыши до со-
здания первых нокаутных по гену Tnf мышей про-
шло целых 10 лет. Не менее четырех лабораторий 
почти одновременно и независимо создали таких 
мышей (табл. 1), но пальма первенства однознач-
но досталась лаборатории Дж. Коллиаса в Греции.  
При создании мышей с нокаутом гена  Tnf необ-
ходимо было принимать в расчет две его важных 
особенности. Во-первых, ген Tnf находится очень 
близко к родственным генам лимфотоксинов  Ltα 
и Ltβ [7], поэтому комбинированные нокауты Tnf/Lt 
невозможно получить скрещиванием мышей с 
одиночными нокаутами. Во-вторых, локус Tnf/Lt 
находится внутри главного комплекса гистосовме-
стимости (ГКГ) [7], поэтому выведение конгенных  
линий мышей c модификациями гена  Tnf и нуж-
ными аллелями генов  ГКГ весьма затруднено, и 
при конструировании нокаутных мышей следует 
обращать особенное внимание на генетическую 
основу  ЭСК и линий мышей, используемых для 
последующего возвратного скрещивания.

В статье Pasparakis et al. [8] были описаны но-
вые функции TNF, связанные с его ролью в струк-
турно-функциональной организации лимфоидной 
ткани, о чем первооткрыватели TNF и не догады-
вались. Здесь следует разъяснить, что в течение 
10 лет родственный цитокин, LTα, рассматривался 
как функциональный аналог TNF, который про-
дуцировался не миелоидными, а лимфоидными 
клетками. Этот взгляд на лимфотоксин поддержи-
вался тем фактом, что у рекомбинантного белка 
наблюдалась сходная с TNF противоопухолевая 
активность на модели перевиваемой саркомы у 
мышей, а также в культуре клеток, чувствитель-
ных к цитотоксическому действию TNF  [20]. Эти 
результаты указывали на возможную вырожден-
ность функций TNF и LTα, что делало интересным 
и практичным конструирование двойного нокаута 
обоих генов. В табл. 1 приведены некоторые линии 
мышей с такими двойными нокаутами. Отметим, 
что ранее реальную сенсацию принес фенотип но-
каута по гену лимфотоксина [21] – у мышей полно-
стью отсутствовали периферические лимфоидные 
органы, кроме селезенки. Дальнейшее сравнение 
фенотипов нокаутных мышей позволило разгра-
ничить функции TNF и лимфотоксина, например,  
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Таблица 1. Мышиные модели с дефицитом TNF

Генотип Tnf/Lt локуса Описание Ссылки

Мыши с полным генетическим нокаутом TNF, полученные методами обратной генетики

Tnf–/– полный нокаут, созданный таргетированием в ЭСК линии EK.CCE  
из мышей линии 129/Sv, с одним возвратным скрещиванием на C57BL/6 [8]

Tnf–/– полный нокаут, созданный таргетированием в ЭСК линии W9.5  
из мышей линии 129/Sv, с одним возвратным скрещиванием на C57BL/6 [9]

Tnf–/–
полный нокаут, созданный таргетированием в ЭСК из гибрида первого 
поколения линий мышей C57BL/6 и CBA, с отбором нокаута гена Tnf 
в гаплотипе C57BL/6 и 5 раундами возвратного скрещивания на C57BL/6

[10, 11]

Tnf–/– полный нокаут, созданный таргетированием в ЭСК линии BL/6-III  
на генетической основе C57BL/6 [12]

Tnf–/–

получен из линии мышей, созданной для кондиционного таргетиро
вания TNF на генетической основе 129/Sv, с многократным возвратным 
скрещиванием на C57BL/6;
таргетированный локус не содержит neo-кассеты

[13, 14]

Мышиные модели с комбинированным нокаутом TNF/LT

Tnf–/–Lta–/–

(TNF/LTα double KO)
полный нокаут генов Lta и Tnf, созданный таргетированием в ЭСК 
линии s BL/6-III на генетической основе C57BL/6 [12]

Tnf–/–Lta–/–

(TNF/LTα double KO)
полный нокаут генов Lta и Tnf, созданный таргетированием в ЭСК 
из мышей линии 129/Sv, с одним возвратным скрещиванием на C57BL/6 [15]

Tnf–/–Lta–/–

(TNF/LTα double KO)
полный нокаут генов Lta и Tnf, созданный таргетированием в ЭСК 
из мышей линии 129/Sv, с одним возвратным скрещиванием на C57BL/6 [16]

Tnf–/–Ltb–/–

(TNF/LTβ double KO)
полный нокаут генов Ltb и Tnf, созданный таргетированием в ЭСК 
из мышей линии 129/Sv, с многократным возвратным скрещиванием 
на C57BL/6

[17]

Tnf–/–-Lta–/–Ltb–/–

(TNF/LTα/LTβ triple KO)
полный нокаут генов Lta, Tnf и Ltb, созданный таргетированием в ЭСК 
из мышей линии 129/Sv, с многократным возвратным скрещиванием 
на C57BL/6

[18]

Гипоморфный аллель гена Tnf, найденный при помощи прямой генетики

Tnf PanR1/PanR1,
Tnf PanR1/+

в эксперименте по случайному мутагенезу с N-этил-N-нитрозо-
мочевиной найден доминантно-негативный мутант с аминокислотной 
заменой P138T в зрелом белке TNF;
мутация препятствует связыванию с рецептором TNFR1

[19]

Базовая «платформа» для получения кондиционных делеций гена Tnf в мышах

Tnf flox/flox

при помощи генетического нокаута в ЭСК из мышей линии 129/Sv,  
с многократным возвратным скрещиванием на C57BL/6, ген Tnf  
обрамлен сайтами LoxP («флоксирован»);
модификация не влияет на активность гена, но обеспечивает  
в последующем его удаление рекомбиназой Cre в определенных  
типах клеток и/или индуцируемо

[14]

как было показано в случае органогенеза Пей-
еровых бляшек [22], что объясняется передачей 
сигнала от мембранного лимфотоксинового ком-
плекса LTα1/LTβ2  [23] через LTβR [24], а небольшой 
перекрест функций связан с тем, что раствори-
мый лимфотоксин  (LTα3) действительно способен 

запускать сигнальный каскад in  vivo через  TNFR1 
и TNFR2 [17].

Развитая в начале 1990-х гг. технология конди-
ционной (тканеспецифичной или индуцируемой) 
генетической рекомбинации в культуре клеток 
млекопитающих [25] и затем в клетках трансген-
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ных  [26, 27] и нокаутных  [28–30] мышей, осно-
ванная на системе рекомбинации LoxP/Cre бакте-
риофага  P1, совершила подлинную революцию в 
биологии. Стало возможным, во-первых, обойти 
проблему эмбриональной летальности, которая 
характерна для большого числа генов, даже для 
тех, для которых невырожденная функция в эм-
бриогенезе не была известна, а во-вторых,  – свя-
зать отдельные функции генов и их продуктов 
с конкретным типом клеток-продуцентов. Эта 
стратегия оказалась особенно плодотворной для 
исследования генов, продукты которых проявляют 
плейотропные функции, что характерно для цито-
кинов и других регуляторных молекул.

Разработка кондиционной панели линий мы-
шей для гена Tnf началась почти 20 лет назад [14], 
сначала для главных популяций иммуноцитов: 
миелоидных клеток и лимфоцитов. С  помощью 
этих мышиных моделей было установлено, что 
конкретные гомеостатические или патогенные 
функции TNF связаны с определенным типом кле-
ток-продуцентов этого цитокина. Так, миелоидные 
клетки (в первую очередь макрофаги и нейтрофи-
лы) необходимы для защиты от внутриклеточных 
инфекций и образования гранулем, но при этом 
оказались основными источниками системного 
TNF при различных патологических состояниях, 
например, при ЛПС-индуцированной токсично-
сти [14]. С другой стороны, TNF, продуцируемый 
Т- и В-лимфоцитами, проявляет важные гомео-
статические функции, в том числе в организации 
лимфоидной ткани  [31]. Позднее были созданы 
мыши с конститутивной или индуцируемой деле-
цией гена  Tnf в дендритных клетках, моноцитах, 
лимфоцитах  [32–34], базофилах, микроглии, туч-
ных клетках [35], клетках эпителия [36, 37], клет-
ках гладких мышц [38, 39] и других. Интересно, что 
во всех случаях были найдены уникальные фено-
типические особенности, связанные с продукцией 
TNF конкретным клеточным источником.

МЫШИНЫЕ МОДЕЛИ,  
ОСНОВАННЫЕ НА СВЕРХЭКСПРЕССИИ  

И/ИЛИ «ГУМАНИЗАЦИИ» TNF

Первая и наиболее известная трансгенная 
мышиная система, использующая механизм пост-
транскрипционной регуляции гена  Tnf  [40], под-
твердившая гипотезу о связи сверхэкспрессии 
TNF c развитием артрита [41] и ставшая широко 
распространенной доклинической моделью для 
исследования блокаторов  TNF, была создана в ла-
боратории Kollias  [42] в 1991 г. Эта модель явилась 
важным дополнением к клиническим результатам 
Maini  et al.  [43] и Feldmann  et al.  [44] и позволила 
обосновать анти-TNF-терапию как инновацион-

ную стратегию лечения ревматоидного артрита. 
В  первоначальной работе команды Kollias  [42] 
число трансгенных вставок у мышей составляло 
несколько десятков, что приводило к проявлению 
TNF-зависимого полиартрита у всех мышей в воз-
расте нескольких месяцев. Поэтому к недостаткам 
этой модели можно отнести раннее развитие толь-
ко одного вида TNF-зависимого заболевания, что 
не позволяло моделировать другие аутоиммунные 
болезни. Позднее, используя ту же генетическую 
конструкцию, были созданы трансгенные мыши 
с небольшим числом трансгенных вставок, что 
позволило «ослабить» патогенный фенотип и рас-
ширить спектр применений этой доклинической 
модели [45] (табл. 2).

Отметим, что в работах Keffer  et al.  [42] и 
Hayward  et al.  [45] ген  Tnf человека был подвер-
жен сверхэкспрессии, при этом ген  Tnf мыши не 
удалялся и мог экспрессироваться, а оба рецептора 
TNF оставались мышиными. По сути, это были ча-
стично «гуманизованные» доклинические модели, 
позволяющие при лечении экспериментальных 
TNF-опосредованных патологий использовать бло-
каторы TNF человека, большинство из которых (за 
исключением этанерцепта) являются видоспеци-
фичными и не работают в системе с TNF мыши. 
Более продвинутой моделью «гуманизации» стали 
мыши, в которых ген  Tnf человека был вставлен 
точно на место гена  Tnf мыши (генетический 
«нок-ин»), с сохранением всех регуляторных эле-
ментов [50]. У  этих мышей не наблюдалось ника-
ких аномалий в развитии или микроархитектуре 
лимфоидной ткани, при этом TNF человека обеспе-
чивал защитные функции при внутриклеточных 
инфекциях, что указывало на то, что сигналинг 
in vivo через рецептор TNFR1 мыши осуществлялся 
нормально. С другой стороны, TNF человека не спо-
собен эффективно активировать TNFR2 мыши [51], 
что являлось недостатком этой модели гуманиза-
ции. Для целого ряда экспериментальных пато-
логий (артрит, острая гепатотоксичность и другие) 
такое ограничение модели не является проблемой, 
поскольку большинство биологических эффектов 
TNF опосредованы TNFR1. Тем не менее в ряде слу-
чаев TNFR2 может играть существенную роль, 
поэтому для устранения данного ограничения и 
уточнения роли TNFR2 были разработаны мыши 
с «гуманизацией» как  TNF, так и внеклеточного 
домена TNFR2 с возможностью кондиционной ин-
активации TNFR2 [52]. С использованием трансген-
ных мышей, экспрессирующих рекомбиназу  Cre 
одновременно с  FoxP3, было показано, что пере-
дача сигнала через TNFR2 в Т-регуляторных клет-
ках вносит вклад в защиту центральной нервной 
системы в модели аутоиммунной патологии [52]. 
Еще одна интересная линия содержала модифици-
рованный ген  Tnf, продукт которого имел амино-
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Таблица 2. Мыши со сверхэкспрессией TNF

Название  
мышиной модели Описание Ссылки

Tgl278

трансгенная линия с геном Tnf человека под контролем сильного 
промотора, с модификацией 3′-нетранслируемой области (UTR), 
что приводило к высокой экспрессии TNF человека и вызывала  
у мышей тяжелый полиартрит;
доклиническая модель для изучения эффектов блокаторов TNF in vivo

[42]

B6.Cg-Tg(TNF)#Xen то же, но с умеренной экспрессией TNF человека;
улучшенная доклиническая модель [45]

BPSM1

линия со спонтанной вставкой ретротранспозона в 3′-UTR Tnf мыши, 
нарушающей ранее неизвестный механизм посттранскрипционной 
регуляции;
сверхэкспрессия TNF в этой линии мышей приводит не только  
к тяжелому полиартриту, но и к патологии сердечных клапанов

[46]

TNFdel4, TNFdel5, 
TNFdel6 и их  

комбинации

панель линий мышей с нарушением трех участков в 3′-UTR гена Tnf  
мыши, регулирующих стабильность мРНК;
показано, что нарушение этой системы может приводить к экстремально 
высокой продукции TNF, вызывающей гибель некоторых эмбрионов

[47]

TNFΔARE

мыши с удалением АТ-богатой области в 3′-UTR гена Tnf мыши  
при помощи технологии LoxP/Cre;
фенотипически похожи на линии Tgl278 и BPSM1, но, помимо артрита, 
развивают воспаление в подвздошной кишке тонкого кишечника

[48]

Трансгенные 
мыши с полным 

Tnf/ltα/ltβ-локусом 
человека

все три гена находятся под контролем собственных  
промоторов/энхансеров;
наблюдалась умеренная сверхэкспрессия генов локуса  
Tnf/Ltα/Ltβ человека;
у мышей происходила кортикальная атрофия тимуса

[49]

кислотные вариации, в результате чего практи-
чески не образовывалось растворимого TNF  [53]. 
Эксперименты с этой линией мышей позволили 
впервые установить, что многие in  vivo функции 
TNF опосредованы мембраносвязанной, а не рас-
творимой формой.

Описано несколько мышиных моделей со 
сверхэкспрессией эндогенного TNF мыши вслед-
ствие нарушения участков 3′-UTR гена  Tnf, отве-
чающих за стабильность мРНК (табл. 2). У мышей 
линии BPSM1 в 3′-UTR произошла спонтанная ин-
теграция ретротранспозона  [46], вследствие чего 
развивается тяжелый полиартрит, а также пато-
логия сердечных клапанов. В  панели линий мы-
шей с комбинаторным повреждением нескольких 
участков 3′-UTR, участвующих в контроле стабиль-
ности мРНК, наблюдается не только полиартрит и 
патологии сердца, но в некоторых случаях и эм-
бриональная летальность вследствие чрезвычай-
но высокой продукции TNF  [47]. Все эти участки 
затронуты Cre/LoxP-опосредованной делецией и в 
линии TNFΔARE, созданной в лаборатории Kollias [48] 
25 лет назад, поэтому с точки зрения артрита эта 
модель эквивалентна линии BPSM1 и напоминает 
линию  Tgl278, но с более выраженными призна-
ками системного воспаления.

Учитывая сложность регуляции генов, кодиру-
ющих TNF и лимфотоксины, детальное выяснение 
механизма ускоренной атрофии тимуса у мышей, 
содержащих в виде трансгенной вставки целый 
локус Tnf/Lt человека (табл. 2), может потребовать 
дополнительных исследований [49].

«РЕПОРТЕРНЫЕ» МЫШИ –  
ВАЖНЫЙ ИНСТРУМЕНТ  

ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ФУНКЦИЙ TNF

Использование генетических конструкций, 
кодирующих различные люминесцентные или 
флуоресцентные белки, существенно расширило 
возможности детекции и визуализации активно-
сти генов in vitro и in vivo  [54]. Трансгенные мыши, 
у которых экспрессия изучаемого белка сопро-
вождается экспрессией белка-репортера, стали 
широко распространенным инструментом для 
подобных исследований  [55]. В  большинстве слу-
чаев при трансгенезе используются бицистронные 
конструкции, направляющие конститутивную или 
кондиционную экспрессию изучаемого белка и 
флуоресцентного белка-репортера. Однако возмож-
ны и более сложные конструкции, позволяющие 
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Таблица 3. Репортерные мыши для визуализации экспрессии TNF

Генетическое название  
мышиной модели Описание Ссылки

TNF-2A-Kat (B6.FRFPK +) бицистронная экспрессия TNF и флуоресцентного белка Katushka 
с использованием последовательности вирусного 2А-пептида [58, 59]

hTNF.LucBAC рекомбинация клона TNF BAC человека, которая привела  
к замене экзона 1 гена Tnf геном люциферазы [60]

FVB/N-Tg(CAG-EGFP,-Tnf)1Kul/J
геном мышей с «флоксированной» кассетой eGFP, которая  
предотвращает транскрипцию кДНК Tnf мыши;
TNF экспрессируется только после Cre-опосредованной  
рекомбинации

[61]

следить за клетками определенного ростка клеточ-
ной дифференцировки, причем в ходе дифферен-
цировки свечение одного флуоресцентного белка 
переключается на свечение другого [56].

Известно несколько вариантов репортерных 
мышей для исследований TNF (табл. 3). В качестве 
репортерного белка использовали люциферазу, зе-
леный флуоресцентный белок  GFP и дальнекрас-
ный белок Katushka  [57]. Возможность детекции 
репортерных белков используется не только для 
цитометрии и гистологической идентификации 
TNF-продуцирующих клеток, но и для прижизнен-
ной визуализации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

TNF оказался удивительно сложным цито-
кином со множеством функций как в гомеостазе 
иммунной системы и некоторых неиммунных ор-
ганов, так и при различных патологиях. Мышиные 
модели позволили связать как защитные и гомео-
статические функции  TNF, так и его провоспали-
тельные эффекты, способствующие развитию неко-
торых патологий, с конкретными типами клеток, 
продуцирующих TNF. Один вывод, который можно 
сделать из большого числа работ, обсуждаемых в 
этом обзоре, состоит в том, что системная блоки-
ровка TNF in vivo неизбежно будет давать побочные 
эффекты за счет нейтрализации гомеостатических 
и защитных функций TNF. Следовательно, если на-
учиться нейтрализовать TNF только из «патоген- 

ного» клеточного источника  [62], то могут быть 
реализованы улучшенные терапевтические стра-
тегии для целого ряда TNF-зависимых заболеваний.

Вклад авторов. САН – концепция; САН, ИВА и 
ДВК – написание текста; ААК, АВТ и МСД – редак-
тирование текста и внесение важных дополнений. 
Все авторы участвовали в создании или исследова-
нии линий мышей, обсуждаемых в обзоре.
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Tumor necrosis factor (TNF) is one of many cytokines – protein molecules responsible for communica-
tion between cells of the immune system. TNF was discovered and given its grand name because of its 
striking antitumor effect in an experimental system, but its main physiological functions in the context 
of the whole organism turned out to be completely unrelated to tumor protection. This short review 
discusses “man-made” mouse models generated by early genome-editing technologies, which enabled 
us to establish the true functions of TNF in health and some diseases as well as to unravel potential 
strategies for improving the therapy of TNF-dependent diseases.
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Антигенная картография  – это подход, позволяющий визуализировать антигенные различия 
вариантов вируса на основании титров вирус-нейтрализации сывороток. Этот подход с успехом 
используется при выборе штамма вакцины вируса гриппа. С появлением вариантов SARS-CoV-2, 
ускользающих от вакцино-индуцированного антительного ответа, возникла необходимость изме-
нения и вакцин против COVID-19. В данном обзоре представлена информация об антигенных 
различиях вариантов SARS-CoV-2, полученная методом антигенной картографии. Кроме того, опи-
саны возможности методов, основанных на антигенном картировании, а именно: построение 
антительных ландшафтов и графиков увеличения широты нейтрализации для количественной 
оценки широты антительного ответа. Понимание антигенных различий вариантов SARS-CoV-2 
и  возможностей сформированного гуморального иммунитета способствует своевременному об-
новлению профилактических вакцин против COVID-19.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: антигенные карты, SARS-CoV-2, COVID-19, широта вирус-нейтрализации.
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Принятые сокращения: АЕ  – антигенная единица; 
WT – дикий тип.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

С начала пандемии COVID-19 появилось бо-
лее 40  вариантов SARS-CoV-2, из которых более 
10 относятся к семейству Omicron (https://www. 
who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants, https://
covariants.org/, 09.01.2024). Варианты SARS-CoV-2  
отличаются друг от друга по контагиозности, 
характеру вызываемой инфекции, а также по 
некоторым другим эпидемиологическим характе-
ристикам  [1–3]. Существуют различные способы 
классификации вирусных вариантов. Наиболее 
очевидный  – это построение на основе данных 
секвенирования филогенетических деревьев ви-
русных вариантов и изолятов  [4]. Такие деревья 
указывают на эволюцию вирусных вариантов и 
пути их распространения, однако в отношении 

антигенности такая классификация даёт только 
косвенную информацию [5]. Очевидно, что не все 
мутации являются одинаково важными. Наиболь-
ший интерес представляют те из них, которые 
наблюдаются в поверхностном шиповидном белке 
(Spike, S) и расположены в тех доменах, которые 
принимают непосредственное участие во взаимо-
действии с рецепторами или в слиянии вируса с 
клеткой хозяина. Наиболее важными мутациями 
являются те, которые приводят к ускользанию ви-
руса от нейтрализующих антител, сформирован-
ных после вакцинации или предыдущих инфек-
ций. Именно эти мутации формируют антигенный 
портрет вирусного варианта.

Количественное определение антигенных от-
личий представляет определённые трудности. Оче-
видно, что мерой антигенных отличий не может 
быть арифметическая сумма мутаций. Одни из них 
являются более иммуногенными, а другие – менее. 
Одни мутации происходят в функционально важ-
ных участках антигенов, другие  – вдали от  них.  

https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants
https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants
https://covariants.org/
https://covariants.org/


АСТАХОВА и др.844

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

Решение этой задачи возможно с помощью метода 
антигенного картирования вируса. Этот подход 
впервые был использован при изучении вируса 
гриппа  [6], а теперь всё более широко применя-
ется для контроля над появлением новых вари-
антов SARS-CoV-2 и для оценки их антигенности. 
Ниже мы приводим обзор литературных данных 
по антигенным свойствам SARS-CoV-2, получен-
ным с помощью антигенных карт.

ЭТАПЫ ПОСТРОЕНИЯ АНТИГЕННЫХ КАРТ

Определение антигенных характеристик ви-
руса с помощью антигенных карт начинается с 
постановки серологических тестов  [7]. Если для 
вируса гриппа обычно используется тест ингиби-
рования гемагглютинации (HI), то для SARS-CoV-2 
золотым стандартом является тест вирус-нейтра-
лизации с «живым» вирусом (cVNT, conventional 
virus-neutralization test). Часто, ввиду повышенных 
требований к безопасности для работы с «живым» 
вирусом, cVNT заменяют тестом с вирусоподобны
ми частицами, псевдотипированными S-белком 
коронавируса (pVNT, pseudovirus-based virus-neu
tralization test). Неоднократно был показан высокий 
уровень корреляции между результатами cVNT и 
pVNT  [7–10]. Эти тесты предоставляют обширный 
набор многомерных данных, которые вследствие 
своей массивности трудно интерпретировать.

Ранее биология уже сталкивалась с подобными 
многомерными задачами, например при интерпре-
тации данных, полученных методами транскрип-
томики или многоцветной проточной цитоме-
трии  [11–13]. Для снижения размерности данных 
были разработаны алгоритмы t-SNE (t-Stochastic 
Neighbourhood Embedding) и UMAP (Uniform 
Manifold Approximation and Projection) [14, 15]. Эти 
алгоритмы позволяют представить многомерные 
данные на двумерной плоскости. Преимуществом 
этих алгоритмов является сохранение соседства 
между точками в ущерб учёту расстояний между 
ними в многомерном пространстве. Для построе-
ния антигенных карт используют метод, основан-
ный на принципе многомерного масштабирования 
(Multidimensional Scaling, MDS) [16], который по сво-
им алгоритмам близок к традиционному методу 
главных компонент (Principal Component Analysis, 
PCA). Преимущество MDS заключается в том, что 
расстояние между точками, визуализированными 
на плоскости, максимально соответствует расстоя-
нию между ними в многомерном пространстве.

Построение антигенных карт начинается с 
создания таблиц, где в столбцах будут указаны 
сыворотки, в строках  – варианты вируса, а на 
пересечении  – титры нейтрализации. На следую-
щем этапе происходит преобразование титров 

нейтрализации в антигенные дистанции (https://
acorg.github.io/Racmacs/articles/intro-to-antigenic-
cartography.html, 4.09.2023). Чем выше титр нейтра-
лизации сыворотки по отношению к антигену, тем 
меньше будет антигенная дистанция между ними. 
Далее применяется метод MDS, и данные визуали-
зируются на плоскости.

На антигенных картах отображаются как ан-
тигены (варианты вируса), так и сыворотки. Рас-
стояние между сывороткой и антигеном напрямую 
зависит от антигенной дистанции. Близкие по 
антигенным свойствам варианты располагаются 
рядом друг с другом, образуя кластер. Например, 
дикий тип (WT) коронавируса сокластеризуется с 
вариантами Alpha, Beta, Gamma [17], но, как прави-
ло, далеко отстоит от вариантов Omicron (рис. 1).

Антигенная эволюция вируса отличается от 
генетической, так как различные мутации вно-
сят неравноценный вклад в изменение антиген-
ных характеристик вируса. Например, мутация 
E484K/Q является наиболее значимой для анти-
генных отличий вариантов Beta, Gamma, Kappa 
и Mu относительно WT, а мутация L452R/Q явля-
ется определяющей для вариантов Delta, Epsilon и 
Lambda, хотя в перечисленных вариантах присут-
ствуют и другие мутации [18, 19].

Значимое изменение антигенных свойств но-
вого варианта вируса приводит к тому, что анти-
тела, нейтрализующие предыдущий вариант, ока-
зываются неспособными к нейтрализации нового 
варианта. В таком случае, во-первых, на антиген-
ной карте новый вариант будет отстоять на боль-
шое расстояние от предыдущих. Во-вторых, будут 
отсутствовать сыворотки, расположенные на кар-
те между изучаемыми вариантами.

Рис. 1. Пример антигенной карты SARS-CoV-2, адап-
тировано из работы Mykytyn et  al.  [18]. Кругами по-
казано расположение отдельных антигенов, квадра-
тами  – расположение индивидуальных сывороток, 
пунктирной линией выделены варианты, имеющие 
общие указанные замены; АЕ – антигенная единица

https://acorg.github.io/Racmacs/articles/intro-to-antigenic-cartography.html
https://acorg.github.io/Racmacs/articles/intro-to-antigenic-cartography.html
https://acorg.github.io/Racmacs/articles/intro-to-antigenic-cartography.html
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ПРЕДЫДУЩИЙ ОПЫТ  
ИММУННОЙ СИСТЕМЫ ВЛИЯЕТ  

НА ПОЛОЖЕНИЕ ВИРУСНОГО ВАРИАНТА  
НА АНТИГЕННОЙ КАРТЕ

На первый взгляд может показаться, что рас-
положение вирусных вариантов на антигенной 
карте зависит исключительно от количества и 
качества аминокислотных замен. Однако это не 
совсем верно. Предыдущий опыт иммунной си-
стемы, приобретённый в процессе перенесённой 
инфекции SARS-CoV-2 или вакцинации, может 
существенно изменять степень нейтрализации 
вирусных вариантов и, следовательно, влиять на 
вид антигенных карт. Действительно, сыворотки 
от инфицированных лабораторных животных 
или переболевших людей, от вакцинированных 
добровольцев, а также лиц, обладающих гибрид-
ным иммунитетом, в итоге дают отличающиеся 
антигенные карты  [20–22]. Таким образом, поло-
жение вирусного варианта на антигенной карте, 
а, следовательно, и расстояние между вариантами 
зависит не только от строения или состава их им-
мунодоминантных эпитопов, но также от источ-
ника сывороток, который был использован для 
построения карты.

КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ОЦЕНКА  
АНТИГЕННЫХ РАССТОЯНИЙ  

МЕЖДУ ВАРИАНТАМИ ВИРУСА

Антигенные карты широко используют для 
принятия решения о смене штамма вакцины 
против вируса гриппа. Derek Smith et al. [6], ретро-
спективно анализируя эволюцию вируса гриппа с 
1968 по 2003 год, показали, что вакцинные штам-
мы меняли, когда новый вариант был удалён на 
2 и более антигенные единицы (АЕ) от преды-
дущего вакцинного штамма. Так был определён 
критерий «достаточности» антигенных различий 
вируса для обновления вакцинного штамма. Для 
SARS-CoV-2 этот критерий пока чётко не опре-
делён. Однако после построения первых карт с 
Omicron ВА.1 было замечено, что на антигенной 
карте SARS-CoV-2 он расположен «как одинокий 
остров посреди океана» (https://spectrum.ieee.org/
omicron-covid-variant#toggle-gdpr, 4.09.2023), то есть 
он достаточно далёк от предомикронных вариан-
тов. Это наблюдение стало хорошим объяснением 
распространения «прорывных» инфекций среди 
вакцинированных доноров и поставило вопрос о 
необходимости смены вакцинного штамма.

Сейчас уже нет сомнений в том, что между WT 
коронавируса и вариантами семейства Omicron 
существуют значительные антигенные различия, 
которые составляют от 3 до 9  АЕ в зависимости 

от варианта [18, 20–25], где одна АЕ соответствует 
двукратному разведению сыворотки. Наиболее 
удалены от D614G варианты BQ.1.1, BM.1.1.1 и 
XBB.1, XBB.2, BN.1.3.1  [22, 25]. Расстояние между 
этими вариантами и D614G составляет более 6 АЕ. 
Варианты семейства Omicron антигенно далеки не 
только от предомикронных вариантов, но и друг 
от друга [22, 25, 26]. Например, на антигенной кар-
те Omicron XBB.1 и BM.1.1.1 удалены друг от друга 
на расстояние около 6 АЕ [25].

К сожалению, точное определение антиген-
ных расстояний  – не совсем однозначная про-
цедура. Антигенные расстояния между одними и 
теми же вариантами, но определённые в различ-
ных исследованиях, могут отличаться между собой 
(таблица). Вероятно, это связано с тем, как были 
получены соответствующие сыворотки. Более точ-
ная количественная оценка антигенных отличий 
может быть достигнута путём стандартизации 
условий сбора и тестирования сывороток.

ПРИМЕНЕНИЕ АНТИГЕННЫХ КАРТ ДЛЯ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ВАКЦИННОГО ШТАММА

После того как обнаруживается, что новый 
вариант вируса антигенно далёк от предыдуще-
го, встаёт вопрос о том, на основе какого имен
но варианта необходимо делать следующую вак-
цину [28]. Для этого строят «базовую» антигенную 
карту. Лабораторных животных, чаще всего сирий-
ских хомяков или мышей, инфицируют потен-
циальным вакцинным штаммом и определяют, 
насколько образующиеся сыворотки перекрестно 
нейтрализуют интересующие варианты.

В работе Amanat et al.  [17] было показано, что 
сыворотки мышей, инфицированных вариантом 
Gamma, нейтрализовали также WT и Beta (на анти-
генной карте эти сыворотки расположены между 
антигенами WT, Beta и Gamma). В то же время 
сыворотки мышей, инфицированных вариантом 
Beta, не нейтрализовали WT и Gamma.

Фокус текущих исследований направлен на 
определение подходящего вакцинного штамма 
SARS-CoV-2 из семейства Omicron. В работе Xia 
et al.  [29] сыворотки мышей K18-hACE2, инфициро-
ванных ВА.1, в наибольшей степени нейтрализова-
ли ВА.1, но при этом также показывали широкую 
кросс-реактивность против BA.2 и BA.2.12.1. Сыво-
ротки мышей, инфицированных ВА.5, нейтрали-
зовали варианты BA.2, BA.2.12.1 и в меньшей сте-
пени BA.4.6 и BA.5 и располагались на антигенной 
карте преимущественно в окрестности BA.2.12.1, 
при этом отстояли от ВА.5 на 1 и более АЕ. В дру-
гой работе было показано, что сыворотки хомя-
ков, инфицированных ВА.5, нейтрализовали ВА.2 
и BQ.1.1 и в меньшей степени  – вариант ВМ.1.1.1. 

https://spectrum.ieee.org/omicron-covid-variant#toggle-gdpr
https://spectrum.ieee.org/omicron-covid-variant#toggle-gdpr
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Антигенные расстояния между штаммом D614G и вариантами SARS-CoV-2

№ Источник сывороток
Расстояние между D614G и вариантом

Ссылка
Alpha Beta Delta BA.1 BA.2 BA.4/5

1 Сирийские хомяки, через 14 дней  
после двойного и/н1 введения вируса 0,8 1,1 0,7 4,4 3,7 4,8 [22]

2 Сирийские хомяки, через 26 дней  
после в/м2 введения вируса 0,8 1,3 1,7 4,7 4,0 н/т4 [18]

3 Сирийские хомяки, через 26 дней  
после в/м введения вируса 1,4 0,6 1,5 6,2 5,6 5,0 (BA.5) [25]

4
Доноры, переболевшие подтверждённым 
вариантом SARS-CoV-2 или предполагаемым  
штаммом D614G

0,9 2,0 1,2 4,7 4,0 н/т [21]

5 Доноры, вакцинированные mRNA-1273, 
BNT162b или ChAdOx-S1 0,4 2,2 1,7 5,9 н/т н/т [21]

6 Переболевшие доноры, вакцинированные 
mRNA-1273 или BNT162b 0,6 3,7 1,4 7,0 6,3 5,8 [20]

7 Переболевшие или вакцинированные 
(mRNA-1273) доноры 0,5 3,8 2,2 5,6 5,3 6,7 [19]

8
Переболевшие или вакцинированные 
(mRNA-1273 ×23, BNT162b ×2, AZD1222 ×2  
или AZD1222/BNT162b) доноры

0,8 2,1 1,5 5,5 3,3 4,2 (BA.5) [27]

1 Интраназальное.
2 Внутримышечное.
3 Двукратная гомологичная вакцинация.
4 Не тестировано.

Ни один из образцов сыворотки не нейтрализовал 
XBB.1 [25]. Несмотря на антигенное сходство ВА.5 и 
BQ.1.1, авторы сомневаются в том, что включение 
ВА.5 в состав бивалентной вакцины приведёт к до-
статочному уровню перекрестного ответа против 
BQ.1.1 ввиду того, что эти два варианта не класте-
ризуются друг с другом (расстояние между ними 
более 3 АЕ).

Работы Kurhade et al., Hoffmann et al. и Roessler 
et al. [30–32] подтверждают, что иммунизация лю-
дей с помощью бивалентной вакцины на основе 
ВА.5 не индуцирует значимый уровень нейтрали-
зации вариантов BA.2.75.2, BQ.1.1, XBB.1.

На данный момент вариантами SARS-CoV-2, 
представляющими интерес, являются XBB.1.5, 
XBB.1.16, BA.2.86 и некоторые другие (https://www.
who.int/ru/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants, 
09.01.2024). В ряде работ было показано относи-
тельно близкое расположение вариантов BA.2.86 
и XBB.1.5 (расстояние приблизительно 0,5–4  АЕ 
в зависимости от источника сывороток)  [33–35]. 
Сывороточные антитела, выработанные против 
XBB.1.5, обладают перекрестной реактивностью 
против BA.2.86, что говорит в пользу включения 
XBB.1.5 в состав обновлённой вакцины.

СРАВНЕНИЕ «БАЗОВЫХ»  
АНТИГЕННЫХ КАРТ С КАРТАМИ  

ОТ ВАКЦИНИРОВАННЫХ ДОНОРОВ

Принимая «базовые» карты в качестве золо-
того стандарта для определения антигенности 
вируса, мы предполагаем, что антительный ответ 
людей и лабораторных животных формируется 
схожим образом, хотя это не совсем так. «Базо-
вые» антигенные карты можно также построить 
с использованием сывороток доноров, впервые 
переболевших известным вариантом SARS-CoV-2. 
Однако такие сыворотки будет получать всё 
труднее ввиду всё большего распространения 
гибридного иммунитета в популяции. Именно 
поэтому важно строить антигенные карты на 
данных от вакцинированных доноров и доно-
ров с гибридным иммунитетом и сравнивать их  
с «базовыми».

В одной из работ «предомикронного» перио-
да при сравнении антигенных карт от доноров, 
переболевших D614G или одним из вариантов 
SARS-CoV-2, включающих мутацию L452R, с карта-
ми вакцинированных mRNA-1273 были найдены 
некоторые различия [36]. Так, на карте вакциниро-

https://www.who.int/ru/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants
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ванных расстояние между D614G и AY.1 (семейство 
Delta) было больше, чем на карте переболевших. 
Варианты D614G и Beta, наоборот, находились 
ближе друг к другу. Кроме того, на карте вакци-
нированных варианты Beta и AY.1 находились на 
расстоянии около 1  АЕ, в то время как на карте 
переболевших они находились на расстоянии бо-
лее 4 АЕ друг от друга. Общий тренд, который был 
обнаружен авторами, заключался в том, что изучае-
мые варианты – D614G, Alpha, Beta, Kappa, Lambda, 
Delta и другие  – на карте переболевших доноров 
были расположены дальше друг от друга, чем на 
карте вакцинированных. Это же наблюдение было 
сделано в более поздней работе, в которую вошли 
переболевшие доноры, в том числе вариантами 
Omicron BA.1 и BA.2, а также получившие вакцины 
mRNA-1273, BNT162b2 или AZD1222  [21]. На карте 
вакцинированных варианты D614G, Alpha, Gamma 
располагались практически на одном месте и фор-
мировали кластер. На карте переболевших между 
этими вариантами было расстояние около 1 АЕ. 
Другое отличие было связано с расположением 
сывороток на картах. На карте вакцинированных 
сыворотки располагались только в районе клас-
тера D614G-Alpha-Gamma. На карте переболевших 
сыворотки располагались ближе к тому варианту, 
которым переболел донор.

Исследование Van der Straten et  al.  [21] также 
позволило выявить отличия в позиционирова-
нии сывороток от доноров, вакцинированных 
разными вакцинами. Мы обратили внимание на 
то, что сыворотки, расположенные возле класте-
ра D614G–Alpha–Gamma, но ближе к Omicron ВА.1, 
были преимущественно от доноров, получивших 
вакцину mRNA-1273. Сыворотки от вакцинирован-
ных BNT162b2 или AZD1222 располагались возле 
кластера D614G–Alpha–Gamma и в стороне, про-
тивоположной от ВА.1.

АНТИГЕННЫЕ КАРТЫ ДЛЯ ОЦЕНКИ  
ФОРМИРОВАНИЯ ПЕРЕКРЕСТНЫХ АНТИТЕЛ  

ПОСЛЕ БУСТЕРНОЙ ВАКЦИНАЦИИ

Сравнение антигенных карт до и после вакци-
нации позволяет следить за процессом формирова-
ния перекрестных антител. Бустерная вакцинация 
приводит к изменению антигенных расстояний 
между вариантами  [20, 24, 37]. Так как антиген, 
против которого тестируются сыворотки, остаётся 
тем же самым, увеличение или уменьшение анти-
генных расстояний между вариантами связано с 
изменением состава нейтрализующих антител в 
сыворотках. Уменьшение расстояния между двумя 
антигенами может означать, что в сыворотке ста-
ло больше антител, которые связываются с обоими 
антигенами [38].

В ряде работ было показано, что 3-я бустер-
ная вакцинация BNT162b2 приводит к уменьше-
нию антигенного расстояния между D614G и BA.1, 
BA.2, BA2.12.1, BA.4/5 [20, 24]. В этих же работах было 
показано, что после третьей иммунизации мРНК-
вакциной антигенные расстояния между D614G и 
Delta, напротив, увеличиваются. Мы, в свою оче-
редь, показали, что гомологичная ревакцинация 
Спутником-V приводит к уменьшению антиген-
ного расстояния между WT и BA.1. Кроме того, 
мы обнаружили разнонаправленное изменение 
расстояний между WT и Delta при гомо- и гетеро-
логичной ревакцинации. Ревакцинация Спутни
ком-V приводила к уменьшению антигенного 
расстояния между WT и Delta, а BNT162b2  – к его 
увеличению. Данные различия могут быть связа-
ны с тем, что Спутник-V индуцирует иммунный 
ответ на полноразмерный S-белок коронавируса, 
а BNT162b2  – на стабилизированную до слияния 
(pre-fusion) конформацию S-белка [39–41].

Антигенные карты позволяют количественно 
определить изменения антигенных дистанций 
между вирусными вариантами до и после вак-
цинации. С этой целью мы предложили удобный 
способ визуализации этих изменений  – с помо-
щью «шляпных» графиков (hat graphs)  [42]. Край 
«шляпы» на таком графике соответствует началь-
ному значению показателя, в применении к анти-
генным картам – антигенному расстоянию между 
вариантами до воздействия. Высота «шляпы» соот-
ветствует изменению антигенного расстояния. Это 
изменение может быть как положительным, так 
и отрицательным (в таком случае «шляпа» будет 
перевёрнутой). С помощью «шляпного» графика 
мы визуализировали изменение антигенных рас-
стояний между WT и Alpha, Beta, Delta, Omicron 
BA.1, BA.4/5 на выборке сывороток от доброволь-
цев, прошедших ревакцинацию Спутником-V или 
BNT162b2 после первичной вакцинации Спутни-
ком-V [37]. Было показано, что наибольшее умень-
шение антигенного расстояния произошло между 
WT и ВА.1 для обоих типов ревакцинации.

АНТИТЕЛЬНЫЕ ЛАНДШАФТЫ

Попытка количественной оценки широты 
антительного ответа реализована в подходе, ко-
торый называется моделированием антительных 
ландшафтов  [43]. Антительные ландшафты пред-
ставляют собой трёхмерную поверхность, где пло-
скостью ХY является «базовая» антигенная карта, 
а высота ландшафта (ось  Z) определяется титром 
нейтрализации конкретного антигена сыворот-
ками изучаемой группы. Сглаженная поверхность 
строится с помощью множественной линейной 
регрессии. Таким образом формируется иммуно-
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Рис. 2. Пример антительных ландшафтов, адаптировано из работы Roessler et al.  [32]

логический профиль сывороток с возвышениями, 
соответствующими областям на антигенной карте 
с более высокими уровнями антител (рис. 2).

Перекрестно-реактивные сыворотки имеют 
более плоские ландшафты, с меньшим наклоном 
в сторону той или иной антигенной области (верх-
ний ландшафт на рис. 2). Антительные ландшафты 
доноров, получивших двукратно вакцины mRNA-
1273, BNT162b2, AZD1222, а также переболевших 
вариантами D614G, Alpha, Beta, имеют выражен-
ный нисходящий наклон в сторону омикронового 
кластера за счёт более низких титров нейтрализа-
ции вариантов семейства Omicron относительно 
предомикронных вариантов  [19, 27]. Интересно, 
что ландшафты становятся более пологими через 
3  месяца после двух- и трёхкратной вакцина-
ции mRNA-1273 относительно измерения через 
месяц  [19]. Это означает, что снижение титров 
нейтрализации происходит с разной скоростью  – 
титры против предомикронных вариантов сни-
жаются быстрее. Возможно, это происходит благо-
даря тому, что В-клетки памяти, специфичные к 
предомикронным вариантам, быстро активиру-
ются при повторной иммунизации. Присутствие 
специфических антител от плазматических клеток 
и активированных В-клеток памяти тормозит раз-
витие наивных В-клеток со схожей специфично-
стью, в том числе за счёт прямого маскирования 
доминантных эпитопов RBD (рецептор-связываю-
щий домен) [44]. Однако наивные В-клетки, по-ви-
димому, всё-таки активируются  [45] и в процессе 
созревания в герминальном центре приобретают 
другую специфичность, которая оказывается по-
лезной для нейтрализации омикронных вариан-
тов. К этому моменту секреция антител от В-кле-

ток памяти уже снижается, поэтому мы видим 
более пологие антительные ландшафты только 
через 3 месяца после вакцинации.

Более пологие антительные ландшафты также 
присущи группам лиц, обладающих гибридным 
иммунитетом и получивших бивалентные вак-
цины с ВА.1 или ВА.4/5, по сравнению с ранее не 
инфицированными донорами [32].

ОЦЕНКА ШИРОТЫ  
НЕЙТРАЛИЗАЦИИ С ПОМОЩЬЮ  
АНТИГЕННОГО КАРТИРОВАНИЯ

При изучении эффективности гумораль-
ного иммунитета против нескольких вариантов 
SARS-CoV-2 вводят понятие широты нейтрализа-
ции вируса. Эта величина показывает, насколько 
эффективно нейтрализуются родственные и бо-
лее отдалённые варианты вируса. Как правило, 
широта вирус-нейтрализации оценивается на 
качественном уровне. На наш взгляд, антиген-
ное картирование позволяет определить широту 
вирус-нейтрализации на количественном уровне.

Проецирование 3D антительных ландшафтов 
на плоскость даёт график увеличения широты 
нейтрализации [20]. По оси Х располагаются анти-
гены в зависимости от антигенной удалённости. 
За точку отсчёта, как правило, берут WT. По оси Y 
представляются титры нейтрализации этих анти-
генов (рис. 3). Данный тип графика позволяет оце-
нивать изменение формы и площади иммунного 
профиля. Это особенно удобно при изучении дина-
мики антительного ответа в течение длительного 
времени или после нескольких вакцинаций.
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Рис. 3. Пример графика увеличения широты нейтра-
лизации при гомо- и гетерологичной ревакцинации, 
адаптировано из работы Astakhova et al.  [37]

Изменение формы иммунного профиля на 
графике широты нейтрализации можно оценить 
только качественно. В одной из работ было показа-
но, что после трёхкратной вакцинации BNT162b2 
или вакцинации, сопряжённой с инфекцией BA.1, 
в большей степени наблюдалось увеличение ти-
тров нейтрализации против вариантов, антигенно 
далёких от вакцинного штамма [20].

В отличие от формы, площадь иммунного про-
филя  – это тот параметр, который можно посчи-
тать количественно. Однако необходимо учитывать 
ряд особенностей. Первое: по описанным выше 
причинам точное позиционирование антигенов 
на оси  Х затруднительно. Второе: площадь будет 
зависеть от количества антигенов, против кото-
рых тестируются сыворотки. Для решения первых 
двух проблем важна стандартизация определения 
титров вирус-нейтрализации. Наконец, необходи-
мо учитывать, что чем дальше участок от точки 
начала отсчёта по оси  Х, тем его вклад в показа-
тель широты вирус-нейтрализации более «весо-
мый». В связи с этим для площади каждого участка 
необходимо ввести некий повышающий коэффи-
циент, который, например, для участка Б на рис. 3 
будет больше, чем для участка  А. Насколько нам 
известно, модель подсчёта широты вирус-нейтра-
лизации на основе графика такого типа ещё не 
разработана.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Построение антигенных карт уже традици-
онно используется при выборе штамма вакци-
ны против вируса гриппа  [28] (https://www.who.
int/publications/m/item/recommended-composition-
of-influenza-virus-vaccines-for-use-in-the-2023-

2024-northern-hemisphere-influenza-season, 4.09.2023). 
Обычно антигенные карты подтверждают выводы, 
полученные с помощью серологических тестов 
(например, вирус-нейтрализации), и использу-
ются для облегчения визуализации получаемых 
результатов. С помощью антигенных карт для 
Omicron ВА.1, а впоследствии и других вариантов 
этого семейства было наглядно показано, что они 
антигенно далеки от предковых вариантов SARS-
CoV-2  [19–25]. Эти выводы были включены Все-
мирной организацией здравоохранения в обосно-
вание необходимости адаптации вакцины против 
коронавируса под новые циркулирующие штаммы 
(https://www.who.int/news/item/18-05-2023-statement-
on-the-antigen-composition-of-covid-19-vaccines, 
4.09.2023).

При выборе нового вакцинного штамма важ-
но выбрать штамм, достаточно далёкий по анти-
генным характеристикам от предыдущего. Это 
позволяет минимизировать эффект «первородного 
греха», когда в ответ на новый антиген преиму-
щественно активируются ранее сформированные 
В-клетки памяти, а не наивные В-клетки, которые 
могли бы сформировать более специфичные анти-
тела к новому антигену [45].

С помощью антигенного картирования было 
показано, что варианты семейства Omicron значи-
тельно отличаются по антигенным характеристи-
кам не только от предковых форм SARS-CoV-2, но 
и друг от друга. Анализ антигенных карт выявил, 
что инфекция вариантом ВА.5 даёт недостаточ-
ный нейтрализующий ответ против BA.4.6, ВА.5, 
XBB.1 и BQ.1.1  [25, 29]. На данный момент про-
демонстрирована недостаточная эффективность 
бивалентных вакцин на основе ВА.5 против новых 
вариантов  [30–32]. Антигенная близость XBB.1.5 с 
современным вариантом BA.2.86, показанная с по-
мощью антигенных карт, поддерживает включе-
ние XBB.1.5 в состав обновлённой вакцины [33–35]. 
Опираясь, в том числе, на антигенную характери-
стику новых вариантов, Управление по санитар-
ному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов (FDA) рекомендовало разрабо-
тать моновалентную вакцину на основе XBB.1.5 
(https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/updated-
covid-19-vaccines-use-united-states-beginning-fall-2023, 
09.01.2024).

Подход, основанный на антигенном карти-
ровании, построение антительных ландшафтов, 
позволяет прогнозировать, какие вирусные вари-
анты потенциально могут ускользать от сформи-
рованного иммунитета  – то есть немного опере-
дить эволюцию вируса и заранее подготовить 
необходимую вакцину. Наконец, антигенная кар-
тография даёт потенциальную возможность коли-
чественной оценки широты вирус-нейтрализации 
сывороток.

https://www.who.int/publications/m/item/recommended-composition-of-influenza-virus-vaccines-for-use-in-the-2023-2024-northern-hemisphere-influenza-season
https://www.who.int/publications/m/item/recommended-composition-of-influenza-virus-vaccines-for-use-in-the-2023-2024-northern-hemisphere-influenza-season
https://www.who.int/publications/m/item/recommended-composition-of-influenza-virus-vaccines-for-use-in-the-2023-2024-northern-hemisphere-influenza-season
https://www.who.int/publications/m/item/recommended-composition-of-influenza-virus-vaccines-for-use-in-the-2023-2024-northern-hemisphere-influenza-season
https://www.who.int/news/item/18-05-2023-statement-on-the-antigen-composition-of-covid-19-vaccines
https://www.who.int/news/item/18-05-2023-statement-on-the-antigen-composition-of-covid-19-vaccines
https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/updated-covid-19-vaccines-use-united-states-beginning-fall-2023
https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/updated-covid-19-vaccines-use-united-states-beginning-fall-2023


АСТАХОВА и др.850

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

Вклад авторов. Е.А. Астахова – написание тек-
ста; А.А. Морозов, Ю.Д. Вавилова, А.В. Филатов – ре-
дактирование текста статьи.

Финансирование. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке Российского научного фонда 
(грант № 23-25-00472).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая ста-
тья не содержит описания выполненных авторами 
исследований с участием людей или животных в 
качестве объектов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

	 1.	 Sun, C., Xie, C., Bu, G. L., Zhong, L. Y., and Zeng, M. S. (2022) Molecular characteristics, immune evasion, and 
impact of SARS-CoV-2 variants, Signal Transduct. Target Ther., 7, 1-25, https://doi.org/10.1038/s41392-022-01039-2.

	 2.	 Tian, D., Sun, Y., Xu, H., and Ye, Q. (2022) The emergence and epidemic characteristics of the highly mutated 
SARS-CoV-2 Omicron variant, J. Med. Virol., 94, 2376-2383, https://doi.org/10.1002/jmv.27643.

	 3.	 Guo, Y., Han, J., Zhang, Y., He, J., Yu, W., Zhang, X., Wu, J., Zhang, S., Kong, Y., Guo, Y., Lin, Y., and Zhang, J. (2022) 
SARS-CoV-2 Omicron variant: epidemiological features, biological characteristics, and clinical significance, Front. 
Immunol., 13, 1-13, https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.877101.

	 4.	 Li, J., Lai, S., Gao, G. F., and Shi, W. (2021) The emergence, genomic diversity and global spread of SARS-CoV-2,  
Nature, 600, 408-418, https://doi.org/10.1038/s41586-021-04188-6.

	 5.	 Komissarov, A. B., Safina, K. R., Garushyants, S. K., Fadeev, A. V., Sergeeva, M. V., Ivanova, A. A., Danilenko, D. M., 
Lioznov, D., Shneider, O. V., Shvyrev, N., Spirin, V., Glyzin, D., Shchur, V., and Bazykin, G. A. (2021) Genomic epide-
miology of the early stages of the SARS-CoV-2 outbreak in Russia, Nat. Commun., 12, 1-13, https://doi.org/10.1038/
s41467-020-20880-z.

	 6.	 Smith, D. J., Lapedes, A. S., De Jong, J. C., Bestebroer, T. M., Rimmelzwaan, G. F., Osterhaus, A. D. M. E., and Fouchier, 
R. A. M. (2004) Mapping the antigenic and genetic evolution of influenza virus, Science, 305, 371-376, https://doi.org/ 
10.1126/science.1097211.

	 7.	 Tan, C. W., Chia, W. N., Qin, X., Liu, P., Chen, M. I.-C., Tiu, C., Hu, Z., Chen, V. C.W., Young, B. E., Sia, W. R., Tan, Y.-J., 
Foo, R., Yi, Y., Lye, D. C., Anderson, D. E., and Wang, L. F. (2020) A SARS-CoV-2 surrogate virus neutralization test 
based on antibody-mediated blockage of ACE2-spike protein-protein interaction, Nat. Biotechnol., 38, 1073-1078, 
https://doi.org/10.1038/s41587-020-0631-z.

	 8.	 Astakhova, E. A., Byazrova, M. G., Yusubalieva, G. M., Larichev, V. F., Baklaushev, V. P., and Filatov, A. V. (2022) 
High heterogeneity of virus-neutralizing and RBD-binding activities of COVID-19 convalescent sera, Mol. Biol., 56, 
1095-1103, https://doi.org/10.1134/S002689332206005X.

	 9.	 Hyseni, I., Molesti, E., Benincasa, L., Piu, P., Casa, E., Temperton, N. J., Manenti, A., and Montomoli, E. (2020) 
Characterisation of SARS-CoV-2 lentiviral pseudotypes and correlation between pseudotype-based neutral-
isation assays and live virus-based micro neutralisation assays, Viruses, 12, 1011, https://doi.org/10.3390/ 
v12091011.

	10.	 Schmidt, F., Weisblum, Y., Muecksch, F., Hoffmann, H. H., Michailidis, E., Lorenzi, J. C. C., Mendoza, P., Rutkowska, M., 
Bednarski, E., Gaebler, C., Agudelo, M., Cho, A., Wang, Z., Gazumyan, A., Cipolla, M., Caskey, M., Robbiani, D.  F., 
Nussenzweig, M. C., Rice, C. M., Hatziioannou, T., and Bieniasz, P. D. (2020) Measuring SARS-CoV-2 neutralizing 
antibody activity using pseudotyped and chimeric viruses, J.  Exp. Med., 217, e20201181, https://doi.org/10.1084/
jem.20201181.

	11.	 Saeys, Y., Van Gassen, S., and Lambrecht, B. N. (2016) Computational flow cytometry: Helping to make sense of 
high-dimensional immunology data, Nat. Rev. Immunol., 16, 449-462, https://doi.org/10.1038/nri.2016.56.

	12.	 Dorrity, M. W., Saunders, L. M., Queitsch, C., Fields, S., and Trapnell, C. (2020) Dimensionality reduction by UMAP 
to visualize physical and genetic interactions, Nat. Commun., 11, 1-6, https://doi.org/10.1038/s41467-020-15351-4.

	13.	 Becht, E., McInnes, L., Healy, J., Dutertre, C. A., Kwok, I. W. H., Ng, L. G., Ginhoux, F., and Newell, E. W. (2019) Dimen-
sionality reduction for visualizing single-cell data using UMAP, Nat. Biotechnol., 37, 38-47, https://doi.org/10.1038/
nbt.4314.

	14.	 Van der Maaten, L., and Hinton, G. (2008) Visualizing data using t-SNE, J. Mach. Learn. Res., 9, 2579-2605.
	15.	 McInnes, L., Healy, J., and Melville, J. (2021) UMAP: Uniform Manifold Approximation and Projection for dimension 

reduction, arXiv preprint arXiv, 2109.02508, https://doi.org/10.48550/arXiv.1802.03426.
	16.	 Cai, Z., Zhang, T., and Wan, X. (2012) Antigenic distance measurements for seasonal influenza vaccine selection, 

Vaccine, 30, 448-453, https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2011.10.051.
	17.	 Amanat, F., Strohmeier, S., Meade, P., Dambrauskas, N., Mühlemann, B., Smith, D. J., Vigdorovich, V., Sather, D. N., 

Coughlan, L., and Krammer, F. (2021) Vaccination with SARS-CoV-2 variants of concern protects mice from chal-
lenge with wild-type virus, PLoS Biol., 19, 1-14, https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3001384.

https://doi.org/10.1038/s41392-022-01039-2
https://doi.org/10.1002/jmv.27643
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.877101
https://doi.org/10.1038/s41586-021-04188-6
https://doi.org/10.1038/s41467-020-20880-z
https://doi.org/10.1038/s41467-020-20880-z
https://doi.org/10.1126/science.1097211
https://doi.org/10.1126/science.1097211
https://doi.org/10.1038/s41587-020-0631-z
https://doi.org/10.1134/S002689332206005X
https://doi.org/10.3390/v12091011
https://doi.org/10.3390/v12091011
https://doi.org/10.1084/jem.20201181
https://doi.org/10.1084/jem.20201181
https://doi.org/10.1038/nri.2016.56
https://doi.org/10.1038/s41467-020-15351-4
https://doi.org/10.1038/nbt.4314
https://doi.org/10.1038/nbt.4314
https://doi.org/10.48550/arXiv.1802.03426
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2011.10.051
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3001384


АНТИГЕННОЕ КАРТИРОВАНИЕ SARS-CoV-2 851

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

	18.	 Mykytyn, A. Z., Rissmann, M., Kok, A., Rosu, M. E., Schipper, D., Breugem, T. I., van den Doel, P. B., Chandler, F., 
Bestebroer, T., de Wit, M., van Royen, M. E., Molenkamp, R., Oude Munnink, B. B., de Vries, R. D., GeurtsvanKessel, C., 
Smith, D. J., Koopmans, M. P. G., Rockx, B., Lamers, M. M., Fouchier, R. A. M., and Haagmans, B. L. (2022) Anti-
genic cartography of SARS-CoV-2 reveals that Omicron BA.1 and BA.2 are antigenically distinct, Sci. Immunol., 7, 
eabq4450, https://doi.org/10.1126/sciimmunol.abq4450.

	19.	 Wilks, S. H., Mühlemann, B., Shen, X., Türeli, S., LeGresley, E. B., Netzl, A., Caniza, M. A., Chacaltana-Huarcaya, J. N., 
Corman, V. M., Daniell, X., Datto, M. B., Dawood, F. S., Denny, T. N., Drosten, C., Fouchier, R. A. M., Garcia, P. J., Halfmann, 
P. J., Jassem, A., Jeworowski, L. M., Jones, T. C., Kawaoka, Y., Krammer, F., McDanal, C., Pajon, R., Simon, V., Stockwell, 
M. S., Tang, H., van Bakel, H., Veguilla, V., Webby, R., Montefiori, D. C., and Smith, D. J. (2023) Mapping SARS-CoV-2 
antigenic relationships and serological responses, Science, 382, eadj0070, https://doi.org/10.1126/science.adj0070.

	20.	 Wang, W., Lusvarghi, S., Subramanian, R., Epsi, N. J., Wang, R., Goguet, E., Fries, A. C., Echegaray, F., Vassell, R., 
Coggins, S. A., Richard, S. A., Lindholm, D. A., Mende, K., Ewers, E. C., Larson, D. T., Colombo, R. E., Colombo, C. J., 
Joseph, J. O., Rozman, J. S., Smith, A., Lalani, T., Berjohn, C. M., Maves, R. C., Jones, M. U., Mody, R., Huprikar, N., 
Livezey, J., Saunders, D., Hollis-Perry, M., Wang, G., Ganesan, A., Simons, M. P., Broder, C. C., Tribble, D. R., Laing, 
E. D., Agan, B. K., Burgess, T. H., Mitre, E., Pollett, S. D., Katzelnick, L. C., and Weiss, C. D. (2022) Antigenic car-
tography of well-characterized human sera shows SARS-CoV-2 neutralization differences based on infection and 
vaccination history, Cell Host Microbe, 30, 1745-1758.e7, https://doi.org/10.1016/j.chom.2022.10.012.

	21.	 Van der Straten, K., Guerra, D., van Gils, M. J., Bontjer, I., Caniels, T. G., van Willigen, H. D. G., Wynberg, E., 
Poniman, M., Burger, J. A., Bouhuijs, J. H., van Rijswijk, J., Olijhoek, W., Liesdek, M. H., Lavell, A. H. A., Appelman, B., 
Sikkens, J. J., Bomers, M. K., Han, A. X., Nichols, B. E., Prins, M., Vennema, H., Reusken, C., de Jong, M. D., de Bree, 
G. J., Russell, C. A., Eggink, D., and Sanders, R. W. (2022) Antigenic cartography using sera from sequence-confirmed 
SARS-CoV-2 variants of concern infections reveals antigenic divergence of Omicron, Immunity, 55, 1725-1731.e4, 
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2022.07.018.

	22.	 Mühlemann, B., Trimpert, J., Walper, F., and Schmidt, M.  L. (2023) Antigenic cartography using variant-specific 
hamster sera reveals substantial antigenic variation among Omicron subvariants, bioRxiv, https://doi.org/ 
10.1101/2023.07.02.547076.

	23.	 Bekliz, M., Adea, K., Vetter, P., Eberhardt, C. S., Hosszu-Fellous, K., Vu, D. L., Puhach, O., Essaidi-Laziosi, M., Wal-
dvogel-Abramowski, S., Stephan, C., L’Huillier, A. G., Siegrist, C.-A., Didierlaurent, A. M., Kaiser, L., Meyer, B., and 
Eckerle, I. (2022) Neutralization capacity of antibodies elicited through homologous or heterologous infection or 
vaccination against SARS-CoV-2 VOCs, Nat. Commun., 13, 1-10, https://doi.org/10.1038/s41467-022-31556-1.

	24.	 Lusvarghi, S., Pollett, S. D., Neerukonda, S. N., Wang, W., Wang, R., Vassell, R., Epsi, N. J., Fries, A. C., Agan, B. K., 
Lindholm, D. A., Colombo, C. J., Mody, R., Ewers, E. C., Lalani, T., Ganesan, A., Goguet, E., Hollis-Perry, M., Coggins, 
S. A., Simons, M. P., Katzelnick, L. C., Wang, G., Tribble, D. R., Bentley, L., Eakin, A. E., Broder, C. C., Erlandson, K. J., 
Laing, E. D., Burgess, T. H., Mitre, E., and Weiss, C. D. (2022) SARS-CoV-2 BA.1 variant is neutralized by vaccine 
booster-elicited serum but evades most convalescent serum and therapeutic antibodies, Sci. Transl. Med., 14, 8543, 
https://doi.org/10.1126/scitranslmed.abn8543.

	25.	 Mykytyn, A. Z., Rosu, M. E., Kok, A., Rissmann, M., van Amerongen, G., Geurtsvankessel, C., de Vries, R. D.,  
Munnink, B. B. O., Smith, D. J., Koopmans, M. P. G., Lamers, M. M., Fouchier, R. A. M., and Haagmans, B. L. (2023) 
Antigenic mapping of emerging SARS-CoV-2 omicron variants BM.1.1.1, BQ.1.1, and XBB.1, Lancet Microbe, 4, 
e294-e295, https://doi.org/10.1016/S2666-5247(22)00384-6.

	26.	 Wang, X., Jiang, S., Jiang, S., Li, X., Ai, J., Lin, K., Lv, S., Zhang, S., Li, M., Li, J., Dai, L., Hu, Z., Zhang, W., Zhang, Y., 
and Wang, P. (2023) Neutralization of SARS-CoV-2 BQ.1.1, CH.1.1, and XBB.1.5 by breakthrough infection sera from 
previous and recent waves in China, Cell Discov., 9, 5-8, https://doi.org/10.1038/s41421-023-00569-5.

	27.	 Rössler, A., Netzl, A., Knabl, L., Schäfer, H., Wilks, S. H., Bante, D., Falkensammer, B., Borena, W., von Laer, D., 
Smith, D. J., and Kimpel, J. (2022) BA.2 and BA.5 omicron differ immunologically from both BA.1 omicron and 
pre-omicron variants, Nat. Commun., 13, 7701, https://doi.org/10.1038/s41467-022-35312-3.

	28.	 Fouchier, R. A. M., and Smith, D. J. (2010) Use of antigenic cartography in vaccine seed strain selection, Avian Dis., 
54, 220-223, https://doi.org/10.1637/8740-032509-ResNote.1.

	29.	 Xia, H., Yeung, J., Kalveram, B., Bills, C. J., Chen, J. Y. C., Kurhade, C., Zou, J., Widen, S. G., Mann, B. R., and Kondor, R. 
(2023) Cross-neutralization and viral fitness of SARS-CoV-2 Omicron sublineages, Emerg. Microbes Infect., 12, 
e2161422, doi:10.1080/22221751.2022.2161422.

	30.	 Kurhade, C., Zou, J., Xia, H., Liu, M., Chang, H. C., Ren, P., Xie, X., and Shi, P. Y. (2023) Low neutralization of SARS-
CoV-2 Omicron BA.2.75.2, BQ.1.1 and XBB.1 by parental mRNA vaccine or a BA.5 bivalent booster, Nat. Med., 29, 
344-347, https://doi.org/10.1038/s41591-022-02162-x.

	31.	 Hoffmann, M., Behrens, G. M. N., Arora, P., Kempf, A., Nehlmeier, I., Cossmann, A., Manthey, L., Dopfer-Jablonka, A., 
and Pöhlmann, S. (2022) Effect of hybrid immunity and bivalent booster vaccination on Omicron sublineage 
neutralization, Lancet, 23, 25-28, https://doi.org/10.1016/S1473-3099(22)00792-7.

https://doi.org/10.1126/sciimmunol.abq4450
https://doi.org/10.1126/science.adj0070
https://doi.org/10.1016/j.chom.2022.10.012
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2022.07.018
https://doi.org/10.1101/2023.07.02.547076
https://doi.org/10.1101/2023.07.02.547076
https://doi.org/10.1038/s41467-022-31556-1
https://doi.org/10.1126/scitranslmed.abn8543
https://doi.org/10.1016/S2666-5247(22)00384-6
https://doi.org/10.1038/s41421-023-00569-5
https://doi.org/10.1038/s41467-022-35312-3
https://doi.org/10.1637/8740-032509-ResNote.1
https://doi.org/10.1038/s41591-022-02162-x
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(22)00792-7


АСТАХОВА и др.852

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

	32.	 Roessler, A., Netzl, A., Knabl, L., Bante, D., Wilks, S. H., Borena, W., von Laer, D., Smith, D. J., and Kimpel, J. (2023) 
Characterizing SARS-CoV-2 neutralization profiles after bivalent boosting using antigenic cartography, Nat. Com-
mun., 14, 5224, https://doi.org/10.1038/s41467-023-41049-4.

	33.	 Coombes, N., Bewley, K. R., Duff, Y. Le, Alami-Rahmouni, N., Ryan, K. A., Kempster, S., Ferguson, D., Davies, E. R., 
Weldon, T.  M., Cross, E.  S. (2023) Evaluation of the neutralising antibody response in human and hamster sera 
against SARS-CoV-2 variants up to and including BA.2.86 using an authentic virus neutralisation assay, bioRxiv, 
https://doi.org/10.1101/2023.10.21.563398.

	34.	 Qu, P., Xu, K., Faraone, J. N., Goodarzi, N., Zheng, Y.-M., Carlin, C., Bednash, J. S., Horowitz, J. C., Mallampall, R. K., 
and Saif, L.  J. (2023) Immune evasion, infectivity, and fusogenicity of SARS-CoV-2 Omicron BA.2.86 and flip vari-
ants, bioRxiv, https://doi.org/10.1101/2023.09.11.557206.

	35.	 Ba, S., Ho, J., Zhang, R. M., Iketani, S., Yu, J., Huang, Y., and Qu, Y. (2023) Antigenicity and receptor affinity of 
SARS-CoV-2 BA.2.86 spike, Nature, 624, 639-644, https://doi.org/10.1038/s41586-023-06750-w.

	36.	 Neerukonda, S. N., Vassell, R., Lusvarghi, S., Wang, R., Echegaray, F., Bentley, L., Eakin, A. E., Erlandson, K. J., 
Katzelnick, L. C., Weiss, C. D., and Wang, W. (2021) SARS-CoV-2 Delta variant displays moderate resistance to 
neutralizing antibodies and Spike protein properties of higher soluble ACE2 sensitivity, enhanced cleavage and 
fusogenic activity, Viruses, 13, 2485, https://doi.org/10.3390/v13122485.

	37.	 Astakhova, E. A., Morozov, A. A., Byazrova, M. G., Sukhova, M. M., Mikhailov, A. A., Minnegalieva, A. R., Gorchakov, 
A. A., and Filatov, A. V. (2023) Antigenic cartography indicates that the Omicron BA.1 and BA.4/BA.5 variants remain 
antigenically distant to ancestral SARS-CoV-2 after Sputnik V vaccination followed by homologous (Sputnik V) or 
heterologous (Comirnaty) revaccination, Int.  J. Mol. Sci., 24, 10493, https://doi.org/10.3390/ijms241310493.

	38.	 Anderson, C. S., Sangster, M. Y., Yang, H., Mariani, T. J., Chaudhury, S., and Topham, D.  J. (2020) Implementing 
sequence-based antigenic distance calculation into immunological shape space model, BMC Bioinformatics, 21, 
1-13, https://doi.org/10.1186/s12859-020-03594-3.

	39.	 Anderson, E. J., Rouphael, N. G., Widge, A. T., Jackson, L. A., Roberts, P. C., Makhene, M., Chappell, J. D., Denison, 
M. R., Stevens, L. J., Pruijssers, A. J., McDermott, A. B., Flach, B., Lin, B. C., Doria-Rose, N. A., O’Dell, S., Schmidt, 
S. D., Corbett, K. S., Swanson, P. A., Padilla, M., Neuzil, K. M., Bennett, H., Leav, B., Makowski, M., Albert, J., Cross, K., 
Edara, V. V., Floyd, K., Suthar, M. S., Martinez, D. R., Baric, R., Buchanan, W., Luke, C. J., Phadke, V. K., Rostad, C. A., 
Ledgerwood, J. E., Graham, B. S., and Beigel, J. H. (2020) Safety and immunogenicity of SARS-CoV-2 mRNA-1273 
vaccine in older adults, N. Engl. J. Med., 383, 2427-2438, https://doi.org/10.1056/NEJMoa2028436.

	40.	 Walsh, E. E., Frenck, R. W., Falsey, A. R., Kitchin, N., Absalon, J., Gurtman, A., Lockhart, S., Neuzil, K., Mulligan, 
M. J., Bailey, R., Swanson, K. A., Li, P., Koury, K., Kalina, W., Cooper, D., Fontes-Garfias, C., Shi, P.-Y., Türeci, Ö., 
Tompkins, K. R., Lyke, K. E., Raabe, V., Dormitzer, P. R., Jansen, K. U., Şahin, U., and Gruber, W. C. (2020) Safety 
and immunogenicity of two RNA-based COVID-19 vaccine candidates, N.  Engl. J. Med., 383, 2439-2450, https:// 
doi.org/10.1056/NEJMoa2027906.

	41.	 Logunov, D. Y., Dolzhikova, I. V., Zubkova, O. V., Tukhvatullin, A. I., Shcheblyakov, D. V., Dzharullaeva, A. S., 
Grousova, D. M., Erokhova, A. S., Kovyrshina, A. V., Botikov, A. G., Izhaeva, F. M., Popova, O., Ozharovskaya, 
T.  A., Esmagambetov, I. B., Favorskaya, I. A., Zrelkin, D. I., Voronina, D. V., Shcherbinin, D. N., Semikhin, A. S., 
Simakova, Y. V., Tokarskaya, E. A., Lubenets, N. L., Egorova, D. A., Shmarov, M. M., Nikitenko, N. A., Morozova, 
L.  F., Smolyarchuk, E. A., Kryukov, E. V., Babira, V. F., Borisevich, S. V., Naroditsky, B. S., and Gintsburg, A. L. 
(2020) Safety and immunogenicity of an rAd26 and rAd5 vector-based heterologous prime-boost COVID-19 vac-
cine in two formulations: two open, non-randomised phase 1/2 studies from Russia, Lancet, 396, 887-897, https:// 
doi.org/10.1016/S0140-6736(20)31866-3.

	42.	 Witt, J. K. (2019) Introducing hat graphs, Cogn. Res. Princ. Implic., 4, 1-17, https://doi.org/10.1186/s41235-019-0182-3.
	43.	 Fonville, J. M., Wilks, S. H., James, S. L., Fox, A., Ventresca, M., Aban, M., Xue, L., Jones, T. C., Le, N. M. H., Pham, 

Q. T., Tran, N. D., Wong, Y., Mosterin, A., Katzelnick, L. C., Labonte, D., Le, T. T., van der Net, G., Skepner, E., Russell, 
C. A., Kaplan, T. D., Rimmelzwaan, G. F., Masurel, N., De Jong, J. C., Palache, A., Beyer, W. E. P., Le, Q. M., Nguyen, 
T. H., Wertheim, H. F. L., Hurt, A. C., Osterhaus, A. D. M. E., Barr, I. G., Fouchier, R. A. M., Horby, P. W., and Smith, 
D. J. (2014) Antibody landscapes after influenza virus infection or vaccination, Science, 346, 996-1000, https:// 
doi.org/10.1126/science.1256427.

	44.	 Schaefer-Babajew, D., Wang, Z., Muecksch, F., Cho, A., Loewe, M., Cipolla, M., Raspe, R., Johnson, B., Canis, M., 
DaSilva, J., Ramos, V., Turroja, M., Millard, K. G., Schmidt, F., Witte, L., Dizon, J., Shimeliovich, I., Yao, K. H., 
Oliveira, T. Y., Gazumyan, A., Gaebler, C., Bieniasz, P. D., Hatziioannou, T., Caskey, M., and Nussenzweig, M. C. (2023) 
Antibody feedback regulates immune memory after SARS-CoV-2 mRNA vaccination, Nature, 613, 735-742, https:// 
doi.org/10.1038/s41586-022-05609-w.

	45.	 Schiepers, A., van ’t Wout, M. F. L., Greaney, A. J., Zang, T., Muramatsu, H., Lin, P. J. C., Tam, Y. K., Mesin, L., Starr, 
T. N., Bieniasz, P. D., Pardi, N., Bloom, J. D., and Victora, G. D. (2023) Molecular fate-mapping of serum antibody 
responses to repeat immunization, Nature, 615, 482-489, https://doi.org/10.1038/s41586-023-05715-3.

https://doi.org/10.1038/s41467-023-41049-4
https://doi.org/10.1101/2023.10.21.563398
https://doi.org/10.1101/2023.09.11.557206
https://doi.org/10.1038/s41586-023-06750-w
https://doi.org/10.3390/v13122485
https://doi.org/10.3390/ijms241310493
https://doi.org/10.1186/s12859-020-03594-3
https://doi.org/10.1056/NEJMoa2028436
https://doi.org/10.1056/NEJMoa2027906
https://doi.org/10.1056/NEJMoa2027906
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)31866-3
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)31866-3
https://doi.org/10.1186/s41235-019-0182-3
https://doi.org/10.1126/science.1256427
https://doi.org/10.1126/science.1256427
https://doi.org/10.1038/s41586-022-05609-w
https://doi.org/10.1038/s41586-022-05609-w
https://doi.org/10.1038/s41586-023-05715-3


АНТИГЕННОЕ КАРТИРОВАНИЕ SARS-CoV-2 853

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

ANTIGENIC CARTOGRAPHY OF SARS-CoV-2

Review

E. A. Astakhova1,2*, A. A. Morozov1,2, J. D. Vavilova3, and A. V. Filatov1,2
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2 Department of Immunology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University,  
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Antigenic cartography is a tool for interpreting and visualizing antigenic differences between virus vari-
ants based on virus-neutralization data. This approach has been successfully used in influenza vaccine 
seed strain selection. With the emergence of SARS-CoV-2 variants escaping the vaccine-induced anti-
body response, adjusting the COVID-19 vaccines has become essential. This review provides information 
on antigenic differences between SARS-CoV-2 variants obtained by antigenic cartography. Moreover, 
it explores the potential of antigenic cartography-based methods, such as building antibody landscapes 
and neutralization breadth gain plots, for a quantitative assessment of the breadth of the antibody 
response. Understanding the antigenic differences of SARS-CoV-2 and the possibilities of the formed 
humoral immunity aids in the prompt modification of preventative vaccines against COVID-19.

Keywords: antigenic cartography, SARS-CoV-2, COVID-19, breadth of virus-neutralization
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Пандемия новой коронавирусной инфекции, продолжавшаяся более 3  лет, до сих пор сопрово-
ждается частыми мутациями в S-белке вируса SARS-CoV-2 и появлением всё новых вариантов 
вируса, вызывающих очередные вспышки заболеваемости. Из всех белков коронавирусов наи-
более иммуногенными являются S- и N-белки. Целью настоящего исследования было сопоставле-
ние особенностей гуморальных и Т-клеточных иммунных ответов на S- и N-белок вируса SARS-
CoV-2 у людей с разной историей взаимодействия с этим вирусом. Были обследованы: 27 человек, 
перенёсших COVID-19; 23 дважды привитых вакциной «Спутник V» и не болевших COVID-19; 
22 человека, перенёсших COVID-19 и через 6–12 мес. дважды привитых вакциной «Спутник V», и 
25  человек, дважды переболевших COVID-19. Уровень антител определяли иммуноферментным 
методом, клеточный иммунитет определяли по экспрессии CD107a на CD8high лимфоцитах после 
распознавания ими антигенов вируса SARS-CoV-2. Показано, что гуморальный иммунный ответ на 
N-белок формируют преимущественно короткоживущие плазмоциты, синтезирующие IgG-анти-
тела всех четырёх субклассов с постепенным переключением с IgG3 на IgG1. Ответ на S-белок 
представлен как короткоживущими плазмоцитами, формирующимися в начале ответа (IgG1- и 
IgG3-субклассы), так и долгоживущими (IgG1-субкласс). Динамика уровня антител, синтезируемых 
короткоживущими плазмоцитами, описывается распределением Фишера, а для описания уровня 
антител, синтезируемых долгоживущими плазмоцитами, более подходит распределение Эрлан-
га. Уровень антител в группах с гибридным иммунитетом превышает таковой в группе с пост-
вакцинальным иммунитетом, а в группе с прорывным иммунитетом – превышает уровень как 
для постинфекционного, так и поствакцинального иммунитета. Клеточный иммунитет на S- и 
N-белки вируса SARS-CoV-2 несколько различается в зависимости от способов его индукции (при-
вивка или заболевание). Важно, что гетерологичные иммунные ответы CD8+ Т-клеток, сформиро- 
ванные на N-белок других коронавирусов, могут участвовать в иммунной защите от SARS-CoV-2.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: COVID-19, SARS-CoV-2, N-белок, S-белок, антитела, вакцинация, гибридный 
иммунитет, клеточный иммунитет, прорывной иммунитет.

DOI: 10.31857/S0320972524050086 EDN: YOBYJM

Принятые сокращения: BAU – антитело-связывающая единица; SARS-CoV-2 – коронавирус острого респира-
торного синдрома 2; COVID-19 – коронавирусное инфекционное заболевание 2019 года.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Пандемия новой коронавирусной инфекции, 
продолжавшаяся более 3  лет, до сих пор сопро-
вождается частыми мутациями в S-белке корона-
вируса острого респираторного синдрома 2 (SARS-
CoV-2) и появлением всё новых вариантов этого 

вируса, вызывающих очередные вспышки забо-
леваемости. Это обстоятельство позволяет пред-
полагать, что эта инфекция останется с человече-
ством ещё на многие годы, вероятно, став менее 
тяжёлой, но тем не менее борьба с ней может 
превратиться в постоянную проблему  [1]. Из всех 
белков коронавирусов наиболее иммуногенными 
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являются S- и N-белки [2], то есть в ответ на вирус 
SARS-CoV-2 генерируются высокие уровни антител 
на S- и N-белки  [3,  4]. Разработанные на данный 
момент вакцины нацелены на S-белок, поскольку 
антитела к нему являются протективными, однако 
частые мутации в этом белке привели к падению 
эффективности соответствующих вакцин  [5, 6]. 
Увлечение исследователей S-белком оставило N-бе
лок несколько в тени, тем не менее он высококон-
сервативен среди коронавирусов и является од-
ним из наиболее распространённых структурных 
белков в инфицированных вирусом клетках [7]. 
Основная функция N-белка заключается в упа-
ковке геномной РНК вируса в длинный спираль-
ный рибонуклеокапсидный комплекс и участии в 
сборке вириона за счёт взаимодействия с вирус-
ным геномом и мембранным белком М [8]. Распо-
ложение N-белка в центре вириона коронавируса 
объясняет, почему даже высокий уровень антител 
к этому белку не является протективным: анти-
тела не могут попасть внутрь собранного вириона 
и связаться с N-белком, и эффекты анти-N антител 
недостаточно изучены к настоящему времени [9]. 
В то же время N-белок является репрезентативным 
антигеном для Т-клеточного ответа. Показано, 
что Т-клеточные ответы формировались на вирус 
SARS-CoV-1 и сохранялись многие годы  [10, 11, 12]. 
Опираясь на высокую консервативность N-белка, 
были обнаружены эпитопы для Т-клеточных от-
ветов, перекрёстные между SARS-CoV-2 и другими 
коронавирусами человека [13].

Целью настоящего исследования было сопо-
ставление особенностей гуморальных и Т-клеточ-
ных иммунных ответов на S- и N-белок вируса 
SARS-CoV-2 у людей с разной историей взаимодей-
ствия с этим вирусом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Когорта обследованных людей и сбор биоло-
гического материала. В простое открытое сравни-
тельное исследование были включены 97 взрослых 
добровольцев в возрасте 18–73 лет. Из них 27 чело-
век имели в анамнезе COVID-19 (коронавирусное 
инфекционное заболевание 2019  года) в лёгкой 
или среднетяжёлой форме, подтверждённое хотя 
бы одним положительным ПЦР-тестом. Эти люди 
были обследованы 4–7 раз через 1–18 мес. от нача-
ла заболевания и составили группу 1 (постинфек-
ционный иммунитет). Группу 2 (поствакциналь-
ный иммунитет) составили 23  человека, дважды 
привитых вакциной «Спутник V» и не болевших 
COVID-19; в группу 3 вошли 22 человека, перенёс-
ших COVID-19 и через 6–12 мес. дважды привитых 
вакциной «Спутник V» (гибридный иммунитет), а в 
группу 4 (прорывной иммунитет) были включены 

25  человек, дважды переболевших COVID-19: пер-
вый раз в 2020–2021 гг. и повторно в 2022 г. (штамм 
омикрон). Кровь для исследования брали из локте-
вой вены в две вакуумные пробирки по 4 мл каж-
дая: с гепарином – для изучения клеточного имму-
нитета, и с активатором свёртывания и гелем – для 
выделения сыворотки крови для оценки гумораль-
ного иммунитета к антигенам вируса SARS-CoV-2. 
Исследование одобрено локальным этическим 
комитетом ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского 
(протокол № 58 от 15.12.2021). От каждого из вклю-
чённых в исследование участников было получе-
но информированное добровольное согласие.

Определение уровней антител. Сыворотку 
крови получали центрифугированием, разлива-
ли в пробирки типа «Эппендорф» и хранили при 
−70 °С до исследования. Антитела определяли им-
муноферментным методом, к S-белку вируса SARS-
CoV-2 – с помощью тест-систем «SARS-CoV-2-IgG ко- 
личественный-ИФА-БЕСТ» (АО «Вектор-Бест», Ново-
сибирск, Россия), а к N-белку  – на тест-системе 
«N-CoV-2-IgG PS» (ФБУН НИИЭМ им. Пастера, Санкт-
Петербург, Россия). Субклассы IgG-антител к анти-
генам вируса SARS-CoV-2 исследовали с помощью 
ранее разработанной нами модификации ИФА-ме-
тода  [14, 15]. Кратко: мы использовали 96-луноч-
ные панели с сорбированным полноразмерным 
S-антигеном вируса SARS-CoV-2 от коммерческого 
набора «SARS-CoV-2-IgG количественный-ИФА-
БЕСТ» (АО «Вектор-Бест») или с N-белком вируса 
SARS-CoV-2 от коммерческого набора «N-CoV-2-IgG 
PS» (ФБУН НИИЭМ им. Пастера). Вместо анти-IgG 
конъюгатов, входящих в набор, использовали ме-
ченные пероксидазой анти-IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4 
моноклональные антитела («Полигност», Россия) 
в концентрации 1 мкг/мл. Все остальные этапы 
определения антител проводили согласно ин-
струкции к наборам.

Определение клеточного иммунитета. Из про
бы гепаринизированной крови в стерильных усло-
виях методом градиентного центрифугирования 
(ρ = 1,077; ООО «ПанЭко», Россия) выделяли фрак-
цию мононуклеаров и отмывали от тромбоцитов. 
Мононуклеары в среде RPMI-1640 с добавлением 
2  мМ L-глютамина, гентамицина и 10%-ной эм-
бриональной телячьей сыворотки (ООО «ПанЭко») 
вносили в количестве 2,5 × 105 в лунки 96-луноч-
ной стерильной панели, добавляли раствор монен-
сина в конечной концентрации 10 мкМ и моно-
клональные антитела к антигену CD107a-PE-Cy5 в 
конечном разведении 1  : 100 (контрольная проба), 
конечный объём в лунке  – 200 мкл. Для стиму-
ляции мононуклеаров S- и N-антигенами вируса 
SARS-CoV-2 использовали лунки панелей от набо-
ров для определения антител к S- и N-белку вируса 
SARS-CoV-2 методом ИФА, в которых на дно лунок 
сорбирован S- или N-белок вируса SARS-CoV-2.  
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Был использован набор «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» 
(АО «Вектор-Бест») для стимуляции S-белком и 
«N-CoV-2-IgG PS» (ФБУН НИИЭМ им. Пастера) для 
стимуляции N-белком вируса SARS-CoV-2. Поскольку 
лунки панелей для ИФА-наборов не стерильны, пе-
ред началом эксперимента используемые стрипы 
были простерилизованы с помощью 30-мин уль-
трафиолетового облучения. Опытные и контроль-
ные пробы инкубировали при 37 °C во влажной ат-
мосфере и 5% CO2 20 ч, переносили в пробирки для 
цитофлуориметрии, отмывали раствором CellWash 
(300 g, 5 мин), окрашивали антителами к антигену 
CD8-FITC 20 мин в темноте при 4 °C и снова отмы-
вали при тех же условиях. Иммунофенотипирова-
ние проводили с помощью проточного цитометра 
BD FACS CantoII (технологии и программное обес-
печение  – «Becton Dickinson», США). При анализе 
результатов выделяли лимфоидный гейт, а в нём – 
гейт лимфоцитов, высокоэкспрессирующих анти-
ген CD8 (CD8high). Затем подсчитывали процент 
клеток CD8highCD107a+, представляющих собой ци-
тотоксические Т-лимфоциты, распознавшие S- или 
N-антиген вируса SARS-CoV-2 и ответивших на это 
распознавание выбросом содержимого цитотокси-
ческих гранул (цитотоксической атакой). Грани-
цей спонтанной экспрессии молекулы CD107a на 
CD8high лимфоцитах считали уровень 1% [15].

Статистический анализ. Для статистической 
обработки полученных результатов было проведе-
но исследование на нормальность распределения 
методом Колмогорова–Смирнова. Для параметров 
уровней анти-S и анти-N IgG-антител гипотеза о 
нормальности распределения не была подтвер-
ждена. Количество антител выражали в BAU/мл 
(BAU  – антитело-связывающая единица). Уровень 
антител представлен в виде медианы (1–3  квар-
тиль): Me (LQ-HQ). Различия между группами оце-
нивали методом Манна–Уитни. Для параметров 
процентного уровня субклассов IgG и клеточного 
иммунитета была подтверждена гипотеза о нор-
мальности распределения. Результаты оценки 
процентного уровня субклассов IgG и клеточного 
иммунитета представлены в виде среднего ариф-
метического значения и его ошибки (M ± SE). Кор-
реляции оценивали методом Пирсона. Различия 
при p < 0,05 считали значимыми.

Математическое моделирование. Проведена 
аппроксимация результатов измерения уровня 
IgG-антител к S- и N-белку вируса SARS-CoV-2 в 
зависимости от времени с начала заболевания. 
Наблюдаемые зависимости изменения концен-
трации антител от времени соответствовали 
распределению, которое обладает следующими 
характеристиками: начальное значение соответ-
ствует началу координат, затем следует резкий 
рост функции до определённого максимального 
значения, после этого происходит плавный спад 

значения рассматриваемой величины. Как извест-
но из математической статистики, такой характер 
зависимости описывается распределениями Фише-
ра и Эрланга. Эти функциональные зависимости 
широко известны в статистическом анализе, тео-
рии вероятностей и в биологии и относятся к груп-
пе распределений Пирсона III типа (гамма-распре-
деления). В нашем исследовании рассматриваются 
две из них: распределение Эрланга (1)

f (x; k, λ, c) = c ·
λk·xk−1·e−λx

(k − 1)!  ,	 (1)

где параметр k называется параметром формы, 
а параметр  λ называется параметром скорости. 
Также был введён нормировочный коэффициент с 
для масштабирования значений функции. Комби-
нация значений параметров k и λ отвечает за по-
ложение экстремума графика, значение функции в 
точке экстремума и плавность перегиба функции.

Второе рассмотренное распределение  – рас-
пределение Фишера (2)

f (x; n, m, c) = { 
c · x

n
2

−1

 (1+ n·x)
n+m

m
2  

x ≥ 0 
 ,	 (2)

где коэффициенты n и m влияют на форму графика, 
положение максимума функции и его значение, 
коэффициент с также является нормировочным.

При этом распределение Эрланга характеризу-
ется более плавным ростом и падением значений 
функции, в то время как распределение Фишера 
позволяет описывать функции, значение которых 
достаточно резко падает после достижения макси-
мума и затем плавно асимптотически стремится 
к нулю.

В данном исследовании выбор общего вида 
аппроксимирующей функции осуществлялся в 
зависимости от характера наблюдаемых зависимо-
стей. Был организован алгоритмический процесс 
перебора значений коэффициентов для достиже-
ния наилучшей оценки среднеквадратического 
отклонения результирующей кривой аппрокси-
мации от экспериментальных данных.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Динамика уровней IgG-антител к антигенам 
вируса SARS-CoV-2 в сыворотке крови переболев-
ших COVID-19 людей (группа  1) представлена на 
рис.  1. На рисунке видно, что IgG-антитела, рас-
познающие N-белок коронавируса (линия  1), по-
являлись раньше, и их уровень нарастал в крови 
быстрее, имел острый пик со значением 1033,2 
(807,04–1215,6) BAU/мл через 3 мес. от начала забо-
левания и быстро снижался до уровня 75,5 (25,5–
182,2) BAU/мл через 18 мес. при значении «cut off» 

0 x < 0
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Рис. 1. Уровень IgG-антител к антигенам вируса SARS-CoV-2. Кривые: 1 – IgG-антитела к N-белку вируса SARS-
CoV-2 (экспериментальные данные); 2 – IgG-антитела к S-белку вируса SARS-CoV-2 (экспериментальные данные); 
3 – аппроксимация Фишера уровня IgG-антител к N-белку вируса SARS-CoV-2 (короткоживущие плазмоциты); 
4 – аппроксимация Фишера уровня IgG-антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 (короткоживущие плазмоциты); 
5 – аппроксимация Эрланга уровня IgG-антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 (долгоживущие плазмоциты)

набора 33,5 BAU/мл. В то же время уровень анти-S 
антител (линия  2) нарастал в крови медленнее, 
выходил на плато после 4  мес. от начала заболе-
вания  – 819,5 (614,7–1538,3) BAU/мл  – и держался 
в течение года, снизившись к сроку 18  мес. до 
551,6 (372,5–757,5) BAU/мл. При этом кривая, отра-
жающая концентрацию анти-N антител, хорошо 
аппроксимируется с помощью распределения Фи-
шера по формуле (3):

fN−белок(x) = 8·108·
(0,2x)5,5

(1 + 0,52x)9  .	 (3)

На рис. 1 результат аппроксимации представ-
лен штрих-пунктирной линией 3.

В табл. 1 сопоставлены данные, полученные при 
анализе уровня IgG-антител к N-белку вируса SARS-
CoV-2 в сыворотке крови переболевших COVID-19 лиц 
и результаты расчётов по формуле (3). Из таблицы 
видно, что экспериментальные и расчётные дан-
ные различаются не более чем на  15%, при этом 
результаты расчётов строго лежат в интервале 
LQ-HQ для всех исследованных временных точек.

Попытки аппроксимации кривой  2 каким-то 
одним известным распределением не увенчались 

Таблица 1. Сопоставление экспериментальных данных об уровне IgG-антител к N-белку вируса SARS-CoV-2 
в сыворотке крови переболевших лиц (BAU/мл) и результатов расчётов по формуле (3)

Срок от начала  
заболевания N-белок (Me (LQ-HQ)) Расчёт  

(формула Фишера) (3)
Процент отклонения расчётного  
значения от экспериментального

1 мес. 230,9 (118,4–430,6) 264,34 −14,5%

2 мес. 899,2 (497,8–1225,9) 846,74 5,83%

3 мес. 1033,2 (807,04–1215,6) 1020,38 1,2%

4 мес. 870,1 (319,7–3790,36) 940,00 −8,0%

6 мес. 579,3 (374,3–2524,9) 637,55 −10,1%

12 мес. 211,5 (116,9–507,3) 180,55 14,6%

18 мес. 75,5 (25,5–182,2) 66,76 11,6%
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успехом. Мы предположили, что кривая, отра-
жающая концентрацию анти-S антител, является 
результирующей двух процессов: формирования 
раннего антительного ответа на S-белок, пред-
ставленного короткоживущими плазмоцитами, и 
формирования антител долгоживущими плазмо-
цитами (на рисунке эти процессы обозначены 
штрих-пунктирными линиями  4 и 5). Процесс 
формирования и гибели этих плазмоцитов отра-
жается на концентрации производимых ими анти-
тел и обладает следующими свойствами: началь-
ное значение помещено в начало координат, затем 
следует резкий рост функции до определённого 
максимального значения, после этого происходит 
плавный спад значения рассматриваемой величи-
ны. Как известно из математической статистики, 
такой характер распределения описывается рас-
пределениями Фишера и Эрланга. Таким образом, 
необходимо было настроить два распределения 
данного вида, чтобы их сумма соответствовала 
кривой 2 на графике рис. 1. При этом образование 
антител ранними продуцентами аппроксимиру-
ется также с помощью распределения Фишера по 
формуле (4) (кривая 4 на рис. 1):

fS−белок Фишер(x) = 7·105·
(0,2x)4,5

(1+0,66x)13,75  .	 (4)

Тогда как кривая, описывающая синтез анти-
тел долгоживущими плазмоцитами, аппроксими-
руется распределением Эрланга (5) (кривая  5 на 
рис. 1):

fS−белок Эрланг(x) = 1100·
3,15,1· (0,11x)4,1·e−3,1x

4!  .	 (5)

При поиске наилучших значений коэффи-
циентов аппроксимирующих кривых использо-
вались точки данных за исключением точки но-
мер 6, соответствующей значению срока от начала 
заболевания 6  мес. Данная точка использовалась 
в качестве тестовой, для избежания переобучения 
модели.

В табл. 2 сопоставлены экспериментальные 
данные, полученные при определении уровней 
анти-S IgG-антител, и результаты аппроксимации 
по формулам (4) и (5). Из таблицы видно, что сумма 
результатов расчётов по формулам (4) и (5) откло-
няется от экспериментально полученных данных 
не более чем на 13% и строго укладывается в рас-
чётный интервал LQ-HQ для всех временных точек. 
В процессе выбора оптимальных коэффициентов 
для формул  (3), (4) и (5) с целью оценки качества 
применённых моделей были рассчитаны метрики 
качества: квадратный корень из среднеквадратич-
ной ошибки (RMSE) и средняя абсолютная процент-
ная ошибка (MAPE). При моделировании процесса 
изменения уровня IgG-антител к N-белку вируса 
SARS-CoV-2 в зависимости от времени от начала 
заболевания при использовании коэффициентов, 
представленных в формуле  (3), были получены 
минимальные значения метрик качества. RMSE 
составил 16,505, а МАРЕ  – 9,408%, что свидетель-
ствует о хорошем качестве предложенной модели.

Таблица 2. Сопоставление экспериментальных данных уровня IgG-антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 
в сыворотке крови переболевших лиц (BAU/мл) и результатов расчётов по формулам (4) и (5)

Срок от начала  
заболевания

S-белок  
(Me (LQ-HQ))

Расчёт 
(формула  

Фишера) (4)

Расчёт  
(формула  

Эрланга) (5)

Сумма расчётов  
по формулам  

(4) и (5)

Процент  
отклонения суммы 

расчётных значений 
от экспериментального

1 мес. 103,3  
(73,37–189,1) 89,60 1,23 90,83 12,1%

2 мес. 456,2  
(199,2–1027,1) 439,30 14,96 454,26 0,4%

3 мес. 787,4  
(356,1–1190,2) 687,89 56,07 743,96 5,5%

4 мес. 819,5  
(614,7–1538,3) 718,62 129,69 848,31 −3,5%

6 мес. 841,8  
(614,9–1420,7) 491,38 345,69 837,07 0,6%

12 мес. 810,9  
(504,5–1215,3) 70,82 766,21 837,03 −3,2%

18 мес. 551,6  
(372,5–757,5) 10,98 522,10 533,08 3,4%
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витых «Спутник V» (группа 2), переболевших, а после привитых «Спутник V» (группа 3) и дважды переболев-
ших COVID-19 (группа 4)
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Для моделирования изменений уровня IgG-
антител к S-белку в зависимости от времени, 
прошедшего от начала заболевания при исполь-
зовании коэффициентов, представленных в форму-
лах (4) и (5), были также получены минимальные 
значения метрик качества. RMSE составил 8,949, 
а МАРЕ  – 4,096%, что свидетельствует о высоком 
качестве предложенной модели.

Динамика спектра субклассов IgG-антител, 
специфичных к N- и S-белку вируса SARS-CoV-2, 
представлена на рис. 2. Интересно, что на N-белок 
вырабатывались антитела всех 4  субклассов, при 
этом IgG2 и IgG4 были минорными, тогда как на 
S-белок были обнаружены антитела только IgG1- 
и IgG3-субклассов, а IgG2 и IgG4 вообще не выяв-
лялись. В гуморальном ответе на оба белка отме-
чается одна и та же тенденция: специфические 
антитела субкласса IgG3 постепенно замещаются 
на IgG1, что говорит о созревании антител, однако 
скорость и полнота такого замещения различа-
ются. Так, при ответе на S-белок уже через месяц 
после заболевания 54,6 ± 2,7% IgG-ответа представ-
лено IgG1-субклассом, тогда как на N-белок на 
этом сроке выявляется только 35,2 ± 1,1% антител 
IgG1-субкласса. В течение года уровень IgG1-анти-
тел на N-белок повышался, составил 71,38 ± 3,2% от 
всего IgG-ответа и сохранялся на этом уровне ещё 
6 мес. За это же время и у тех же людей IgG1-ответ 
на S-белок быстро повышался. Через 6 мес. он уже 
составлял 97,4 ± 0,5% всего IgG-ответа, а к 12  мес. 
достиг 100% у всех обследованных и сохранялся 
на этом уровне ещё 6 мес. наблюдения.

На рис. 3 представлено сопоставление уров-
ней IgG-ответов на N- и S-белок вируса SARS-CoV-2 
для 4  исследованных групп, для группы  1  – через 
3  мес. после начала заболевания, для группы  2 и 
3  – через 3  мес. после второй дозы вакцины, для 
группы  4  – через 3  мес. после начала повторного 
заболевания (штамм омикрон).

Из рисунка видно, что уровень анти-N и анти-S  
антител варьировал в разных группах. Так, у пере-

нёсших COVID-19 однократно (группа 1) уровень 
анти-N антител сильно варьировал, но не пре-
вышал значимо уровень анти-S антител. У вакци-
нированных «Спутник  V» (группа 2) анти-N анти-
тел обнаружено не было, что вполне объяснимо 
отсутствием N-белка в составе этой вакцины. 
В  группе  3 с гибридным иммунитетом (вакцина-
ция через 6–12 мес. после перенесённого COVID-19) 
уровень IgG-антител к N-белку был значимо ниже 
(р = 0,018), чем уровень антител к S-белку. Кроме 
того, уровень анти-S антител был значимо выше 
(p = 0,004), чем в группе 2. В группе 4 с прорывным 
иммунитетом (дважды перенёсшие COVID-19) от-
мечается значимый прирост как анти-S антител 
(p = 0,0006), так и анти-N антител (p = 0,042) по срав-
нению с группой 1.

На рис. 4 представлены результаты оценки 
вклада антител субкласса IgG1 в общий ответ IgG 
на N- и S-белок коронавируса. Интересно, что все 
IgG, отвечающие на S-белок, были представлены 
IgG1-субклассом во всех 4  группах. В то же время 
IgG1-ответ на N-белок составил 72,8 ± 3,5% в груп-
пе 1, вовсе отсутствовал в группе 2, так как у вакци-
нированных не было ответа на этот белок, в груп-
пе 3 значимо не отличался от группы 1 (75,9 ± 3,8%), 
что объяснимо, поскольку этот ответ сформиро-
вался на первичное заболевание COVID-19, а при 
последующей вакцинации в составе вакцины 
отсутствовал N-белок. В группе 4 (повторно пере-
болевших COVID-19) процент IgG1-антител достиг 
99,1 ± 0,3%, значимо отличаясь от уровней в груп-
пах 1 и 3 (p < 0,01), то есть при вторичном ответе на 
N-белок продолжилось созревание анти-N антител.

Результаты исследования клеточного им-
мунного ответа на N- и S-антигены вируса SARS-
CoV-2 представлены на рис.  5. Из рисунка видно, 
что клеточный ответ на S-белок значимо не раз-
личался между исследованными группами, хотя 
можно отметить тенденцию к его повышению в 
группе с прорывным иммунитетом. Клеточный 
ответ на N-белок был значимо ниже в группе 3,  
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Рис. 5. Клеточный иммунный ответ на N- и S-белок вируса SARS-CoV-2

чем в группах  1 и 4 (p < 0,05). Мы ожидали, что в 
группе 2 не будет клеточного ответа на N-белок 
(как было при исследовании гуморального). Такие 
результаты были получены для 17  человек дан-
ной группы. Однако у 6 человек, привитых «Спут-
ник V», не имевших антител к N-белку, а также не 
имевших антител к S-белку вируса SARS-CoV-2 до 
вакцинации, проявился высокий клеточный ответ 
на N-белок, что дало в среднем уровень 5,94 ± 2,3% 
для группы 2. Выявлена сильная положительная 
корреляция между уровнями клеточных ответов 
на N- и S-белок (r = 0,937). Также выявлена слабая 
положительная корреляция между гуморальным и 
клеточным ответом на S-белок (r = 0,358) и отсут-
ствие корреляции между аналогичными парамет-
рами для N-белка.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведённых исследований уда-
лось показать, что концентрация IgG-антител к 
N-белку быстрее нарастает в крови переболевших 
COVID-19, чем уровень IgG-антител к S-белку. Уро-
вень анти-N антител демонстрирует более высокий 
и острый пик и более быстрое снижение. Подобные 
результаты были получены и другими независи-
мыми исследователями  [16]. Кривая изменения 
концентрации анти-N антител хорошо аппрокси-
мируется с помощью распределения Фишера (см. 
рис.  1), которое является частным случаем рас-
пределения Пирсона. В рассматриваемом случае 
на концентрацию антител в крови влияют два 
независимых события: формирование ранних, ко-
роткоживущих плазмоцитов, синтезирующих эти 
антитела, и гибель этих плазмоцитов с течением 
времени, что приводит к снижению концентра-
ции антител. Уровень анти-S антител изменялся 
во времени несколько иначе. Их концентрация 
нарастала медленнее, а вместо острого пика давала 

плато продолжительностью до года, после чего от-
мечалось постепенное снижение уровня антител. 
Попытки аппроксимировать такую кривую одной 
функцией не увенчались успехом. Мы считаем, 
что результирующая кривая концентрации анти-S 
антител является суммой двух независимых про-
цессов. Первый процесс  – формирование ранних 
короткоживущих плазмоцитов, синтезирующих 
анти-S антитела  – подобен таковому при синтезе 
анти-N антител и тоже хорошо аппроксимируется 
распределением Фишера. Интересно, что пики кри-
вых, описывающих формирование антител корот-
коживущими плазмоцитами для анти-N и анти-S 
антител, приходятся на срок 3  мес. после начала 
заболевания, и во второй части эти кривые идут 
практически параллельно друг другу, что свиде-
тельствует об идентичности соответствующих про-
цессов (см. рис. 1). Второй процесс – формирование 
долгоживущих плазмоцитов, также синтезирую-
щих анти-S антитела. Он более растянут во време-
ни и аппроксимируется распределением Эрланга 
(γ-распределение). Эта функция также является 
частным случаем распределения Пирсона и также 
применима для описания результата изменения во 
времени двух непрерывных независимых событий.  
В данном случае это формирование и гибель дол-
гоживущих плазмоцитов, продуцирующих анти-S 
антитела, что и отражается на концентрации этих 
антител в крови.

Известно, что короткоживущие плазмоциты 
продуцируют преимущественно антитела субклас-
са IgG3, а долгоживущие плазмоциты  – в основ-
ном IgG1-антитела [17]. Интересно, что в ответ на 
N-белок формируются антитела преимуществен-
но IgG3-субкласса, и переключение на IgG1-ответ 
происходит медленно, достигая уровня около 70% 
через 6  мес. после начала заболевания и остава-
ясь на этом уровне даже через 1,5  года. Похожие 
результаты были получены и другими исследова-
телями  [18]. В то же время при ответе на S-белок 
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такое переключение происходит значительно 
быстрее, превышая уровень 90% уже через 3  мес. 
после начала заболевания и достигая в дальней-
шем уровня 100%. Возможно, эти различия свя-
заны с тем, что в ответе на N-белок преобладают 
короткоживущие плазмоциты, а в ответ на S-белок 
формируются также и долгоживущие плазмоциты. 
Весьма вероятно, что такие различия в ответах 
на два высокоиммуногенных белка вируса SARS-
CoV-2 связаны с особенностями функций этих 
белков. Так, N-белок находится внутри вириона 
и активно функционирует на стадии репликации 
вируса. При этом анти-N антитела не являются 
протективными  [9]. Напротив, S-белок находится 
на поверхности вириона и отвечает за прикреп-
ление вируса и слияние с инфицируемой клет-
кой хозяина, поэтому антитела к нему блокируют 
вирус SARS-CoV-2 [19].

Если наши аппроксимации изменения уровня 
антител верны, то, согласно функции Эрланга, че-
рез 2 года после заболевания уровень анти-S анти-
тел должен был бы упасть чуть ниже 300 BAU/мл, 
через 3 года составил бы около 40 BAU/мл, а через 
4  года опустился бы ниже 10 BAU/мл, что счита-
ется значением «cut off» между отрицательным и 
положительным уровнем этих антител. Похожая 
динамика уровня антител наблюдалась у пациен-
тов, перенёсших заболевания вирусами SARS-CoV-1 
и MERS  [20]. Возможно, всё так и было бы, если 
бы вирус SARS-CoV-2 не мутировал столь часто и 
элиминировался бы из человеческой популяции. 
К сожалению, в реальности мы имеем иную кар-
тину. Вирус SARS-CoV-2 активно мутирует, и боль-
шинство мутаций приходится на S-белок, тогда как 
N-белок остаётся наиболее консервативным  [21]. 
Такие мутации позволяют вирусу уклоняться от 
антительной защиты, что приводит к повторным 
заболеваниям. Кроме того, активная вакцинация 
населения также внесла свои коррективы в про-
должительность антительной защиты от вируса 
SARS-CoV-2. Мы исследовали 4 группы людей, имев-
ших разную историю контактов с вирусом SARS-
CoV-2. Оказалось, что по уровню анти-S антител и 
IgG-субклассам дважды привитые вакциной «Спут-
ник V» не отличаются от переболевших COVID-19. 
А вот в группе дважды переболевших COVID-19 
(в начале пандемии и повторно вариантом оми-
крон) уровень и анти-N, и анти-S антител оказался 
значимо выше, чем у переболевших однократно. 
Интересно, что анти-N антитела не только увели-
чились в количестве, но и достигли практически 
100% по уровню антител IgG1-субкласса. Это гово-
рит о том, что хотя уровень анти-N антител, а, сле-
довательно, и плазмоцитов, их синтезирующих, на 
момент повторного заболевания был уже очень 
низким, В-клетки памяти ответили вторичным 
иммунным ответом на повторное распознавание 

N-белка, в результате чего произошло дополни-
тельное созревание анти-N антител. Анти-S анти-
тела продемонстрировали высокий бустер-эффект 
при повторном заболевании.

Клеточный иммунный ответ CD8+ цитотокси-
ческих лимфоцитов формировался как на S-, так 
и на N-белок. Показано, что Т-клеточные ответы 
формируются не только на структурные, но и на 
служебные белки вируса SARS-CoV-2  [22]. Уровень 
ответов на S-белок в четырёх исследованных нами 
группах значимо не различался. Это свидетель-
ствует о том, что CD8+ лимфоциты активно вовле-
каются в иммунный ответ как на заболевание, так 
и на вакцинацию от COVID-19. Так, было показано, 
что предсуществующие Т-клетки, реагирующие на 
белки вируса SARS-CoV-2, способны предотвратить 
развитие клинической картины заболевания [23]. 
Уровень клеточного ответа на N-белок в группе с 
гибридным иммунитетом (переболевшие, а позже 
привитые «Спутник V») оказался значимо ниже, 
чем в группе переболевших, что объясняется от-
сутствием N-белка в составе этой вакцины. Неожи-
данным было обнаружение высокого клеточного 
иммунного ответа на N-белок у 6 человек в группе 
привитых. При этом у них не было анти-N анти-
тел, и до вакцинации также не было выявлено ан-
тител к S-белку вируса SARS-CoV-2. Это может быть 
связано с гетерологичным иммунным ответом: ве-
роятно, эти люди ранее переболели одним из про-
студных коронавирусов, которые и до 2019  г. сво-
бодно циркулировали в человеческой популяции. 
N-Белок является чрезвычайно консервативным, и 
имеются перекрёстные эпитопы для Т-клеточных 
ответов у разных коронавирусов  [13]. Для  Т-кле-
точного ответа любой вирусный белок может быть 
антигеном, вызывающим атаку цитотоксических 
клеток. Возможно, наличие гетерологичных им-
мунных ответов на N-белок простудных корона-
вирусов обеспечивало защиту у людей, болевших 
COVID-19 легко или бессимптомно. С другой сто-
роны, нельзя исключить, что эти 6  человек пере-
несли инфицирование SARS-CoV-2 бессимптомно 
и без формирования IgG, но ответили формирова-
нием Т-клеточного ответа. Такие случаи описаны 
в литературе [24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в результате проведённого 
исследования удалось показать, что гуморальные 
иммунные ответы на S- и N-белки вируса SARS-
CoV-2 формируются независимо друг от друга. 
При этом в ответ на N-белок формируются пре-
имущественно короткоживущие плазмоциты, 
синтезирующие IgG-антитела всех четырёх суб-
классов с постепенным переключением с IgG3-  
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на IgG1-ответ (около 70%). Ответ на S-белок пред-
ставлен, по-видимому, как короткоживущими 
плазмоцитами, формирующимися в начале от-
вета, так и долгоживущими плазмоцитами. Ко-
роткоживущие плазмоциты отвечают на S-белок 
субклассами антител IgG1 и IgG3, а долгоживу-
щие  – субклассом IgG1. Динамика уровня анти-
тел, синтезируемых короткоживущими плазмо-
цитами, описывается распределением Фишера, 
а для описания уровня антител, синтезируемых 
долгоживущими плазмоцитами, более подходит 
распределение Эрланга. Уровень антител в груп-
пах с гибридным иммунитетом превышает тако-
вой в группе с поствакцинальным иммунитетом,  
а в группе с прорывным иммунитетом – превышает 
как постинфекционный, так и поствакцинальный 
иммунитет. Клеточный иммунитет на S- и N-белки 
вируса SARS-CoV-2 несколько различается в зави-
симости от способов индукции этого иммунитета 
(прививка или заболевание). Важно, что гетероло-
гичные иммунные ответы CD8+ Т-клеток, сформи-
рованные на N-белок других коронавирусов, могут 
участвовать в иммунной защите от SARS-CoV-2.
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FEATURES OF THE HUMORAL AND CELLULAR IMMUNE 
RESPONSE TO S- AND N-PROTEINS OF THE SARS-CoV-2 VIRUS

Z. E. Afridonova1, A. P. Toptygina1,2*, and I. S. Mikhaylov3

1 Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology,  
125212 Moscow, Russia; e-mail: toptyginaanna@rambler.ru

2 Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia
3 Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education  

National Research University “MPEI”, 111250 Moscow, Russia

The pandemic of a new coronavirus infection, which has lasted for more than 3 years, is still accompa-
nied by frequent mutations in the S-protein of the SARS-CoV-2 virus and the emergence of new variants 
of the virus, causing new outbreaks of the disease. Of all the coronavirus proteins, the S- and N-proteins 
are the most immunogenic. The aim of this study was to compare the features of humoral and T-cell 
immune responses to the SARS-CoV-2 S- and N-protein in people with different histories of interac-
tion with this virus. The following were examined: 27 people who had COVID-19, 23 twice vaccinated 
with the Sputnik V vaccine and did not have COVID-19, 22 people who had COVID-19, and after 6-12 
months twice vaccinated with the Sputnik V vaccine, and 25 people who recovered from COVID-19 twice.  
The level of antibodies was determined by enzyme immunoassay, cellular immunity was determined  
by the expression of CD107a on CD8high lymphocytes after they recognized antigens of the SARS-CoV-2 
virus. It has been shown that the humoral immune response to the N-protein is formed mainly by 
short-lived plasma cells synthesizing IgG antibodies of all four subclasses with a gradual switch from 
IgG3 to IgG1. The response to the S-protein is represented by both short-lived plasma cells formed at 
the beginning of the response (IgG1 and IgG3 subclasses) and long-lived plasma cells (IgG1 subclass).  
The dynamics of the level of antibodies synthesized by short-lived plasma cells is described by the Fisher 
equation, and the Erlang equation is more suitable for describing the level of antibodies synthesized by 
long-lived plasma cells. The level of antibodies in the groups with hybrid immunity exceeds the level 
with post-vaccination immunity, and in the group with breakthrough immunity it exceeds both post-in-
fection and post-vaccination immunity. Cellular immunity to the S- and N-proteins of the SARS-CoV-2 
virus differs somewhat depending on the methods of induction of this immunity (vaccination or disease). 
Importantly, heterologous CD8+ T cell immune responses to the N-protein of other coronaviruses may be 
involved in immune defense against SARS-CoV-2.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, N-protein, S-protein, antibodies, vaccination, hybrid immunity, cellular 
immunity, breakthrough immunity
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Нормальное кроветворение регулируется стромальным микроокружением костного мозга, в со-
став которого входят разнообразные клетки стромы и лимфоциты. При лимфоидных неоплазиях 
нарушаются развитие и функционирование клеток иммунной системы, влияющие на строму 
костного мозга. Мультипотентные мезенхимные стромальные клетки (МСК) участвуют в регу-
ляции иммунного ответа как за счет межклеточного взаимодействия, так и за счет секреции 
различных цитокинов. При онкогематологических заболеваниях изменяется стромальное мик-
роокружение костного мозга, в том числе и МСК. Целью исследования было описать изменения, 
происходящие с иммунологической функцией МСК при лимфоидной неоплазии из ранних кле-
ток-предшественниц, локализованных в костном мозге (острый лимфобластный лейкоз, ОЛЛ), 
и более поздних, расположенных вне костного мозга (диффузная В-клеточная крупноклеточная 
лимфома, ДВККЛ). Исследовали параметры роста, экспрессию мембранных маркеров, экспрессию 
генов интереса и секретом МСК от больных ОЛЛ и ДВККЛ до начала лечения и в ремиссии забо-
левания. В качестве контроля использовали МСК здоровых доноров соответствующих возрастов. 
Показано, что концентрация МСК в костном мозге больных  ОЛЛ снижена до начала лечения 
и восстанавливается по достижении ремиссии; у больных  ДВККЛ этот параметр не изменен.  
Способность МСК к пролиферации не была изменена у больных ОЛЛ, а в клетках у больных ДВККЛ 
достоверно повышена, по сравнению с донорами, и до начала лечения, и по достижению ремис-
сии заболевания. У пациентов иммунофенотип МСК и экспрессия генов, важных для дифферен-
цировки, поддержания иммунологического статуса и секреции цитокинов, достоверно отлича-
лись по многим параметрам от таковых у здоровых доноров и зависели от заболевания. Белки, 
секретируемые МСК, сильно различались у доноров и пациентов. МСК пациентов секретировали 
меньше белков, связанных с регуляцией иммунного ответа, дифференцировкой и поддержанием 
стволовых кроветворных клеток. Лимфоидная неоплазия приводит к значительным изменениям 
в функциональном иммунологическом статусе МСК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: МСК, ОЛЛ, ДВККЛ, экспрессия генов, секреция белков.
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Принятые сокращения: ДВККЛ – диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфома; ОЛЛ – острый лимфо-
бластный лейкоз; МСК – мультипотентные мезенхимные стромальные клетки; ОУЭ – относительный уровень 
экспрессии; СКК  – стволовые кроветворные клетки; СУФ  – средний уровень флуоресценции; APO  – аполипо-
протеины; FDR  – алгоритм оценки локальной частоты ложных обнаружений; TGF-β  – трансформирующий 
фактор роста-β.

ВВЕДЕНИЕ

Костный мозг отвечает за поддержание соста-
ва клеток крови, в том числе иммунных, в тече-
ние всей жизни. Помимо своей ключевой крове-
творной функции, костный мозг действует как 
важный лимфоидный орган, в котором находится 
множество зрелых популяций лимфоцитов, вклю-
чая В-клетки, Т-клетки, естественные Т-киллеры 
и клетки врожденного иммунитета  [1]. В  кост-
ном мозге лимфоидные клетки взаимодействуют 
со стромальным микроокружением и участвуют 
в регуляции кроветворения и иммунного ответа. 
Стволовые кроветворные клетки (СКК) находятся в 
специализированных нишах, которые регулируют 
их поддержание для пожизненного производства 
клеток крови. Также ниши обеспечивают хоминг 
и выживание СКК, регулируют их состояние покоя, 
самообновление, дифференцировку и пролифера-
цию. В формировании и функционировании таких 
ниш участвуют клетки многих типов [2]. Один из 
основных компонентов ниши – мезенхимные ство-
ловые клетки, дифференцирующиеся в другие мно
гочисленные стромальные клетки, составляющие 
нишу, удерживающие СКК и отвечающие за имму-
нологические реакции костного мозга [3].

В-Клеточные лимфопролиферативные заболе-
вания, в число которых входят множественная мие-
лома, лимфома Ходжкина и хронический лимфо-
цитарный лейкоз (ХЛЛ), а также предшествующие 
состояния, такие как, например, моноклональный 
В-клеточный лимфоцитоз  – это патологии, сопро-
вождающиеся неконтролируемым размножением 
В-лимфоцитов [4]. Лимфопролиферативные заболе-
вания могут возникать либо в лимфатических тка-
нях (как в случае лимфомы), либо в костном мозге 
(как в случаях ХЛЛ и множественной миеломы). 
Течение заболевания и тактика лечения широко 
варьируют в зависимости от типа неоплазии и дру-
гих индивидуальных факторов, однако даже экс-
трамедуллярные опухоли оказывают влияние на 
стромальное микроокружение костного мозга  [5].  
Кроме того, на строму костного мозга могут силь-
но влиять хронические вирусные инфекции. На-
пример, ретикулярные клетки, секретирующие 
хемокин CXCL12 (CAR-клетки), погибают у мышей 
с хроническим лимфоцитарным хориоменинги-
том из-за продукции интерферонов IFN-α и IFN-γ 
вирус-специфическими CD8+  T-клетками  [6]. Хро-
нические вирусные инфекции связаны с угнете-
нием кроветворения, функциональной недоста-

точностью костного мозга и истощением пула 
СКК  [7, 8]. Показано, что хроническая инфекция 
вирусом лимфоцитарного хориоменингита приво-
дит к гибели большинства мезенхимных CAR-кле-
ток и провоспалительному транскрипционному 
ремоделированию оставшихся клеток этой клю-
чевой для ниши популяции. Это вызывает долго-
временные функциональные дефекты и снижение 
конкурентоспособности  СКК. Иммунопатология 
костного мозга может вызываться вирус-специфи-
ческими активированными CD8+ Т-клетками, кото-
рые накапливаются в костном мозге через интер-
ферон-зависимые механизмы. Комбинированное 
ингибирование путей IFN  I и  II  типа антителами 
полностью предотвращает дегенерацию CAR-кле-
ток и защищает СКК от хронической дисфункции.  
Следовательно, вирусные инфекции и последую-
щие иммунные реакции оказывают длительное 
влияние на гомеостаз костного мозга, постоянно 
снижая конкурентоспособность  СКК и нарушая 
секрецию основных стромально-активных ве-
ществ, поддерживающих кроветворение [9].

Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ)  – нео-
плазия, возникающая из предшественников В-кле-
ток (В-ОЛЛ) или Т-клеток (Т-ОЛЛ). Заболевание ха-
рактеризуется неконтролируемой пролиферацией 
лимфоидных предшественников в костном мозге 
и образованием большого количества незрелых 
лимфоцитов, нарушая нормальные гемопоэтиче-
ские функции. B-ОЛЛ считается генетическим за-
болеванием, однако в настоящее время все больше 
данных свидетельствует о том, что микроокруже-
ние костного мозга может вносить существенный 
вклад в поддержание, прогрессирование, ответ на 
лечение, и, возможно, развитие заболевания неза-
висимо от наличия специфических генетических 
аномалий в кроветворных клетках  [10]. Многие 
данные свидетельствуют о том, что клетки B-ОЛЛ 
могут модифицировать микроокружение костного 
мозга, создавая условия, способствующие выжива-
нию злокачественных клеток при химиотерапии, 
что приводит к рецидиву заболевания. Лейкозные 
клетки взаимодействуют с компонентами микро-
окружения костного мозга, в том числе с мульти-
потентными мезенхимными стромальными клет-
ками (МСК)  [11]. Исследования взаимовлияний 
между микроокружением костного мозга и клет-
ками  ОЛЛ привели к открытию потенциальных 
терапевтических мишеней. Такими мишенями 
могут стать цитокины/хемокины и их рецепторы, 
молекулы адгезии, связанные с гипоксией белки 
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и пути передачи сигнала [12]. Сложные взаимодей-
ствия между лейкозными клетками и компонен-
тами микроокружения костного мозга приводят к 
участию МСК в подавлении противоопухолевого 
ответа, так как эти клетки секретируют цитоки-
ны, такие как трансформирующий фактор роста-β 
(TGF-β) и фактор роста гепатоцитов (HGF), которые 
опосредуют супрессию Т-клеток [13].

Диффузная В-клеточная крупноклеточная 
лимфома (ДВККЛ)  – это гетерогенная группа за-
болеваний, различающаяся по гистологическим, 
иммуногистохимическим и молекулярным харак-
теристикам [14]. Только у 10–25%  больных ДВККЛ 
гистологическими или молекулярными мето-
дами выявляется поражение костного мозга [15]. 
Считается, что у оставшихся 75–90%  пациентов с 
ДВККЛ костный мозг не вовлечен в опухолевый 
процесс. Тем не менее стромальные клетки-пред-
шественницы костного мозга у больных ДВККЛ без 
вовлечения костного мозга изменены [16]. Такие 
изменения нельзя объяснить контактным взаимо-
действием с опухолевыми клетками, как это про-
исходит при лейкозах  [17, 18]. Многие опухоли 
секретируют цитокины и хемокины [19, 20], нали-
чие опухоли в организме может быть рассмотрено 
как воспалительный процесс  [21, 22]. Воспаление 
связано с активным высвобождением множества 
факторов, которые могут активировать клетки 
стромального микроокружения костного мозга, в 
частности МСК  [23]. МСК, активированные IL-1β, 
TNF и IFN-γ, секретируют ингибиторы и актива-
торы воспалительного процесса [24].

Целью исследования было проанализиро-
вать молекулярные и физиологические измене-
ния, происходящие под действием лимфоидной 
неоплазии, в иммунологической функции  МСК. 
Изучали опухоли из ранних клеток-предшествен-
ниц, напрямую контактирующих со стромой кост-
ного мозга (ОЛЛ), и более зрелых, расположенных 
исключительно экстрамедуллярно (ДВККЛ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на МСК, выделенных из 
костного мозга пациентов с ОЛЛ и ДВККЛ, в каче-
стве контроля были использованы МСК из костно-
го мозга здоровых доноров. Чтобы учесть разницу 
в возрасте, для пациентов с  ОЛЛ и  ДBККЛ были 
подобраны две разные группы доноров соответ-
ствующего возраста. В  связи с этим исследован-
ные показатели были нормированы на значение 
медианы соответствующей группы доноров.

Данные о количестве образцов, пациентах и 
донорах представлены в табл. 1.

Культивирование МСК. Костный мозг полу-
чали во время диагностических пункций у па-

циентов и эксфузий у доноров гемопоэтических 
стволовых клеток после подписания ими инфор-
мированного согласия. Для предотвращения свер-
тывания 2–7  мл костного мозга помещали в сте-
рильные пробирки, содержащие 1  мл  гепарина 
(50  ед./мл). Костный мозг разводили в  2  раза сре-
дой α-МЕМ («ICN», Канада), содержащей 0,2%  ме-
тилцеллулозы (1500 сП; «Sigma-Aldrich», США) и 
оставляли на 40 мин при комнатной температуре. 
Надосадочную жидкость собирали и осаждали 
центрифугированием при 450 g в течение 10 мин. 
Количество ядерных клеток определяли при под-
счете с генциан-виолетом (1%-ный раствор в 
3%-ной уксусной кислоте) в камере Горяева. Клет-
ки (3 × 106) помещали во флакон с площадью дна 
25 см2 («Corning-Costar», США) в 5 мл полной пита-
тельной среды α-MEM, содержащей 10%  эмбрио-
нальной телячьей сыворотки («Hyclone», США), 
2  мМ L-глутамина («ICN»), 100  ед./мл  пеницилли-
на («Синтез», Россия) и 5 мкг/мл  стрептомицина 
(«БиоФармГарант», Россия). МСК  культивировали 
в инкубаторе при 37 °С в атмосфере 5% СО2. Среду 
культивирования меняли 2  раза в неделю. После 
достижения конфлюентности клетки пассировали. 
Для этого флакон с клетками дважды промывали 
5 мл раствора Версена и 1 раз – 0,25 мл 0,25%-ного 
раствора трипсина («ПанЭко», Россия), заливали 
0,25 мл раствора трипсина и оставляли при ком-
натной температуре до открепления клеток от 
пластика. Добавляли 1 мл среды с эмбриональной 
телячьей сывороткой, взвешивали клетки и под-
считывали их количество в растворе 0,2%-ного 
трипанового синего («Sigma-Aldrich») для опреде-
ления их жизнеспособности (трипановый синий 
окрашивает только мертвые клетки). При пасси-
ровании во флакон с площадью дна 25  см2 выса-
живали 105 клеток в 5 мл среды. Культуры вели на 
протяжении 4 пассажей.

Временем до  P0 считали дни от посадки до 
достижения конфлюентности, время до  P3 опре-
деляли, как время от посадки до третьего пассажа.

Расчет кумулятивной клеточной продукции. 
Кумулятивную клеточную продукцию за  3  пасса-
жа вычисляли по формуле:

Nсум = N0 + N0 · 
N1

200000 + N1 · 
N2

200000 + N2 · 
N3

200000 ,	 (1)

где N0, N1, N2 и N3  – количество клеток, снятых 
с двух флаконов для культивирования на  0, 1, 2 
и 3 пассажах соответственно.

Определение среднего уровня флуоресцен-
ции поверхностных маркеров  МСК. Поверх-
ностный фенотип МСК определяли на втором 
пассаже методом проточной цитометрии. После 
снятия МСК со дна флакона их дважды отмыва-
ли раствором CellWash («BD Biosciences», США) и 
после этого 2 × 104  клеток инкубировали 20  мин 
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Таблица 1. Характеристики пациентов и доноров

Диагноз Группа Всего Пол Число Возраст, годы Медиана возраста, лет

ОЛЛ

дебют 31
мужчины 15 19–72 29

женщины 16 18–55 31

ремиссия 14
мужчины 5 19–55 24

женщины 9 18–55 30

ДBККЛ

дебют 40
мужчины 14 30–78 48

женщины 26 34–79 60

ремиссия 40
мужчины 14 30–78 48

женщины 26 34–79 60

Доноры

ОЛЛ 56
мужчины 30

18–48 27
женщины 26

ДBККЛ 30
мужчины 10

30–78 54
женщины 20

в  темноте с моноклональными антителами. Па-
нели антител были следующими: 1) анти-CD90, 
меченные PE (5E10; «BD Pharmingen», США), анти-
HLA-ABC, меченные FITC (FN50; «BioLegend», США) 
и анти-HLA-DR, меченные APC (L243; «BioLegend»); 
2) анти-CD105, меченные  FITC (43A3; «BioLegend»), 
анти-CD54, меченные APC (HA58; «BioLegend»), ан-
ти-CD146, меченные  PE (P1H12; «BD Pharmingen»); 
3) анти-CD73, меченные PE (AD2; «BD Pharmingen»). 
Анализ проводили с использованием проточного 
цитометра CytoFLEX («Beckman Coulter», США), дан-
ные анализировали с помощью программы Kaluza 
Analysis  2.1 («Beckman Coulter»). Популяцию МСК 
определяли по параметрам прямого и бокового 
светорассеяния. Оценивали средний уровень флуо-
ресценции (СУФ) по каналам APC, FITC и PE.

Определение относительного уровня экс-
прессии генов. Выделение РНК. Для выделения 
РНК клетки первого пассажа (от 105 до 4,5 × 105 кле-
ток) центрифугировали при 300 g и сливали су-
пернатант. Промывали 1 мл фосфатного буфера 
(«MPBio», Франция), центрифугировали при 300 g, 
сливали супернатант. Заливали осадок 400  мкл 
TriZol («Ambion by Life Technologies», США) и замо-
раживали при –70 °С. После размораживания в про-
бы добавляли 120 мкл хлороформа, встряхивали, 
инкубировали 2 мин при комнатной температуре 
и центрифугировали 15  мин при 13 500 g и  4 °С в 
центрифуге Centrifuge  5424  R («Eppendorf», Герма-
ния). Полученную верхнюю фазу переносили в но-
вые пробирки, добавляли 400  мкл изопропанола, 
инкубировали 10 мин при комнатной температуре 
и центрифугировали 10  мин при 13 500 g и  4 °С.  

Сливали супернатант, промывали осадок 1 мл 
75%-ного этилового спирта, встряхивали на вортек-
се и центрифугировали 5  мин при 13 500 g и  4 °С.  
Супернатант сливали и отбирали капли, осадок 
оставляли просохнуть 5  мин при комнатной тем-
пературе. Далее, заливали осадок 100  мкл воды, 
обработанной  ДЭПК, и оставляли на 30  мин на 
льду для растворения. После встряхивания на вор-
тексе отбирали 1  мкл для измерения количества 
выделенной РНК. Измерение проводили на прибо- 
ре NanoDrop One («Thermo Fisher Scientific», США) 
при длине волны 260  нм, степень чистоты РНК 
определяли по соотношению 260/280 нм (оно дол-
жно быть в пределах 1,8–2,0). К оставшимся после 
измерения 99 мкл раствора РНК добавляли 10 мкл 
3 М ацетата натрия и 250 мкл 96%-ного этилового 
спирта. Хранили при –20 °С.

Синтез кДНК. РНК центрифугировали в сме-
си этилового спирта и ацетата натрия 10 мин при 
13 500 g и 4 °С. После этого удаляли супернатант и 
осадок промывали 1 мл 75%-ного этилового спир-
та, встряхивали на вортексе и центрифугировали 
5 мин при 13 500 g и  4 °С. Отбирали супернатант, 
осадок сушили 5 мин при комнатной температуре. 
Добавляли обработанную ДЭПК воду из расчета 
1 мкл на мкг РНК, оставляли на льду на 30 мин для 
растворения. Для обратной транскрипции смеши-
вали 2 мкл раствора РНК (2 мкг), по 1,25 мкл прай-
меров (Т13 и случайных гексамеров, 40 пмоль/мкл) 
и 5,5 мкл обработанной ДЭПК воды, инкубировали 
в амплификаторе Терцик («ДНК-Технология», Рос-
сия) 10  мин при 70 °С и  10  мин при  4 °С. Добав-
ляли 15  мкл смеси для обратной транскрипции, 
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Таблица 2. Последовательности праймеров и зондов

Ген Назначение олигонуклеотида Последовательность олигонуклеотида
5′ → 3′

BACT

праймер прямой CAACCGCGAGAAGATGACC

праймер обратный CAGAGGCGTACAGGGATAGC

зонд ROX-AGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACG-BHQ2

GAPDH

праймер прямой GGTGAAGGTCGGAGTCAACG

праймер обратный TGGGTGGAATCATATTGGAACA

зонд ROX-CTCTGGTAAAGTGGATATTGTTGCCATCA-BHQ2

VEGFA

праймер прямой AGGCGAGGCAGCTTGAGTTA

праймер обратный ACCCTGAGGGAGGCTCCTT

зонд FAM-CCTCGGCTTGTCACATCTGCAAGTACGT-RTQ1

FGF2

праймер прямой GAAGAGCGACCCTCACATCAAG

праймер обратный TCCGTAACACATTTAGAAGCCAGTA

зонд FAM-TCATAGCCAGGTAACGGTTAGCACACACTCCT-RTQ1

IL6

праймер прямой ACCTGAACCTTCCAAAGATG

праймер обратный CTCCAAAAGACCAGTGATGA

зонд FAM-ATTCAATGAGGAGACTTGCCTGGTG-RTQ1

IL8

праймер прямой ACCATCTCACTGTGTGTAAAC

праймер обратный GTTTGGAGTATGTCTTTATGC

зонд FAM-CAGTTTTGCCAAGGAGTGCTAAAG-RTQ1

PDGFRB

праймер прямой CTCCCTTATCATCCTCATCA

праймер обратный TCCACGTAGATGTACTCATG

зонд FAM-TCACAGACTCAATCACCTTCCATC-RTQ1

SPP1

праймер прямой ATAGTGTGGTTTATGGACTGAG

праймер обратный ATTCAACTCCTCGCTTTCC

зонд FAM-CCAGTACCCTGATGCTACAGACGAG-RTQ1

BGLAP

праймер прямой GCAGCGAGGTAGTGAAGAG

праймер обратный GAAAGCCGATGTGGTCAG

зонд FAM-CTCCCAGCCATTGATACAGGTAGC-RTQ1

PPARG

праймер прямой TACTGTCGGTTTCAGAAATGC

праймер обратный CAACAGCTTCTCCTTCTCG

зонд FAM-CCATCAGGTTTGGGCGGATGCC-RTQ1

FGFR1

праймер прямой CAGAATTGGAGGCTACAAGG

праймер обратный TGATGCTGCCGTACTCATTC

зонд FAM-CATCATAATGGACTCTGTGGTGC-RTQ1

FGFR2

праймер прямой CTCATTATGGAAAGTGTGGTC

праймер обратный TGGGCCGGTGAGGCGATC

зонд FAM-CAGGTGGTACGTGTGATTGATGGA-RTQ1

SOX9

праймер прямой AGCAAGACGCTGGGCAAG

праймер обратный GTTCTTCACCGACTTCCTC

зонд FAM-CTGGAGACTTCTGAACGAGAGC-RTQ1
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Таблица 2 (окончание)

Ген Назначение олигонуклеотида Последовательность олигонуклеотида
5′ → 3′

SDF1

праймер прямой CTACAGATGCCCATGCCGAT

праймер обратный TAGCTTCGGGTCAATGCACA

зонд FAM-CAGTTTGGAGTGTTGAGAATTTTGAG-RTQ1

TGFB1

праймер прямой TGCGTCTGCTGAGGCTCAA

праймер обратный CGGTGACATCAAAAGATAACC

зонд FAM-AGGAATTGTTGCTGTATTTCTGGTAC-RTQ1

ICAM1

праймер прямой GCAATGTGCAAGAAGATAGC

праймер обратный CTCCACCTGGCAGCGTAG

зонд ROX-CACGGTGAGGAAGGTTTTAGCTGTT-RTQ2

инкубировали в амплификаторе Терцик при 42 °С 
в течение 60  мин. Добавляли 75 мкл воды milliQ. 
Полученную кДНК хранили при –20 °С.

ПЦР в реальном времени. ПЦР-РВ в модифика-
ции Taq-man проводили на приборе AbiPrism Real 
Time PCR System 7500 («Thermo Fisher Scientific») в 
96-луночном планшете («Thermo Fisher Scientific»), 
объем реакции – 25 мкл. Каждый образец анализи-
ровали в трех независимых повторах, использова-
ли положительный контроль (референсная смесь 
кДНК) для оценки качества реакции и соотнесения 
результатов разных ПЦР и отрицательный кон-
троль (вместо кДНК добавляли воду). Последова-
тельности праймеров и зондов, использованных 
в работе, представлены в табл. 2.

ПЦР начинали с 10 мин при 95 °С для актива-
ции полимеразы, проводили 40 циклов ПЦР для 
генов BACT и GAPDH, 45 циклов  – для остальных 
генов. Параметры цикла: 15 с – 95 °С; 40 с – 60 °С.

Расчет относительного уровня экспрессии 
генов. Относительный уровень экспрессии (ОУЭ) 
генов рассчитывали с помощью модифицирован-
ного метода ΔΔCt  [25]. Для расчетов использовали 
среднее арифметическое Ct трех независимых 
повторов. Ct  – это количество циклов, потребо-
вавшееся для достижения порогового значения 
флуоресценции зонда в ПЦР.

Для каждого гена считали ΔCt по формуле:

ΔCt = Ctобразца – Ctконтроля.	 (2)

Сначала рассчитывали ОУЭ генов «домашнего 
хозяйства» (ДХ) – BACT и GAPDH – по формуле:

ОУЭДХ = 2–ΔCt.	 (3)

Далее рассчитывали фактор нормализа-
ции (ФН) образца по формуле:

ФН = √ОУЭBACT * ОУЭGAPDH .	 (4)

Для расчета ОУЭ гена интереса применяли 
формулу:

ОУЭ = 
(2−ΔCt)
ФН   .	 (5)

Анализ секретома. Получение среды, конди-
ционированной МСК. МСК на 2–3 пассаже высева-
ли из расчета 4 × 103 клеток на см2 во флаконы Т175 
(«Corning-Costar»). После достижения конфлюент-
ности (3–4  дня) флаконы промывали 5 раз фос-
фатным буфером без Ca2+/Mg2+ («Invitrogen», США), 
а затем культивировали в течение 24 ч в среде 
RPMI  1640 без сыворотки и фенолового красного 
(«HyClone»). Кондиционированную среду центри-
фугировали при 400 g в течение 10 мин и замора-
живали при –70 °С.

Для анализа LC-MS/MS к каждому образцу 
добавляли коктейль ингибиторов протеаз (Halt 
Protease Inhibitor Cocktail; «Thermo Fisher Sci
entific»), а затем центрифугировали при 1500 g в 
течение 10  мин для удаления дебриса. Суперна-
танты немедленно замораживали и лиофилизи-
ровали для уменьшения объема. Лиофилизаты 
ресуспендировали в течение 30  мин в буфере, 
содержащем 6 М  Gd-HCl, 10 мМ  Tris-HCl (рН  8,0) и 
2  мМ  ДТТ. Для осаждения нерастворимой фрак-
ции растворы центрифугировали при 16 000 g в 
течение 10  мин при  4 °C. Образцы концентриро-
вали с помощью центрифужного фильтра (Corning  
Spin-X  UF6; «Sigma-Aldrich», США) для замены бу
фера. К  концентрированным образцам добавляли 
буфер (8 М  мочевины, 2 М  тиомочевины, 10 мМ 
Tris-HCl (pH 8,0)) в соотношении 1/3 и инкубирова-
ли при комнатной температуре в течение 30 мин. 
Дисульфидные связи восстанавливали 5  мМ  ДТТ 
при комнатной температуре в течение 40 мин, а за-
тем алкилировали 10 мМ йодацетамидом в темно-
те при комнатной температуре в течение 20 мин. 
Алкилированные образцы разбавляли добавле-
нием 50 мМ раствора NH4HCO3 в соотношении 1/4, 
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затем добавляли трипсин (0,01 мкг на 1 мкг белка) 
и инкубировали образцы при 37 °С в течение 14 ч. 
Реакцию останавливали добавлением муравьиной 
кислоты до конечной концентрации 5%. Пептиды 
обессоливали с помощью Discovery DSC-18 (пробир-
ки 1 мл, 50 мг) («Sigma-Aldrich»), сушили в вакууме 
и хранили при –80 °C до анализа. Перед LC-MS/MS 
образцы были повторно растворены в 5%-ном 
ацетонитриле, содержащем 0,1% трифторуксусной 
кислоты, и обработаны ультразвуком.

Анализ проводили на масс-спектрометре 
Orbitrap Q Exactive HF-X, оснащенном источником 
нано-ESI и нанопроточным хроматографом высо-
кого давления (UPLC Ultimate  3000) с обращенно-
фазовой колонкой C-18 (100 мкм × 300 мм) («Thermo 
Fisher Scientific»).

Биоинформатическая обработка данных 
масс-спектрометрии. Необработанные данные 
с масс-спектрометра были преобразованы в фай-
лы mgf с помощью MSConvert («ProteoWizard Soft
ware Foundation», США) с параметрами «--mgf--filter 
pickPicking true» [1, 2]. Для идентификации белков 
был проведен поиск с помощью MASCOT (вер-
сия  2.5.1; «Matrix Science  Ltd.», Великобритания) 
и X!Tandem (ALANINE, 2017.02.01, 2017.02.01, The 
Global Proteome Machine Organization) в базе дан-
ных белков человека UniProt с конкатенирован-
ным набором данных обратной ловушки. Допусти-
мые массы предшественника и фрагмента были 
установлены 20 ppm и  0,04 Да соответственно. 
Параметры поиска в базе данных включали сле-
дующее: триптическое расщепление с одним  [26] 
возможным пропуском, статическая модификация 
для карбамидометила (C) и динамические моди-
фикации для окисления (M). Для X!Tandem были 
выбраны параметры, которые позволили быстро 
проверить ацетилирование N-концевого остатка 
белка, потерю аммиака с N-концевого глутамина 
и воды с N-концевой глутаминовой кислоты. Фай-
лы с результатами обрабатывались с помощью 
программы Scaffold  5  (версия  5.1.0). Использовал-
ся алгоритм оценки локальной частоты ложных 
обнаружений  (FDR) со стандартной группировкой 
белков. Для оценки попаданий пептидов и белков 
(для обоих) была выбрана FDR = 0,05. Аннотирован-
ные в базе Swiss-Prot образцы были отмечены как 
предпочтительные.

Статистический анализ. Данные представ-
лены в виде индивидуальных значений с отме-
ченной медианой. Для каждой выборки экспе-
риментальных данных проводили проверку на 
нормальность с помощью критерия Шапиро–
Уилка (при  p < 0,05 распределение принималось 
отличным от нормального). Достоверность раз-
личий в данных анализировали с помощью теста 
Манна–Уитни для ненормальных распределений. 
Статистически значимыми считали различия 

при p < 0,05. Статистический анализ осуществляли 
с помощью GraphPad Prism 8.03.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Под воздействием лимфоидных неоплазий ха-
рактеристики МСК изменяются. При ОЛЛ и ДBККЛ 
кроветворные предшественники, инициирующие 
развитие опухоли, различаются по степени диф-
ференцированности: при ОЛЛ опухолевую транс-
формацию претерпевают ранние костномозговые 
предшественники, а при ДBККЛ – более дифферен-
цированные B-клетки вне костного мозга. Стоит 
отметить, что в работе были изучены МСК только 
пациентов с ДBККЛ без поражения костного мозга.

Ростовые характеристики МСК. Время, необ-
ходимое для достижения нулевого пассажа МСК 
пациентов с ОЛЛ до начала лечения, было уве-
личено  (p < 0,0001), что косвенно может отражать 
снижение количества стромальных клеток-пред-
шественниц в костном мозге. По достижению 
ремиссии этот показатель нормализовался. МСК 
пациентов с ДBККЛ не отличались от клеток 
здоровых доноров до начала лечения заболева-
ния, а в ремиссии  – достигали P0 быстрее донор-
ских  (р = 0,0107). Как следствие, время до  P0 было 
больше у клеток больных ОЛЛ, чем у МСК боль-
ных ДBККЛ в дебюте заболевания  (рис. 1, а). В  ре-
миссии заболеваний время до  P0 достоверно не 
отличалось.

Суммарная клеточная продукция МСК за 
3 пассажа у больных ОЛЛ не отличалась от показа-
телей здоровых доноров. При достижении ремис-
сии суммарная клеточная продукция больных ОЛЛ 
достоверно увеличивалась по сравнению с доно-
рами (р = 0,0419). Суммарная клеточная продукция 
МСК пациентов с  ДBККЛ была повышена отно-
сительно МСК доноров как в дебюте  (р = 0,0119), 
так и в ремиссии заболевания  (р  = 0,0011), а в 
дебюте также была значимо выше, чем при дебю-
те ОЛЛ (рис. 1, б).

Таким образом, нами показано, что при ОЛЛ 
происходит угнетение роста МСК до лечения и воз-
вращение к норме в ремиссии, в то время как при 
ДВККЛ, напротив, МСК растут активнее, чем клет-
ки здоровых доноров. МСК больных отличались от 
донорских клеток и по другим параметрам.

Анализ экспрессии поверхностных марке-
ров МСК. МСК из костного мозга больных гемато-
логическими заболеваниями и здоровых доноров 
различаются не только по ростовым характери-
стикам, но и по уровню экспрессии поверхност- 
ных маркеров.

Средний уровень флуоресценции поверхност-
ных маркеров определяли на клетках 6 пациентов 
с  ОЛЛ до начала лечения и 3  – в ремиссии  ОЛЛ, 
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Рис. 1. Время до нулевого пассажа (а) и суммарная клеточная продукция за 3 пассажа (б) МСК больных ОЛЛ 
и ДВККЛ до начала лечения и в ремиссии заболевания по сравнению с донорами соответствующего возраста. 
Данные представлены как диаграмма рассеяния, отмечена медиана. Горизонтальной зеленой линией обозна-
чена медиана значений для клеток здоровых доноров

Рис. 2. Средний уровень флуоресценции  (СУФ) поверхностных маркеров CD90  (а), CD105  (б), CD73  (в), HLA-
ABC  (г), HLA-DR  (д), CD146  (е) и  CD54  (ж) на МСК больных ОЛЛ, ДВККЛ и здоровых доноров соответствующе-
го возраста. По оси ординат отложен СУФ относительно медианы соответствующей группы доноров. Данные 
представлены как диаграмма рассеяния, отмечена медиана

9  пациентов в дебюте и ремиссии ДBККЛ и 10 
доноров (для каждой из групп больных). Согласно 
критериям, утвержденным Международным обще-
ством клеточной терапии (ISCT), МСК экспресси-
руют на мембране CD90, CD105 и CD73 [27]. На всех 
изучаемых клетках эти маркеры присутствовали, 
однако их СУФ различались  (рис. 2, а–в). При ОЛЛ 
до начала лечения на МСК был достоверно повы-
шен СУФ CD73 по сравнению с донорами (рис. 2, в). 

При ДBККЛ этот показатель не отличался от доно-
ров ни до начала лечения, ни в ремиссии заболе-
вания, однако в ремиссии становился достоверно 
выше, чем до начала лечения. Также МСК боль-
ных с ДBККЛ в ремиссии имели повышенный СУФ 
CD105 (рис. 2, б). До начала лечения при ОЛЛ была 
существенно повышена экспрессия HLA-ABC, по 
сравнению с донорами, при ремиссии СУФ этой мо-
лекулы снижался, тогда как при ДВККЛ до начала 
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лечения СУФ HLA-ABC не отличался от донорских, 
но достоверно повышался при достижении ремис-
сии (рис. 2, г). Этот же эффект наблюдался для мо-
лекул гистосовместимости II класса (HLA-DR) при 
ДВККЛ (рис. 2, д). Представленность молекул CD146 
имела тенденцию к повышению на поверхности 
МСК больных ОЛЛ до начала лечения и в ремис-
сии, по сравнению с донорами, а у больных ДВККЛ 
до начала лечения – не отличалась от доноров, но 
достоверно повышалась при достижении ремис-
сии (рис. 2, е). Достоверных различий в экспрессии 
CD54 между исследованными группами обнаруже-
но не было, кроме повышения в ремиссии ДВККЛ 
по сравнению с донорами (рис. 2, ж).

Таким образом, были обнаружены достовер-
ные изменения в экспрессии поверхностных мар-
керов МСК.

Изменения в экспрессии генов факторов, 
важных для иммунорегулирующей функции 
МСК. Были изучены паттерны генной экспрессии 
МСК. Для анализа были выбраны гены факторов, 
непосредственно участвующих в регуляции им-
мунного ответа: IL6, IL8, TGFB1; факторов хоминга 
и адгезии: SDF1, ICAM1; факторов роста и их рецеп-
торов: FGF2, FGFR1, FGFR2, PDGFRB, VEGFA. Была 
исследована экспрессия генов-маркеров дифферен-
цировки МСК: PPARG, SOX9, BGLAP, SPP1, так как 
их дифференцированные потомки  – остеобласты, 
адипоциты и другие  – также регулируют иммун-
ный ответ.

У больных ОЛЛ экспрессия гена IL6 в МСК была 
достоверно повышена по отношению к донорам 
в дебюте заболевания  (p < 0,0001) и не нормали-
зовалась после достижения ремиссии  (p < 0,0001), 
а при ДBККЛ  – возрастала после химиотерапии 
по сравнению с дебютом  (рис.  3,  а) и здоровыми 
донорами  (p = 0,0018). При этом до начала лече-
ния экспрессия гена  IL6 была выше при ОЛЛ, 
чем при ДBККЛ.

Также до начала лечения при ДBККЛ на-
блюдалось повышение уровня экспрессии IL8 
относительно здоровых доноров  (р  = 0,0220), а 
после лечения ОУЭ этого гена возрастал еще 
больше (рис. 3, б). ОУЭ TGFB1 был понижен в МСК 
больных ОЛЛ в дебюте, по сравнению с клетками 
доноров  (р  = 0,004), и еще сильнее снижался в 
ремиссии (р = 0,0002). У больных ДBККЛ также на-
блюдалось снижение ОУЭ этого гена после лечения 
по сравнению с дебютом заболевания  (рис.  3,  в). 
В  МСК пациентов с ДBККЛ в дебюте и ремиссии 
был повышен ОУЭ  FGF2, по сравнению с донора-
ми (р = 0,0121, р = 0,0206 соответственно), в дебюте 
заболевания он был достоверно выше, чем в МСК 
больных ОЛЛ  (рис. 3, г). Рецепторы к  FGF2 раз-
личаются по своей экспрессии у пациентов с ОЛЛ 
и ДВККЛ  (рис. 3,  д  и  е). Так, в дебюте ДВККЛ МСК  
имели пониженный ОУЭ FGFR1  (р = 0,0166) и по-

вышенный ОУЭ FGFR2  (р = 0,0017). В МСК больных 
ОЛЛ и ДВККЛ ОУЭ FGFR1 не был достоверно сни-
жен ни в дебюте, ни при ремиссии заболевания, 
а ОУЭ FGFR2 был достоверно повышен в МСК боль-
ных ДВККЛ, по сравнению с донорами, и значимо 
снижался при достижении ремиссии; у больных с 
ОЛЛ такие изменения не наблюдались.

ОУЭ маркеров дифференцировки МСК раз-
личались между изученными нозологиями. ОУЭ 
маркера жировой дифференцировки PPARG был 
повышен в МСК пациентов с ОЛЛ в дебюте забо-
левания, по сравнению с донорами  (p < 0,0001), и 
оставался повышенным в ремиссии  (p  < 0,0001). 
В обеих точках экспрессия гена PPARG была выше 
при ОЛЛ, чем при ДBККЛ (рис. 3, ж). ОУЭ SOX9, мар-
кера хрящевой дифференцировки, у больных ОЛЛ 
был ниже, чем у доноров (р = 0,0049) в дебюте забо-
левания, и ниже, чем у больных ДBККЛ в дебюте 
и ремиссии (рис. 3, з).

При ДBККЛ была нарушена и экспрессия 
некоторых ростовых факторов и их рецепторов. 
При ДBККЛ в ремиссии была снижена экспрессия 
PDGFRB по отношению к донорам  (р  = 0,0006) и 
дебюту заболевания (рис. 3, н). ОУЭ SDF1 (рис. 3, м) 
был повышен при ДВККЛ по сравнению с донора-
ми как до начала лечения, так и по достижению 
ремиссии  (p < 0,0001 и  р = 0,0028 соответственно). 
При ОЛЛ экспрессия VEGFA была снижена до нача-
ла лечения, по сравнению с донорами (р = 0,0036), 
но восстанавливалась до нормы по достижению 
ремиссии (рис. 3, л). Экспрессия ICAM1 возрастала 
в ремиссии ОЛЛ по сравнению с дебютом заболе-
вания (рис. 3, о).

Таким образом, в клетках больных ОЛЛ и 
ДВККЛ изменен ОУЭ ростовых факторов, факторов 
адгезии и интерлейкинов. Изменения генов-мар-
керов дифференцировки МСК также демонстри-
руют склонность к адипогенной дифференциров-
ке при ОЛЛ.

Изменения в секретоме МСК пациентов с 
лимфоидными неоплазиями способствует сни-
жению противоопухолевого иммунитета. Был 
исследован секретом МСК у 2  пациентов с ОЛЛ, 
у 6  пациентов с ДBККЛ и у 21  донора. Достовер-
ных изменений, совпадающих с изменениями 
экспрессии генов, выявлено не было, что может 
быть связано с маленькой выборкой или с пост-
транскрипционными изменениями. Однако были 
выявлены изменения в секреции белков, уровень 
экспрессии генов которых не был исследован, в 
том числе функционально связанных с белками, 
ОУЭ генов которых были изменены. Больные с ОЛЛ 
и ДВККЛ сильно различались по возрасту, поэтому 
при анализе секретома были использованы две со-
ответствующие группы доноров. Количество про-
анализированных белков секретома представлено 
на рис. 4.
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Рис. 3. Уровни экспрессии генов IL6  (а), IL8  (б), TGFB1  (в), FGF2  (г), FGFR1  (д), FGFR2  (е), PPARG  (ж), SOX9  (з), 
SPP1 (и), BGLAP (к), VEGFA (л), SDF1 (м), PDGFRB (н), ICAM1 (о) в МСК больных ОЛЛ и ДВККЛ до начала лечения 
и при ремиссии заболевания, нормированные на медиану значения ОУЭ в клетках соответствующих здоро-
вых доноров. По оси ординат отложена экспрессия относительно медианы соответствующей группы доноров. 
Данные представлены как диаграмма рассеяния, отмечена медиана. Горизонтальная красная линия – медиа-
на ОУЭ доноров

Рис. 4. Диаграмма распределения изученных секретируемых белков МСК ОЛЛ и ДВККЛ до начала лечения  
и в ремиссии заболевания. Обозначено количество белков, не секретируемых разными группами МСК, но сек
ретируемых другими группами
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Рис. 5. Анализ обогащения белков сигнальных путей по базе данных GO. Представлены наиболее важные сиг-
нальные пути, компоненты которых по-разному представлены в секретомах МСК пациентов с ОЛЛ и доно-
ров. Учтены только достоверные изменения (р < 0,05). Гистограммы представляют собой значения –log10 FDR 
(шанса ложного обнаружения, false discovery rate). а  –  Повышены в секретоме МСК больных ОЛЛ до начала 
лечения по сравнению с МСК доноров. б  –  Понижены в секретоме МСК больных ОЛЛ до начала лечения по 
сравнению с МСК доноров. в – Повышены в секретоме МСК больных ОЛЛ до начала лечения по сравнению с 
МСК при ремиссии заболевания. г – Понижены в секретоме МСК больных ОЛЛ до начала лечения по сравне-
нию с МСК при ремиссии заболевания

МСК больных и соответствующих доноров 
секретировали 938  общих белков. Среди белков, 
не выявленных в МСК пациентов, могут быть 
те факторы, недостаточность которых влияет на 
функции стромального микроокружения костно-
го мозга. В  секретоме МСК больных ОЛЛ не были 
обнаружены 1444  белка и 433  белка не секрети-

ровались МСК больных ДВККЛ. Из них секреция 
31  белка была обнаружена в МСК больных ОЛЛ. 
К  ним относятся белки, важные для регуляции 
иммунного ответа  – PDGFA, POSTN, LGALS1 и  KIT. 
800 белков секретировались как МСК доноров, так 
и МСК больных ДВККЛ, при этом МСК доноров не 
секретировали 793 из изученных белков.
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Рис. 6. Анализ обогащения белков сигнальных путей по базе данных GO. Представлены наиболее важные сиг-
нальные пути, компоненты которых по-разному представлены в секретомах МСК пациентов с ДBККЛ и доно-
ров. Учтены только достоверные изменения (р < 0,05). Гистограммы представляют собой значения –log10 FDR 
(шанса ложного обнаружения, false discovery rate). а – Повышены в секретоме МСК больных ДBККЛ до начала 
лечения по сравнению с МСК доноров. б  –  Понижены в секретоме МСК больных ДBККЛ до начала лечения 
по сравнению с МСК доноров. в – Повышены в секретоме МСК больных ДBККЛ до начала лечения по сравне-
нию с МСК при ремиссии заболевания. г  –  Понижены в секретоме МСК больных ДBККЛ до начала лечения 
по сравнению с МСК при ремиссии заболевания

При ОЛЛ до начала лечения, по сравнению 
с донорами, была повышена секреция 70  белков, 
наиболее интересными из которых представляют-
ся CXCL12, POSTIN, HLA-DRB, LGALS1. Помимо этих 

важных для иммунного ответа белков, была повы-
шена секреция белков, регулирующих клеточную 
миграцию и относящихся к организации цито-
скелета  (рис. 5, а). Одновременно была снижена 
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секреция 15 белков, в том числе VCAM1, CSF1, CTGF, 
ADAMTS1. Белки с пониженной секрецией участ-
вуют в везикулярном транспорте и организации 
внеклеточного матрикса (рис. 5, б).

По достижении ремиссии в МСК больных ОЛЛ 
изменяется секреция белков, связанных с иммун-
ным ответом  (рис.  5,  в  и  г). Повышается, по срав-
нению с началом заболевания, секреция белков, 
участвующих в функционировании хемокинов и 
цитокинов, везикулярном транспорте, дифферен-
цировке МСК и др. При этом другие белки, участ-
вующие в тех же сигнальных путях, могут пони-
жаться.

В ремиссии ОЛЛ повышена относительно до-
норов секреция 62  белков, включая PTMA, DCD, 
LIMCH1 и POSTIN, и понижена секреция 80 белков, 
в их числе VCAM1, LTBP1, C3, ANXA1, IGFBP-1, -3 и -6; 
LGALS1, ENO1.

Полученные данные указывают на значитель-
ные нарушения функциональных свойств МСК 
при ОЛЛ как до начала лечения, так и по дости-
жении ремиссии.

В МСК больных ДВККЛ до начала лечения, по 
сравнению с донорами, была повышена секреция 
77 белков, среди них B2M, CD59, HLA-C, PDGFRA, CSF1, 
SOD1, CAPG, а снижена – 44 белков, среди которых 
APO (аполипопротеины), ACAN, S100A9, LTBP4. Бел-
ки, секреция которых была повышена, участвуют в 
сигнальных путях цитокинов иммунной системы, 
в том числе TNF, интерферонов и интерлейкинов, 
врожденного и адаптивного иммунитета (рис. 6, а). 
Белки с пониженной секрецией также участвуют 
в некоторых из этих путей  (рис.  6,  б). Понижена 
секреция белков, относящихся к дифференцировке 
МСК и системе комплемента.

При достижении ремиссии повышается секре-
ция 15  белков. За  исключением B2M, эти белки 
отличаются от тех, секреция которых повышена 
до начала лечения. К важным сигнальным путям, 
измененным по достижении ремиссии, относятся 
белки, участвующие в везикулярном транспорте, 
иммунном ответе и дифференцировке  (рис. 6,  в). 
Обращает на себя внимание секреция белков, свя-
занных с презентацией антигенов главным ком-
плексом гистосовместимости II класса. В стандарт-
ных культуральных условиях не активированные 
МСК практически не экспрессируют антигены 
главного комплекса гистосовместимости II класса, 
тогда как при ДВККЛ это происходит. В то же время 
снижается секреция 73 белков, включающих APO, 
ACAN, S100A9, LTBP4, PDGFA, CFHR1, C4BPA, CRP. 
Очевидно, что в ремиссии остаются сниженными 
белки APO, ACAN, S100A9, LTBP4, к которым присо-
единяются такие важные для иммунного ответа 
белки, как PDGFA, и различные субъединицы бел-
ков комплемента – CFHR1, C4BPA, CRP. Множество 
белков, сниженных в секретоме МСК, задейство-

ваны в иммунной системе – системе комплемента, 
активации тромбоцитов и нейтрофилов (рис. 6, г).

Таким образом, изменения, наблюдаемые в 
секретомах МСК больных ОЛЛ и ДВККЛ, указывают 
на системное воспаление, затрагивающее костный 
мозг при обеих нозологиях. В  ремиссии секреция 
связанных с воспалением белков спадает, однако 
нормализации секретома МСК не происходит. 
Ни один из белков, секреция которых была изме-
нена по сравнению с донорами в дебюте и ремис-
сии заболеваний, не совпадал между ОЛЛ и ДВККЛ. 
Это же относится и к белкам, различающимся между  
дебютом и ремиссией при ОЛЛ и ДВККЛ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В иммунный процесс вовлечены не только 
клетки, относящиеся непосредственно к иммун-
ной системе, но и множество других клеток орга-
низма, в том числе МСК. In vitro показано, что МСК 
способны модулировать иммунный ответ как за 
счет прямого межклеточного взаимодействия, так 
и за счет секреции различных факторов. Кроме 
того, МСК, являясь предшественниками стромаль-
ного микроокружения костного мозга, регулиру-
ют образование всех клеток крови, и в том числе 
клеток иммунной системы. Лимфоидные опухоли 
приводят к клеточному дисбалансу иммунной си-
стемы не только за счет нарушения лимфопоэза, 
но и за счет изменения свойств других, связанных 
с иммунной системой, клеток.

Рассматриваемые в данной работе лимфо-
пролиферативные заболевания  – ДBККЛ и ОЛЛ  – 
различаются по степени зрелости клеток и лока-
лизации. При ОЛЛ слабодифференцированные 
лимфоидные предшественники находятся в кост-
ном мозге, а при ДBККЛ опухоль из более зрелых 
B-клеток может не затрагивать костный мозг, как 
происходило у пациентов, МСК которых мы из-
учали в работе. Тем не менее известно, что свой-
ства МСК значительно меняются не только при 
ОЛЛ [28], когда они находятся в непосредственной 
близости к злокачественным клеткам и взаимо-
действуют с ними, но и при ДBККЛ, при отсут-
ствии прямого контакта [5].

Поскольку в культуру вносится всегда одно и 
то же количество ядросодержащих клеток кост-
ного мозга, время достижения конфлюентности 
после посадки зависит от количества прикрепив-
шихся к пластику клеток, способных пролифери-
ровать, и таким образом может косвенно отражать 
количество мезенхимных предшественников в 
костном мозге. Увеличение времени до P0 только 
у МСК больных в дебюте ОЛЛ, скорее всего, связа-
но с тем, что только в этом случае МСК непосред-
ственно контактируют с опухолевыми клетками  
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и  могут повреждаться ими. Эти данные соотно-
сятся с результатами других исследований, сви-
детельствующими о повреждении стромального 
микроокружения при острых лейкозах  [29–31]. 
При ДBККЛ, напротив, можно предположить ак-
тивацию стромального микроокружения, так как 
наблюдается повышение продукции клеток этих 
пациентов как в дебюте, так и в ремиссии. Более 
того, в ремиссии также сокращается время дости-
жения P0, т.е. значительно увеличивается концен-
трация стромальных предшественников.

Существует мнение, что лейкоз ассоциирован 
с хроническим воспалением  [32, 33]. Изучение 
поверхностного фенотипа МСК больных ОЛЛ по-
казало, что на них повышен СУФ белков главного 
комплекса гистосовместимости I класса (HLA-ABC) 
и экто-5′-нуклеотидазы  (CD73) в дебюте заболева-
ния. Кроме того, в секретоме МСК больных ОЛЛ в 
дебюте заболевания повышено содержание HLA-
DRB. МСК больных в дебюте ДВККЛ не отличаются 
от клеток здоровых доноров по этим параметрам, 
однако по достижению ремиссии на них досто-
верно повышается поверхностная экспрессия HLA 
обоих классов (HLA-ABC и HLA-DR), CD73, CD54 и 
CD146. В секретоме МСК больных ДВККЛ повышено 
содержание белков HLA-C и B2M в дебюте заболе-
вания, что частично сохраняется в ремиссии. Эти 
изменения предполагают, что клетки, на которых 
обычно слабо экспрессированы молекулы HLA, 
находились в провоспалительной среде в орга-
низме и остались активированными при переносе 
в культуру. CD73 оказывает иммуносупрессивное 
действие за счет генерации аденозина. Повыше-
ние поверхностной экспрессии этого маркера ука-
зывает на то, что МСК оказывают противовоспа-
лительное действие. Известно, что повышенная 
экспрессия CD73 встречается во многих типах 
опухолевых клеток и клетках опухолевого микро-
окружения  [34–36]. По-видимому, этот механизм 
ускользания от иммунного контроля реализуется 
МСК больных ОЛЛ и ДВККЛ. CD54 (или ICAM-1) – это 
молекула адгезии, экспрессия которой повышается 
при активации клеток  [37, 38]. CD146  – молекула 
адгезии, считается маркером МСК, имеющих высо-
кий пролиферативный потенциал и способность 
к дифференцировке  [39]. Исходя из этого, можно 
ожидать более быстрого роста или большей кле-
точной продукции у МСК с повышенной экспрес-
сией этого маркера, что и наблюдается у клеток 
больных ДВККЛ после лечения. В  работе изучали 
МСК больных ДВККЛ без инвазии опухолевых 
клеток в костный мозг. При этом в МСК больных 
ДВККЛ активация не наблюдалась в дебюте забо-
левания, а происходила в ремиссии, что, вероятно, 
связано с перенесенным лечением. Химиотерапия 
активирует и сильно повреждает иммунную си-
стему пациентов [40].

В ремиссии ДВККЛ на МСК также обнаружи-
вается повышенное содержание CD105, или эндо-
глина. Эндоглин совместно с TGF-β участвует в 
удержании СКК в состоянии покоя  [41]. Уровень 
экспрессии гена  TGFB1 в МСК был снижен в де-
бюте  ОЛЛ, что могло способствовать пролифера-
ции опухолевых клеток. После химиотерапии ОУЭ 
TGFB1 снижается как при ОЛЛ, так и при ДBККЛ. 
Возможно, это необходимо для восстановления 
кроветворения и иммунитета, которые неизбежно 
повреждаются в ходе лечения.

Среди факторов, влияющих на иммунный 
ответ, в дебюте  ОЛЛ наблюдалось повышение 
уровня экспрессии гена провоспалительного цито-
кина IL6, не нормализующееся по достижении ре-
миссии. Вероятно, МСК вносят вклад в повышение 
уровня этого фактора, наблюдаемое в крови паци-
ентов [42]. Мы не выявили достоверного повыше-
ния уровня IL-6 в секретоме МСК, что может быть 
связано с недостаточной выборкой и ограничения-
ми метода, поскольку другие группы наблюдали 
повышенную секрецию IL-6 МСК больных ОЛЛ, ис-
пользуя метод ELISA [43]. У больных ДBККЛ в дебю-
те заболевания отмечается повышенная экспрес-
сия IL8, а после лечения – повышенная экспрессия 
IL6 и IL8. Увеличение в ремиссии экспрессии про-
воспалительных интерлейкинов может отражать 
массивные перестройки в иммунных процессах, 
связанные как с проводимой химиотерапией, так 
и с возникающими на ее фоне инфекционными 
осложнениями, что совпадает с наблюдениями дру-
гих авторов [9].

SDF-1 (CXCL-12) важен для взаимодействия с СКК.  
Его экспрессия в МСК пациентов не отличалась 
от здоровых доноров ни при  ОЛЛ, ни при  ДВККЛ. 
В предыдущих исследованиях отмечалось, что экс-
прессия  SDF1 не изменяется при ОМЛ  [44, 45], но 
уровень белка на поверхности МСК больных повы-
шен  [46]. Было показано, что при ОЛЛ, напротив, 
содержание SDF-1 в костном мозге падает  [43, 47]. 
В  изученных в данной работе МСК наблюдалась 
тенденция к повышению экспрессии этого фактора. 
В  секретоме МСК больных ОЛЛ выявлено повы-
шение этого фактора по сравнению с донорами. 
Можно предположить, что регуляция SDF-1 при 
острых лейкозах происходит не на уровне тран- 
скрипции.

И при ОЛЛ, и при ДBККЛ изменяется экспрес-
сия цитокинов, участвующих в формировании и 
регенерации стромы. В дебюте ОЛЛ в МСК снижа-
ется экспрессия VEGFA, несмотря на то что в крови 
пациентов обнаруживается повышение концен-
трации VEGF-A  [48, 49]. Возможно, МСК снижают 
экспрессию этого ростового фактора из-за петли об-
ратной связи, а за его секрецию ответственны зло-
качественные клетки [48]. В МСК ДBККЛ нарушена 
экспрессия многих факторов роста и их рецепторов.  
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Не исключено, что эти изменения способствовали 
бы распространению опухоли на костный мозг, 
если бы пациенты оставались без лечения.

При ОЛЛ также наблюдалось изменение от-
носительного уровня экспрессии генов-маркеров 
предрасположенности МСК к различным линиям 
дифференцировки. Так, повышенная экспрес-
сия  PPARG предполагает, что МСК больных  ОЛЛ 
более предрасположены к жировой дифференци-
ровке, чем МСК здоровых доноров. Это подтвержда-
ется также снижением экспрессии SOX9 – маркера 
хрящевой дифференцировки, который, согласно 
некоторым исследованиям, способен ингибировать 
дифференцировку МСК в адипоциты [50]. Согласно 
литературным данным, МСК больных ОЛЛ про-
являют повышенную склонность к жировой диф-
ференцировке [28, 43]. Снижение экспрессии SOX9 
также было отмечено [43]. Стоит подчеркнуть, что 
изменения в экспрессии этих генов сохранялись 
и после достижения пациентами ремиссии. Воз-
можно, более серьезные изменения МСК при ОЛЛ 
вызваны контактом с опухолевыми клетками.

При ДВККЛ изменения экспрессии факторов, 
характеризующих дифференцировочный потен-
циал МСК, обнаружено не было.

Исследование сигнальных путей показало 
опосредованную связь между изменениями в 
экспрессии генов IL8, IL6, TGFB1, VEGFA, PDGFRB, 
PPARG и в секретоме.

Анализ секретома МСК больных ОЛЛ до и по-
сле лечения выявил снижение секреции белков, 
участвующих в регуляции иммунного ответа и 
везикулярном транспорте, по сравнению с доно-
рами. Секреция везикул важна для регулятор-
ной и трофической функций МСК [51]. Нарушение 
везикулярного транспорта говорит о поврежде-
нии  МСК. МСК по-другому взаимодействуют и с 
внеклеточным матриксом, который участвует 
в регуляции стволовых кроветворных клеток и 
B-лимфопоэзе [52]. К наиболее интересным белкам, 
секреция которых снижена в МСК до начала ле-
чения, относятся: ADAMTS1  – металлопротеаза, 
ингибирующая ангиогенез и связанная с VCAM1 
(чья секреция также снижена) [53]; CTGF – фактор 
роста соединительной ткани, играющий важную 
роль при некоторых формах рака, фиброзных забо-
леваниях и во многих биологических процессах, 
включая клеточную адгезию, миграцию, пролифе-
рацию, ангиогенез [54]; CSF1 – фактор роста макро-
фагов, воздействующий на макрофаги и моноциты 
и стимулирующий повышение фагоцитарной и 
хемотаксической активности, а также цитотоксич-
ности в отношении опухолевых клеток  [55]. Фак-
торы, повышено секретируемые МСК пациентов 
с  ОЛЛ до лечения, по сравнению с донорскими, 
регулируют миграцию клеток и связанную с ней 
перестройку актинового цитоскелета. Они могут 

привлекать в костный мозг как иммунные клетки, 
так и циркулирующие опухолевые клетки.

Наличие опухоли в организме, как прави-
ло, связано с хроническим воспалением  [21, 22]. 
Наши наблюдения согласуются с этой гипотезой. 
По  достижению ремиссии МСК снижают секре-
цию факторов, участвующих в ответе на про-
воспалительные цитокины, такие как IL-1,  TNF, 
и других факторов, сопровождающие иммунный 
ответ (рис. 5, в). Некоторые из этих факторов были 
понижены до начала лечения и повышались при 
достижении ремиссии (рис. 5, г). Отмечаются сиг-
нальные пути, имеющие компоненты, секреция 
которых изменяется разнонаправленно по дости-
жению ремиссии.

В ремиссии понижено секретируются: субъ-
единица комплемента С3; белки, связывающие ин-
сулиноподобный фактор роста – IGFBP1, IGFBP3, ре-
гулирующий рост клеток, и IGFBP6, регулирующий 
рост и иммунный ответ дендритных клеток  [56]; 
LGALS1 или галектин-1  – белок, ингибирующий 
клеточную пролиферацию и участвующий в имму-
носупрессии CD8+ T-клеток [57]; ENO1 – гликолити-
ческий фермент, имеющий функции опухолевого 
супрессора и важный для хеморезистентности при 
лимфомах  [58]; ANXA1, аннексин  A1, ингибирует 
клетки врожденного иммунитета и способствует 
активации Т-клеток. Активация Т-клеток при-
водит к высвобождению аннексина  А1 и экспрес-
сии его рецептора. Этот путь, по-видимому, точно 
регулирует силу передачи сигналов Т-клеточного 
рецептора  (TCR). Повышенная экспрессия аннек-
сина  А1 при патологических состояниях может 
усиливать передачу сигналов TCR через сигналь-
ный путь митоген-активируемой протеинкина-
зы  (MAPK), тем самым вызывая гиперактивацию 
Т-клеток  [59]. Понятно, что при снижении секре-
ции перечисленных белков опухоль легче уходит 
от иммунного надзора, частично обеспечивающе-
гося  МСК. Можно заключить, что в МСК больных 
ОЛЛ происходит комплекс изменений, способству-
ющих ускользанию опухолевых клеток от иммун-
ного надзора.

МСК больных ДВККЛ, вошедших в исследова-
ние, иммунологически активированы, несмотря 
на то что костный мозг не был непосредственно 
вовлечен в опухолевый процесс. На  это указы-
вает повышение секреции белков сигнальных 
путей, обеспечивающих иммунный ответ, в том 
числе презентацию антигенов главным комплек-
сом гистосовместимости и реакцию на провоспа-
лительные цитокины. После лечения снижается 
секреция белков, относящихся к воспалительным 
процессам.

При дебюте и ремиссии в секретоме МСК 
ДВККЛ, по сравнению с донорами, снижено коли-
чество APO, ACAN, S100A9 и LTBP4.
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При достижении ремиссии снижается еще и 
секреция PDGFA, CFHR1, C4BPA, CRP.

ACAN, или аггрекан, имеет решающее значе-
ние в морфогенезе хрящевого скелета во время 
развития и экспрессируется хондроцитами  [60]. 
Отсутствие экспрессии этого белка может быть 
связано с нарушениями хрящевой и костной диф-
ференцировок у МСК пациентов с ДВККЛ. Кроме 
того, аггрекан может участвовать в презентации 
антигенов, как это показано для хондроцитов при 
воспалении [61].

Белок S100A9 – это кальций-связывающий бе-
лок A9, также известный как белок 14, связанный 
с фактором, ингибирующим миграцию  (MRP14). 
Известно, что внутриклеточный S100A9 снижает 
способность нейтрофилов отвечать на бактериаль-
ные патогены [62].

Снижение белка LTBP4 – ключевого регулятора 
трансформирующего фактора роста бета, связано с 
функциями TGF-β. TGF-β биологически латентен 
после секреции. LTBP4 контролирует активацию 
TGF-β, поддерживая его в латентном состоянии 
во внеклеточном пространстве. Таким образом, 
LTBP4 – важный регулятор передачи сигналов TGF-β 
и опосредованно связан с развитием, иммунитетом, 
восстановлением после травм и заболеваниями, 
играя центральную роль в регуляции воспаления, 
фиброза и прогрессирования рака  [63]. CFHR1, 
C4BPA, CRP  – элементы системы комплемента, в 
норме секретируемые в том числе МСК и перици-
тами и защищающие организм от инфекций [64].

Снижение представленности всех этих бел-
ков в секретоме МСК подтверждает ухудшение их 
физиологических функций, связанных с кроветво-
рением и иммунитетом, при ДВККЛ.

Повышение секреции B2M, CD59, HLA-C, 
PDGFRA, CSF1, SOD1, CAPG в дебюте ДВККЛ в секре-
томе МСК указывает на активацию МСК в костном 
мозге больных ДВККЛ без вовлечения опухоли. 
В  ремиссии уровень этих белков, за исключени-
ем  B2M, нормализуется, т.е.  происходящие изме-
нения частично обратимы.

Сравнение секретомов МСК больных ОЛЛ 
и  ДВККЛ подтвердило наличие существенных 
функциональных изменений, по сравнению с до-
норами, и отличие нозологий друг от друга. МСК 
больных ДВККЛ не секретируют множество белков, 
секретируемых МСК доноров и больных ОЛЛ, в их 
секретоме не обнаружены такие белки, участвую-
щие в регуляции иммунного ответа, как PDGFA, 
POSTN, LGALS1 (снижен в секретоме МСК при ОЛЛ) 
и  KIT. POSTN  – это секретируемый белок внекле-
точного матрикса, который участвует в развитии 
и регенерации тканей, связывается с интегрина-
ми, поддерживая адгезию и миграцию, и играет 
роль в поддержании раковых стволовых клеток и 
метастазировании [65]. Ростовые факторы, поддер-

живающие стромальные клетки и стволовые кро-
ветворные клетки, также отсутствуют в секретоме 
МСК больных ДВККЛ, что подтверждает нарушения 
в МСК костного мозга без участия непосредствен-
ного контакта с опухолевыми В-клетками.

Анализ функционального статуса МСК вы-
явил как различия, так и сходства между дефек-
тами, возникающими в МСК при трансформации 
ранних кроветворных предшественников в кост-
ном мозге  (ОЛЛ) и более зрелых вне костного моз-
га (ДВККЛ). Основные различия могут быть связаны 
с участием лимфоцитов костного мозга в дифферен-
цировке МСК [66]. При ОЛЛ изменяется предраспо-
ложенность МСК к костной и жировой дифферен-
цировке, отмечаемая на уровне генной экспрессии 
и секреции белков. При ДВККЛ часть отличий от 
ОЛЛ имеет возрастной характер. Можно отметить 
разнонаправленные изменения в сигнальных пу-
тях ростовых факторов IGF и PDGF, выявленные 
только при ДВККЛ.

Таким образом, независимо от локализации 
опухоли, происходят значительные изменения 
в функциональном статусе  МСК костного мозга, 
способствующие снижению противоопухолевого 
иммунитета при лимфоидных неоплазиях. Кроме 
того, при обеих патологиях МСК приобретают чер-
ты стареющих клеток, связанные с хроническим 
воспалением. «Старение» МСК может быть при-
чиной неполного восстановления кроветворения 
у этих пациентов в течение длительного периода 
после достижения ремиссии.

Выявление конкретных признаков изменения 
стромы костного мозга указывает на возможность 
оценки риска рецидива  [46]. Более подробное из-
учение метаболизма МСК пациентов позволит 
выявить препараты, модулирующие активные 
формы кислорода, связанные с воспалением и ста-
рением клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Лимфоидные неопластические образования 
оказывают патологическое действие на функцио-
нирование МСК костного мозга. Изменяется кон-
центрация этих клеток в костном мозге, их способ-
ность к пролиферации, иммунофенотип, паттерн 
экспрессии генов, важных для дифференцировки, 
поддержания иммунологического статуса и экс-
прессии цитокинов. Функции МСК разнообразны 
и образуют комплекс реакций на состояние и за-
просы организма. Изменения в иммунологическом 
статусе МСК зависят от нозологии и, несмотря 
на принципиальные различия, в целом, способ-
ствуют оптимизации ниши для нужд опухоли и 
ускользанию опухолевых клеток от иммунологи-
ческого надзора. Полученные данные демонстри-
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руют важность МСК не только для поддержания 
нормального кроветворения на уровне СКК, но и 
для иммунитета, а также указывают на возмож-
ность терапевтического воздействия не только на 
собственно опухолевые клетки, но и на стромаль-
ное микроокружение костного мозга. Результаты 
работы дают основания для поиска конкретных 
мишеней среди сигнальных путей, активирую-
щихся в МСК при воспалении. Лимфоидные опу-
холи – это не только трансформация клеток крове-
творного происхождения разной степени зрелости, 
но и сопутствующие изменения в стромальном 
микроокружении.
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MOLECULAR CHANGES IN IMMUNOLOGICAL CHARACTERISTICS 
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The immune system and bone marrow stromal cells play an important role in maintaining normal 
hematopoiesis. Lymphoid neoplasia disturbs not only the development of immune cells, but other im-
mune response mechanisms as well. Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) of the bone marrow 
are involved in regulation of immune response through both intercellular interactions and secretion of 
various cytokines. In hematological malignancies, the stromal microenvironment of the bone marrow, 
including MSCs, is altered. The aim of the study was to analyze the effects of lymphoid neoplasia from 
early precursor cells that are in direct contact with the bone marrow stroma (acute lymphoblastic leuke-
mia /ALL/) and later extramedullary cells (diffuse large B-cell lymphoma /DLBCL/) on the immunological 
function of MSCs. Growth parameters, immunophenotype, expression pattern of genes of interest, and 
secretion pattern of bone marrow MSCs from patients with ALL and DLBCL at the onset of the disease 
and in remission were studied. MSCs from healthy donors of the corresponding ages were used as 
controls. It has been shown that the concentration of MSCs in the bone marrow of patients with ALL 
is reduced at the onset of the disease and is restored upon reaching remission; in patients with DLBCL 
this parameter does not change. The proliferative capacity of MSCs did not change in patients with 
ALL; however, the cells of the patients both at the onset and in remission of DLBCL proliferated signifi-
cantly faster than donors’. In patients’ MSCs, immunophenotype and expression of the genes important 
for differentiation, immunological status maintenance, and cytokine expression differed significantly 
from those of healthy donors and depended on the nosology of the disease. The secretomes of MSCs 
varied greatly; a number of proteins associated with the regulation of immune response, differentia-
tion and maintenance of hematopoietic stem cells were depleted in the secretomes of patients’ cells.  
Lymphoid neoplasia leads to dramatic changes in functional immunological status of MSCs.

Keywords: MSCs, ALL, DLBCL, gene expression, protein secretion
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Рассеянный склероз (РС)  – это комплексное аутоиммунное заболевание центральной нервной 
системы  (ЦНС), приводящее к разрушению миелиновой оболочки нейронов и нарушению про-
водимости нервных сигналов. Изучение молекулярных механизмов развития  РС критически 
важно, так как заболевание характеризуется ранней манифестацией, хроническим течением 
и терапией, основанной на симптоматическом лечении. Известно, что цитокины играют клю-
чевую роль в патогенезе РС, при этом одним из ключевых медиаторов является интерлейкин-6 
(IL-6). В  настоящей работе была исследована роль IL-6, продуцируемого микроглией и дендрит-
ными клетками, в развитии экспериментального аутоиммунного энцефаломиелита (ЕАЕ), широ-
ко используемой модели РС на мышах. Работу проводили на мышах с клеточно-специфичным 
удалением IL-6 из CX3CR1+-клеток, в том числе из микроглии, и из дендритных клеток CD11c+. 
Было  установлено, что мыши с удалением IL-6 из микроглии или из дендритных клеток раз-
вивают более слабые симптомы по сравнению с мышами дикого типа. В ЦНС мышей с инакти-
вацией IL-6 в микроглии на пике ЕАЕ происходило повышение доли регуляторных Т-клеток (Treg) 
и снижение процентного содержания патогенетических IFNγ-продуцирующих CD4+ Т-клеток, что 
коррелировало с уменьшением количества провоспалительных моноцитов. В  то же время при 
удалении IL-6 из микроглии наблюдалось увеличение содержания CCR6+ Т-клеток и GM-CSF-про-
дуцирующих Т-клеток. У мышей с дефицитом IL-6 в дендритных клетках наблюдалось не только 
ранее описанное увеличение доли  Treg и уменьшение доли Т-хелперов, продуцирующих IL-17A 
(TH17-клеток), но и уменьшение продукции GM-CSF и IFNγ во вторичных лимфоидных органах. 
Таким образом, функции IL-6 в организме зависят от источника и локализации иммунного от-
вета: IL-6 из микроглии выполняет как патогенетические, так и протективные функции именно 
в ЦНС, в то время как IL-6 из дендритных клеток, помимо критически важного участия в соот-
ношении Treg и TH17-клеток, может стимулировать продукцию цитокинов, ассоциированных  
с патогенетическими функциями Т-клеток.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: интерлейкин-6, микроглия, дендритные клетки, экспериментальный ауто-
иммунный энцефаломиелит, рассеянный склероз, мышиные модели.

DOI: 10.31857/S0320972524050106 EDN: YOAHSJ

Принятые сокращения: ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; РС – рассеянный склероз; ЦНС – центральная 
нервная система; ЕАЕ  – экспериментальный аутоиммунный энцефаломиелит; IL  – интерлейкин; TH  – Т-хел-
перы; Treg – регуляторные Т-клетки; ΔDC – удаление гена только в дендритных клетках; ΔMG – удаление гена 
только в микроглии.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Рассеянный склероз  (РС) представляет собой 
хроническое аутоиммунное заболевание, пора-
жающее центральную нервную систему  (ЦНС) и 

вызывающее такие серьезные последствия, как на-
рушения зрения, опорно-двигательного аппарата 
и когнитивных функций. В течение последних де-
сятилетий наблюдается тенденция к увеличению 
количества людей, у которых диагностирован  РС, 
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однако на данный момент доступны методы те-
рапии, направленные исключительно на модуля-
цию симптомов заболевания  [1]. В  связи с этим 
поиск новых терапевтических мишеней остается 
крайне актуальной задачей. Одной из наиболее 
востребованных экспериментальных моделей  РС 
на мышах является экспериментальный аутоим-
мунный энцефаломиелит (ЕАЕ) [2]. Патогенез EAE 
главным образом обусловлен активацией, после-
дующей дифференцировкой и инфильтрацией 
в  ЦНС CD4+  Т-клеток в ответ на иммунизацию 
антигенами, входящими в состав миелиновой 
оболочки нейронов, в полном адъюванте Фрейн-
да [3]. Критическую роль в патогенезе ЕАЕ выпол-
няют цитокины, одним из которых является IL-6. 
В  частности, было показано, что фармакологиче-
ская и генетическая инактивация IL-6 в мышиной 
модели рассеянного склероза приводит к умень-
шению тяжести заболевания  [4] или абсолютной 
резистентности [5].

Установлено, что патогенетическая роль IL-6 
обусловлена различными механизмами, участву-
ющими в регуляции проницаемости гематоэнце-
фалического барьера  (ГЭБ) и развития популяций 
CD4+ T-клеток. Было показано, что при иммуниза-
ции миелиновым пептидом MOG35–55 у мышей ди-
кого типа, по сравнению с мышами, дефицитными 
по IL-6, на поверхности эндотелиальных клеток, 
входящих в состав ГЭБ, наблюдалась повышенная 
экспрессия таких молекул адгезии, как VCAM-1 
и ICAM-1 [5]. Известно, что для передачи сигнала 
от IL-6 необходима активация двух субъединиц 
рецепторного комплекса IL-6  – IL-6Rα и  gp130. 
Оказалось, что транс-презентация IL-6 (передача 
внутриклеточного сигнала за счет взаимодействия 
комплекса IL-6R–IL-6 на поверхности одной клетки 
с gp130 на поверхности другой) необходима для 
поляризации патогенетических Т-хелперов, проду-
цирующих IL-17A (TH17-клетки) в модели EAE [6]. 
В  подтверждение этому удаление gp130 с поверх-
ности Т-клеток подавляет дифференцировку 
CD4+ T-клеток в регуляторные Т-клетки  (Treg), экс-
прессирующие транскрипционный фактор  FoxP3, 
тем самым способствуя развитию TH17-клеток, 
экспрессирующих транскрипционный фактор 
RORγt+  [7]. Примечательно, что существует поло-
жительная обратная связь между IL-6 и IL-17А,  
продуцируемым патогенетическими TH17-клет
ками: IL-17A стимулирует продукцию IL-6 астро-
цитами, что дополнительно способствует поляри-
зации таких TH17-клеток [8, 9].

Основными источниками IL-6 в ЦНС выступа-
ют различные клетки неиммунного происхожде-
ния, а именно: нейроны, астроциты и эндотели-
альные клетки [10], однако в модели EAE главный 
источник IL-6 представлен миелоидными клетка-
ми [6], а именно: дендритными клетками и микро-

глией (резидентные макрофаги ЦНС). Несмотря на 
то что имеется много данных, свидетельствующих 
о различных функциях IL-6 в модели ЕАЕ, недоста-
точно изучены особенности продукции цитокинов 
Т-клетками в ходе развития заболевания в зави-
симости от конкретной субпопуляции миелоид-
ных клеток, что и стало предметом исследования 
настоящей работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мыши. Работу проводили на линиях мы-
шей с делецией гена  Il6 в миелоидных клетках: 
Cd11cCre ×  Il6f l/f l (мыши с делецией гена  Il6 пре-
имущественно в дендритных клетках)  [11] и 
Cx3cr1CreER ×  Il6f l/f l (мыши с делецией гена  Il6 в 
миелоидных клетках CX3CR1+, в том числе в мик-
роглии). Для получения линии мышей с делецией 
гена Il6 в миелоидных клетках CX3CR1+ скрещива-
ли мышей Il6f l/f l [12] и мышей Cx3cr1CreER [13]. В экс-
периментах были использованы самки и самцы 
возрастом 9–12 недель. Мышей разводили и содер-
жали на базе SPF-вивария ИЦиГ СО РАН и Автоном-
ного экспериментально-биологического комплекса 
для временного размещения и исследования гене-
тически модифицированных линий лабораторных 
мышей категории SPF при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования Российской 
Федерации (Соглашение № 075-15-2019-1660). Экспе-
рименты на генетически-модифицированных мы-
шах в модели  ЕАЕ были одобрены Биоэтическим 
комитетом ИМБ РАН (Протокол № 3 от 21.09.2023).

Введение тамоксифена. Тамоксифен («Sigma 
Aldrich», США) растворяли в кукурузном масле 
(«Sigma Aldrich») из расчета 15 мг/мл путем дли-
тельной инкубации и постоянного перемешивания 
на термошейкере при 37 °C в защищенном от света 
месте в течение ночи. Полученный раствор рас-
капывали по 2 мл в пробирки и хранили при +4 °С 
в течение 5  дней. Для удаления IL-6 в микроглии 
мышам Cx3cr1CreER × Il6f l/f l и контрольной группе 
мышей дикого типа (Il6f l/f l) в возрасте 8–9 недель 
вводили 100  мкл раствора тамоксифена внутри-
брюшинно из расчета 75 мг/кг каждый день в те
чение 5 дней.

Индукция EAE. Мышей подкожно иммуни-
зировали 100  мкл суспензии MOG35–55-пептида 
(миелин-олигодендроцитарный гликопротеин; 
«Anaspec», США) в полном адъюванте Фрейнда 
(«Sigma Aldrich») с добавлением 5 мг/мл убитых 
Mycobacterium tuberculosis («Difco», США). После 
введения суспензии MOG35–55-пептида в тот же день 
и еще через 2  дня мышам вводили коклюшный 
токсин («Sigma Aldrich») внутрибрюшинно из рас-
чета 200 нг на мышь для увеличения проницаемо-
сти  ГЭБ. После индукции  EAE проводили оценку 
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развития клинических симптомов заболевания по 
шкале от 0 до 5, где 5 – наибольшая степень забо-
левания: 0 – нет симптомов; 0,5 – частичная потеря 
тонуса хвоста; 1  – полная потеря тонуса хвоста; 
1,5  – частичное нарушение рефлекса переворачи-
вания; 2  – полное нарушение рефлекса перевора-
чивания; 3 – отказ одной задней конечности; 3,5 – 
отказ обеих задних конечностей; 4  – отказ одной 
передней конечности и обеих задних конечностей; 
4,5 –- отказ всех конечностей.

Выделение клеток. Для выделения перифери-
ческих лейкоцитов крови мыши проводили забор 
крови в пробирки, содержащие раствор гепарина; 
затем проводили центрифугирование в градиенте 
плотности Фиколла в течение 30  мин без ускоре-
ния и торможения (1,077 г/см3, «ПанЭко», Россия). 
Для последующего анализа отбирали фракции, 
содержащие периферические мононуклеазы. Сус-
пензию клеток из селезенки и лимфатических уз-
лов получали путем механической гомогенизации 
через 70-мкм фильтр («NEST», Китай) в растворе 
PBS с добавлением 2% FBS. Лизис эритроцитов в 
суспензии спленоцитов проводили путем добав-
ления буфера  АСК (Ammonium-Chloride-Potassium:  
1,5 M NH4Cl; 100 мМ KHCO3; 10 мМ EDTA-2Na в ди-
стилированной воде; pH 7,2). Иммунные клетки 
из ЦНС выделяли по ранее описанному прото-
колу  [14]. Вкратце, мышей подвергали анесте-
зии и проводили транскардиальную перфузию с 
использованием 0,9%-ного раствора  NaCl. Затем 
извлекали спинной и головной мозг и механи-
чески гомогенизировали. Ферментативную дис-
социацию проводили в растворе  DPBS с добавле-
нием 1,5 мг/мл коллагеназы II («Gibco») и 50 мкг/мл 
ДНКазы I («Roche», Швейцария). Реакцию оста-
навливали путем добавления большого объема 
холодного  PBS, содержащего 2% FBS. Полученную 
суспензию клеток гомогенизировали с помощью 
шприца с иглой размером 18G × 1,5′′. Затем про-
водили разделение фракции иммунных клеток в 
градиенте плотности Перколла («GE Healthcare», 
США) 30/37/70 при центрифугировании (500 g, 25 °C, 
40 мин, без ускорения и торможения).

Цитофлуориметрический анализ. Для изме
рения продукции цитокинов CD4+ Т-клетками 
супензию клеток из селезенки или лимфатиче-
ских узлов инкубировали в течение 4 ч при 37 °C, 
в атмосфере 5% CO2 в присутствии 50  нг/мл фор-
бол-12-миристат-13-ацетата (ФМА; «Sigma Aldrich»), 
500 нг/мл иономицина («Sigma Aldrich») и 3 мкг/мл 
брефельдина А («eBioscience», США). Для блоки-
ровки неспецифичного связывания антител с Fcγ-
рецепторами все клеточные суспензии инкуби-
ровали в течение 20 мин при 4 °C с антителами 
к CD16/CD32 (клон  2.4G2, коллекция in-house 
DRFZ), после чего клетки отмывали центрифуги-
рованием в  PBS, содержащем 2% FBS. К  клеткам  

добавляли эпитопспецифичные антитела к по-
верхностным маркерам: anti-CD45 (клон  30-F11, 
«BioLegend», США), anti-CD11b (клон  M1/70, 
«BioLegend»), anti-Ly6C (клон  HK1.4, «Invitrogen», 
США), anti-MHCII (клон  M5/114.15.2, «BioLegend»), 
anti-CX3CR1 (клон  SA011F11, «Biolegend»), anti-CD4 
(клон RM4-5, «BioLegend»), anti-TCRb (клон H57-597, 
«eBioscience»), anti-IFNγ (клон XMG1.2, «Biolegend»), 
anti-IL-17A (клон  eBio17B7, «BioLegend»), anti-
GM-CSF (клон  MP1-22E9, «BioLegend»), anti-FoxP3 
(клон  FJK-16s, «Invitrogen»), anti-RORγt (клон  B2D, 
«Invitrogen»). Для окрашивания мертвых клеток и 
их исключения из последующего анализа исполь-
зовали Fixable Viability Dye («eBioscience»). Цито-
флуориметрический анализ проводили на при-
боре BD FACSCanto II или BDFACSAria III («Beckton 
Dickinson», США). Популяцию CD45+CD4–CX3CR1+ 
моноцитов крови или CD45+CD11b+CX3CR1+ мик-
роглии сортировали на приборе BDFACSAria  III 
с чистотой  >90%. Полученные данные анали-
зировали с помощью FlowJo Software («Beckton  
Dickinson»).

Иммуноферментный анализ. Отсортирован-
ные моноциты и клетки микроглии активирова-
ли липополисахаридом (LPS, (100 нг/мл в течение 
4 ч)). Затем оценивали концентрацию IL-6 в супер-
натанте методом ИФА с использованием набора 
для IL-6 мыши ELISA Ready-SET-Go! («eBioscience», 
США), следуя протоколу производителя.

Статистический анализ. Статистическую об-
работку данных проводили с помощью GraphPad 
Prism 9. Выборки проверяли на нормальность рас-
пределения с помощью критериев Шапиро–Уилка 
или Колмогорова–Смирнова. В случае нормально-
го распределения для сравнения выборок исполь-
зовали t-критерий Стьюдента или однофакторный 
дисперсионный анализ  (ANOVA). В  противном 
случае использовали непараметрические тесты 
Манна–Уитни или Крускалла–Уоллиса. Различия 
считали достоверными при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

IL-6 из миелоидных клеток выполняет кри-
тически важную роль в патогенезе  ЕАЕ. Для 
изучения роли IL-6 из миелоидных клеток в раз-
витии  EAE эксперименты проводили на двух 
группах генетически модифицированных мышей 
с генетической инактивацией IL-6: 1) только в ден-
дритных клетках (Il6ΔDC), 2)  только в микроглии 
(Il6ΔMG). Контрольная группа была представлена 
мышами дикого типа из того же помета (Il6f l/f l). 
Мыши с удалением IL-6 в дендритных клетках 
были ранее получены в лаборатории и характе-
ризуются конститутивной инактивацией IL-6 в 
клетках CD11c+  [11, 15]. Получение мышей с дефи-
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Рис. 1. Мыши с тамоксифен-зависимой инактивацией IL-6 в CX3CR1+ микроглии устойчивы к развитию ЕАЕ. 
а  –  Схема эксперимента. Мышам вводили тамоксифен из расчета 75  мкг/г в течение 5  дней. Далее, через 
7–14  дней после курса тамоксифена удаление IL-6 детектировали как в тканерезидентных макрофагах, так 
и в моноцитах, но уже через 28  дней происходило обновление пула моноцитов из костного мозга и дефи-
цит IL-6 наблюдали только в тканерезидентных макрофагах, в том числе в микроглии; б  –  концентрация 
IL-6 в супернатанте отсортированных моноцитов  CX3CR1+, выделенных из периферической крови мышей 
Cx3cr1CreER  ×  Il6f l/f l на 0, 14, 28  дни после введения тамоксифена и активированных LPS в течение 4  ч; ND  – 
не  детектируется; в  –  концентрация IL-6 в супернатанте отсортированной микроглии CX3CR1+, выделенной 
из  ЦНС мышей Cx3cr1CreER  ×  Il6f l/f l на 28  день после введения тамоксифена и активированной LPS в тече- 
ние 4 ч; г – динамика развития клинических симптомов EAE у мышей дикого типа (Il6f l/f l), мышей с удалением 
IL-6 только в микроглии (Il6ΔMG) и мышей с удалением IL-6 только в дендритных клетках (Il6ΔDC), иммунизиро-
ванных MOG35–55-пептидом в полном адъюванте Фрейнда. Результаты представлены как среднее значение ± SEM 
и подтверждены в трех независимых экспериментах с минимальным количеством мышей в группе n  =  4  
в каждом эксперименте

цитом IL-6 в микроглии проводили путем скрещи-
вания мышей Cx3cr1CreER, экспрессирующих тамок-
сифен-зависимую Cre-рекомбиназу под контролем 
промотора CX3CR1  [13], и мышей с «флоксирован-
ным» геном  Il6  (Il6f l/f l)  [12]. Принцип работы этой 
системы заключается в клеточно-специфичном 
удалении окаймленного loxP-сайтами («флокси-
рованного») гена Il6 Cre-рекомбиназой, cшитой с 
мутантной формой эстрогенового рецептора, толь-
ко в клетках CX3CR1+ в ответ на введение тамокси-
фена (рис. 1, а).

Для тканеспецифичной инактивации IL-6 
исключительно в клетках микроглии мышам 
Cx3cr1CreER × Il6f l/f l и контрольным мышам дикого 
типа (Il6f l/f l) вводили тамоксифен из расчета 75 мкг/г 
в течение 5  дней; через 14  дней после введения  

тамоксифена удаление IL-6 происходило как в мо-
ноцитах  (рис.  1,  б), дендритных клетках, так и в 
микроглии  [13]. После полного обновления пула 
миелоидных клеток CX3CR1+ из костного мозга, а 
именно через 28 дней после введения тамоксифена, 
такие мыши сохраняли делецию  Il6 только в по-
пуляции долгоживущих тканерезидентных макро-
фагов, в том числе в клетках микроглии (рис. 1, в).

Индукцию ЕАЕ проводили путем иммуни-
зации MOG35–55-пептидом в полном адъюванте 
Фрейнда и последующего введения коклюшного 
токсина для повышения проницаемости  ГЭБ. 
Оценку клинических симптомов заболевания 
начинали с 8-го дня после иммунизации. Было 
установлено, что мыши с дефицитом IL-6 только 
в микроглии или только в дендритных клетках 
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Рис. 2. IL-6, продуцируемый микроглией, стимулирует развитие патогенетических моноцитов в ЦНС и продук-
цию IFNγ на пике ЕАЕ. а – Доля Ly6СhiMHCII+-клеток от CD45+CD11b+-клеток в ЦНС на пике EAE; б – абсолютное 
количество Ly6СhiMHCII+-клеток в ЦНС на пике  EAE; в  –  доля IFNγ-продуцирующих клеток, рестимулирован-
ных ФMA/иономицином, от клеток CD4+TCRβ+ в  ЦНС на пике  EAE; г  –  доля FoxP3+ Treg от CD4+TCRβ+-клеток в 
ЦНС на пике EAE. Представлены объединенные (а, в и г) или репрезентативные данные (б) с числом мышей 
каждого генотипа n = 5–6. Данные представлены как среднее ± SEM. Использовали t-критерий Стьюдента или 
критерий Манна–Уитни; * p < 0,05; ** p < 0,01

развивают более слабые симптомы заболевания 
по сравнению с контрольной группой мышей 
дикого типа  (рис. 1, г). Эти результаты согласуют-
ся с литературными данными о том, что именно 
дендритные клетки [6] и микроглия [16] являются 
критически важными источниками IL-6 в  мо- 
дели ЕАЕ.

IL-6 из микроглии регулирует иммунный 
ответ в ЦНС на пике ЕАЕ. Поскольку микроглия – 
это тканерезидентные макрофаги  ЦНС, то пред-
полагается, что опосредуемые этими клетками 
функции будут в основном затрагивать процессы, 
происходящие в ЦНС. В связи с этим на 16-й день 
после иммунизации, что соответствовало эффек-
торной фазе заболевания, проводили цитофлуори-
метрический анализ содержания миелоидных кле-
ток и антиген-специфичных CD4+ Т-клеток в  ЦНС. 
Было установлено, что у мышей с инактивацией 
IL-6 в микроглии происходило уменьшение про-
центного (рис. 2, а) и абсолютного (рис. 2, б) содер-
жани  Ly6СhiMHCII+-моноцитов, являющихся ис-
ключительно патогенетическими в модели  ЕАЕ. 
Кроме этого, происходило уменьшение процент-
ного содержания IFNγ-продуцирующих CD4+ Т-кле-

ток (рис. 2, в). Эти результаты согласуются между 
собой, т.к. именно IFNγ обеспечивает дифференци-
ровку Ly6Chi-моноцитов в MHCII+-эффекторные ден-
дритные клетки [17]. Параллельно, эти результаты 
соответствуют литературным данным о стимуля-
ции развития Treg (рис. 2, г) при низких концентра-
циях IFNγ [18].

Как было установлено в ходе текущей работы, 
мыши с делецией гена, кодирующего IL-6, в мик-
роглии развивают более слабые симптомы ЕАЕ, по 
сравнению с мышами дикого типа, однако они не 
обладают полной устойчивостью к развитию забо-
левания  (рис. 1, г). При этом у таких мышей про-
исходит повышение процентного содержания Treg, 
подавляющих развитие ЕАЕ (рис. 2, г), то есть, воз-
можно, присутствует дополнительный компонент, 
обеспечивающий развитие клинических симпто-
мов. Нами было выдвинуто предположение, что 
у таких мышей может происходить увеличение 
инфильтрации патогенетических Т-клеток в ЦНС. 
Известно, что ось CCR6/CCL20 является ключевой 
для миграции иммунных клеток в ЦНС и осо-
бенно необходима для первой волны инфильтра-
ции Т-клеток в ЦНС [19]. Действительно, у мышей 
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Рис. 3. Делеция гена, кодирующего IL-6 в микроглии, приводит к увеличению миграции Т-клеток и индук-
ции GM-CSF-продуцирующих CD4+ Т-клеток в ЦНС. а – Процентное содержание ССR6+-клеток от CD4+TCRβ+-кле-
ток в ЦНС на пике  EAE. б  –  Доля GM-CSF-продуцирующих клеток, рестимулированных ФMA/иономицином, 
от CD4+TCRβ+-клеток в ЦНС на пике EAE. Представлены объединенные  (а) или репрезентативные данные  (б) 
с числом мышей каждого генотипа n = 5–6. Данные представлены как среднее ± SEM. Использовали t-крите-
рий Стьюдента или критерий Манна–Уитни; * p < 0,05; *** p < 0,001; ns – недостоверные отличия

а

б в г

Рис. 4. IL-6 из дендритных клеток стимулирует продукцию цитокинов CD4+ Т-клетками в периферических 
лимфоидных органах на пике ЕАЕ. а – Репрезентативные поточечные диаграммы (слева) и процентное содер-
жание  (справа) RORγt+ и FoxP3+ CD4+ Т-клеток, выделенных из лимфатических узлов мышей Il6f l/f l и Il6ΔDC на 
пике ЕАЕ. б–г – Процентное содержание IL-17A-, GM-CSF-, IFNγ-продуцирующих CD4+ Т-клеток, выделенных из 
селезенки и лимфатических узлов и рестимулированных ФМА/иономицином. Результаты представлены как 
среднее значение ± SEM и подтверждены в двух независимых экспериментах. Использовали t-критерий Стью-
дента или критерий Манна–Уитни; * p < 0,05; *** p < 0,001; ns – недостоверные отличия

с  удалением IL-6 в микроглии было обнаружено 
повышение доли ССR6+ Т-клеток в ЦНС  (рис. 3, а).  
Более того, у таких мышей увеличивалось про-

центное содержание GM-CSF-, но не IL-17A-проду-
цирующих CD4+ Т-клеток (рис. 3, б). Известно, что 
продукция GM-CSF Т-клетками в модели EAE кри-
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тически важна для патогенеза заболевания [20, 21]. 
При этом GM-CSF способствует миграции иммун-
ных клеток в ЦНС  [22]. Таким образом, повышен-
ное содержание ССR6+ Т-клеток в ЦНС коррелирует 
с увеличением поляризации Т-клеток в GM-CSF-
продуцирующие клетки.

Таким образом, у мышей с инактивацией IL-6 
в микроглии, в соответствии с уменьшением тя-
жести клинических симптомов  ЕАЕ, обнаружено 
снижение процентного и количественного содер-
жания воспалительных Ly6СhiMHCII+-моноцитов в 
ЦНС, коррелирующее со сниженной продукцией 
IFNγ Т-клетками и увеличением доли протектив-
ных  Treg. В  то же время у мышей с инактивацией 
IL-6 в микроглии частичная устойчивость к EAE 
может быть связана с повышением миграции 
Т-клеток в  ЦНС в совокупности с увеличением 
процентного содержания GM-CSF-продуцирующих 
CD4+ Т-клеток.

IL-6 из дендритных клеток не только опреде-
ляет соотношение TH17/Treg, но и влияет на про-
дукцию IFNγ и GM-CSF в периферических лим-
фоидных органах в модели  ЕАЕ. Известно, что 
одной из функций IL-6 в модели EAE является ин-
гибирование транскрипционного фактора FoxP3, 
что, в свою очередь, подавляет развитие протек-
тивных Treg [23]. С другой стороны, IL-6 критически 
важен для развития TH17-клеток  [6]. Действитель-
но, у мышей с удалением IL-6 в дендритных клет-
ках было обнаружено уменьшение процентного 
содержания RORγt+ TH17-клеток и увеличение про-
центного содержания FoxP3+ Treg  (рис. 4, а) в  лим-
фатических узлах на пике ЕАЕ, что согласуется со 
всеми литературными сведениями о патогенети-
ческой роли IL-6, продуцируемого дендритными 
клетками.

На следующем этапе изучали продукцию 
цитокинов Т-клетками, выделенными из лимфа-
тических узлов и селезенки мышей Il6f l/f l и Il6ΔDC 
на пике  ЕАЕ и рестимулированными ФМА/ионо-
мицином. Было выявлено, что удаление IL-6 из 
дендритных клеток не влияет на продукцию IL-17A 
Т-клетками (рис. 4, б), что согласуется с литератур-
ными данными [6]. Однако Il6ΔDC-мыши характери-
зовались снижением продукции GM-CSF (рис. 4, в) 
и IFNγ  (рис. 4, г) как в лимфатических узлах, так 
и в селезенке.

Таким образом, мыши с удалением IL-6 в 
дендритных клетках характеризуются увеличе-
нием доли Treg и уменьшением продукции IFNγ 
и GM-CSF Т-клетками в периферических лимфоид-
ных органах, что объясняет развитие слабых сим-
птомов ЕАЕ. При этом результаты настоящей рабо-
ты говорят о том, что IL-6 из дендритных клеток 
может не только участвовать в индукции пато-
генетических TH17-клеток [6], но и стимулировать 
продукцию GM-CSF и IFNγ Т-клетками.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Цитокины играют ключевую роль в пато-
генезе  ЕАЕ. IL-6 является одним из немногих ци-
токинов, абсолютно необходимых для развития 
ЕАЕ  [24, 25]. Несмотря на то что в ЦНС главным 
источником IL-6 являются астроциты  [10], пока-
зано, что в модели ЕАЕ главным источником IL-6 
являются миелоидные клетки [6]. При этом удале-
ние IL-6 в миелоидных клетках LysM+ (макрофа-
гах, нейтрофилах) не влияет на течение заболева-
ния  [6,  26]. Оказалось, что критически важными 
для патогенеза ЕАЕ популяциями, продуцирую-
щими IL-6, являются микроглия и дендритные 
клетки [6].

Действительно, результаты этой работы де-
монстрируют, что удаление IL-6 в микроглии при-
водит к развитию слабых симптомов ЕАЕ по срав-
нению с мышами дикого типа. Стоит отметить, 
что в другом исследовании было выявлено, что 
удаление IL-6 в микроглии обеспечивало умень-
шение тяжести клинических симптомов EAE у 
самок, но не у самцов  [16], тем самым подтвер-
ждая корреляцию преобладания развития РС у 
женщин. В  настоящей работе было установлено, 
что у мышей с удалением IL-6 в микроглии про-
исходит уменьшение количества провоспали-
тельных Ly6СhiMHCII+-моноцитов, играющих цен-
тральную роль в процессе демиелинизации. Этот 
результат согласуется с литературными данными, 
демонстрирующими снижение уровня демиелини-
зации в спинном мозге при удалении IL-6 в мик-
роглии [16]. С другой стороны, речь может идти об 
одной из вырожденных функций IL-6, поскольку 
тот же фенотип наблюдается при удалении IL-6 
из различных его источников в  ЦНС, а именно 
астроцитов и нейронов [16]. Кроме этого, при уда-
лении IL-6 в микроглии наблюдалось уменьшение 
продукции IFNγ Т-клетками, что, с одной стороны, 
объясняет снижение количества Ly6СhiMHCII+-мо-
ноцитов  [17], с другой стороны, согласуется с уве-
личением процентного содержания протективных 
Treg в ЦНС [18].

При этом в противоречии с уменьшением кли-
нических симптомов  ЕАЕ у мышей с удалением 
IL-6 в микроглии происходило увеличение мигра-
ции CD4+ Т-клеток в ЦНС и продукции ими GM-CSF. 
Действительно, в другом исследовании было по-
казано, что инфильтрация Т-клеток при удале-
нии IL-6 из различных клеточных источников в 
ЦНС не изменяется [16]. Кроме того, полученные 
результаты служат доказательством корреляции 
коэкспрессии CCR6 и GM-CSF в инфильтрирующих 
ЦНС Т-клетках  [27]. В  совокупности эти данные 
позволяют предположить, что в контексте нейро-
воспаления клетки микроглии выполняют как 
протективные, так и патогенетические функции.
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С другой стороны, результаты настоящей 
работы указывают на исключительно патогене-
тическую роль IL-6 из дендритных клеток  [6]. 
Действительно, IL-6 из дендритных клеток важен 
для поддержания баланса RORγt+ TH17-клеток и 
FoxP3+  Treg. В  недавних исследованиях был пред-
ложен вариант терапевтического таргетирования 
этого сигнального пути за счет ингибирования 
STAT3 малой молекулой [28] для иммуномодуля-
ции клинической картины у пациентов с РС. При-
мечательно, что в настоящей работе показано, что 
IL-6 из дендритных клеток также важен для стиму-
ляции продукции Т-клетками IFNγ и GM-CSF, хотя 
IL-6 не считался цитокином, необходимым для 
стимуляции продукции GM-CSF [21].

Таким образом, IL-6, продуцируемый клетка-
ми микроглии, может выполнять как патогенети-
ческие, так и протективные функции, тогда как 
IL-6 из дендритных клеток играет исключительно 
патогенетическую роль.
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MICROGLIA AND DENDRITIC CELLS AS A SOURCE OF IL-6  
IN A MOUSE MODEL OF MULTIPLE SCLEROSIS

V. S. Gogoleva1*, Q. Chi Nguyen2, and M. S. Drutskaya1

1 Center for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine,  
Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences,  

117997 Moscow, Russia; e-mail: violettegogoleva@mail.ru
2 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia

Multiple sclerosis (MS) is a complex autoimmune disease of the central nervous system (CNS), charac-
terized by myelin sheath destruction and compromised nerve signal transmission. Understanding the 
molecular mechanisms driving MS development is critical due to its early onset, chronic course, and 
therapeutic approaches based only on symptomatic treatment. Cytokines are known to play a pivotal 
role in the pathogenesis of MS, with interleukin-6 (IL-6) being one of the key mediators. This study 
investigates the contribution of IL-6 produced by microglia and dendritic cells to the development of 
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), a widely used mouse model of MS. Mice with con-
ditional inactivation of IL-6 in CX3CR1+ cells, including microglia, or CD11c+ dendritic cells, displayed 
less severe symptoms as compared to their wild-type counterparts. Mice with microglial IL-6 deletion 
exhibited an elevated proportion of regulatory T cells and a reduced percentage of pathogenic IFNγ-pro-
ducing CD4+ T cells, accompanied by a decrease in pro-inflammatory monocytes, in the CNS at the peak 
of EAE. At the same time, deletion of IL-6 from microglia resulted in an increase of CCR6+ T  cells and 
GM-CSF-producing T cells. Conversely, mice with IL-6 deficiency in dendritic cells showed not only the 
previously described increase in the proportion of regulatory T cells and a decrease in the proportion 
of TH17 cells, but also a reduction in the production of GM-CSF and IFNγ in secondary lymphoid organs. 
In summary, IL-6 functions during EAE depend on both the source and the localization of the immune 
response: microglial IL-6 exerts both pathogenic and protective functions specifically in the CNS, whereas 
dendritic cell-derived IL-6, in addition to being critically involved in the balance of regulatory T  cells 
and TH17  cells, may stimulate the production of cytokines associated with the pathogenetic functions 
of T cells.

Keywords: interleukin-6, microglia, dendritic cells, experimental autoimmune encephalomyelitis, multiple 
sclerosis, mouse models
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Ассоциированный с фосфатазой лимфоцитарный фосфопротеин (LPAP) является белком-парт-
нёром фосфатазы CD45, однако его функция до сих пор мало изучена. Образование прочного 
комплекса между LPAP и CD45 позволяет предположить, что LPAP способен регулировать CD45, 
однако прямых биохимических подтверждений этому до сих пор не получено. Мы обнаружили, 
что на лимфоидных клетках Jurkat уровни белков LPAP и CD45 взаимосвязаны и коррелируют 
между собой. Нокаут LPAP приводит к снижению, а повышение его уровня, напротив, вызывает 
увеличение количества поверхностного CD45. На нелимфоидных клетках K562 такой корреля-
ции не обнаруживалось. Мы предполагаем, что LPAP регулирует стабильность фосфатазы CD45, 
что, в свою очередь, способно влиять на процессы активации лимфоцитов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: LPAP, CD45, Т-клеточный рецептор, активация лимфоцитов.

DOI: 10.31857/S0320972524050118 EDN: YNXWDM

Принятые сокращения: LPAP – ассоциированный с фосфатазой лимфоцитарный фосфопротеин; mKO – моно-
клональная культура с нокаутом гена интереса; pKO – поликлональная культура с нокаутом гена интереса.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ассоциированный с фосфатазой лимфоцитар-
ный фосфопротеин (LPAP) впервые был описан как 
молекула, тесно связанная с фосфатазой CD45  [1]. 
Белок CD45 играет важную роль в активации лим-
фоцитов, и он исследован довольно хорошо  [2]. 
LPAP, в отличие от своего партнёра, изучен недос-
таточно полно. LPAP не имеет гомологов в про-
теоме человека и его функция до сих пор неиз-
вестна. В литературе имеются лишь косвенные 
данные о его роли в активации Т-клеток и в раз-
витии В-клеток [3]. Тесная связь LPAP с фосфатазой 
CD45 и его множественное фосфорилирование, в 
том числе ERK-зависимое фосфорилирование по 
Ser163, позволяют предположить, что этот белок – 
один из участников активационного каскада [4, 5]. 
Молекула CD45 способна регулировать киназу Lck, 
необходимую для запуска активационного каска-

да лимфоцитов после стимуляции Т-клеточного 
антигенспецифического рецептора (TCR). Взаимо-
действуя с CD45, LPAP может влиять на передачу 
сигнала от TCR лимфоцитов.

Образование прочного комплекса между LPAP 
и CD45 позволяет предположить, что эти белки 
связаны функционально. Поскольку LPAP не имеет 
фосфорилированных тирозинов, он не является не-
посредственным субстратом фосфатазы CD45, кото-
рая дефосфорилирует только модифицированные 
тирозины. Имеются некоторые указания на то, что 
LPAP препятствует образованию димеров CD45, ко-
торые характеризуются сниженной по сравнению 
с мономерной формой фосфатазной активностью,  
и, таким образом, опосредованно регулирует ак-
тивность CD45 [6].

В ряде наблюдений было показано, что моле-
кула CD45 важна для поддержания стабильности 
LPAP и его мышиного гомолога CD45-AP. Во-первых,  
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в лимфоцитарных клеточных линиях с нокдауном 
фосфатазы CD45 белок LPAP синтезируется, но бы-
стро деградирует  [1]. Во-вторых, в экспериментах 
на линии T-клеток с индуцируемой экспрессией 
CD45 установлено, что накопление белка LPAP в 
клетке начинается только после активации син-
теза CD45  [7]. Нокдаун CD45 с помощью короткой 
шпилечной РНК (shRNA) снижает уровень белка 
LPAP [8]. Данные об обратном влиянии LPAP на 
CD45 ограничены и противоречивы. В лимфоцитах 
двух линий мышей с нокаутом LPAP уровень белка 
CD45 снижен [9, 10], в третьей нокаутной по LPAP 
линии мышей такого эффекта не наблюдалось [11], 
как и в клетках Jurkat с нокдауном LPAP [12].

Данные литературы указывают на то, что 
влияние CD45 на уровень белка LPAP осуществля-
ется на посттранскрипционном уровне [1, 13]. Так, 
в клетках Jurkat WT (CD45+) и J45.01 (CD45−) детекти-
руется высокий уровень мРНК LPAP, но белок обна-
руживается только в клетках Jurkat дикого типа. 
При трансфекции конструкции, кодирующей CD45, 
в клетки J45.01 уровень белка LPAP восстанавли-
вался [1]. Транскрипционный анализ CD45+ и CD45− 
вариантов Т-лимфоцитов показал, что продукция 
мРНК LPAP и CD45 регулируется независимо друг 
от друга [13].

Таким образом, совокупность опубликован-
ных данных указывает на связь между уровнями 
белков LPAP и CD45. Мы предположили, что LPAP 
для CD45 выполняет роль шаперона, который кон-
тролирует стабильность и уровень белка CD45. 
Для  проверки этого предположения были получе-
ны клетки Jurkat, нокаутные по CD45 или по LPAP, 
а также серия линий с различным уровнем белка 
LPAP. На этих линиях показана корреляция между 
уровнями белков LPAP и CD45. Существование 
корреляции подтверждено на клональных и по-
ликлональных популяциях. Полученные данные 
позволяют выдвинуть гипотезу о том, что функ-
ция LPAP состоит в регуляции экспрессии CD45  
в клетке.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток, антитела и про-
точная цитометрия. Клетки линий Jurkat и K562 
культивировали в среде RPMI-1640 с добавлением 
10%-ной фетальной сыворотки крупного рогатого 
скота, L-глутамина (4 мМ) и гентамицина (80 мг/л) 
(все реагенты – «ПанЭко», Россия) в увлажнённой 
атмосфере с 5%-ным СО2 при 37 °С. Мышиные мо-
ноклональные антитела CL7 (IgG2a, анти-LPAP), 
LT45 (IgG2a, анти-CD45), EC101 (IgG1, анти-CD59), 
MC7E7 (IgG1, анти-CD98) были получены ранее в 
нашей лаборатории [4]. Были также использованы 
антитела анти-CD69-PE («BioLegend», США), OKT3 

(«eBioscience», США), анти-Flag М2 («Sigma-Aldrich», 
США).

При внутриклеточном окрашивании к осадку 
клеток добавляли 1 мл PBS с 1%-ным параформаль-
дегидом и инкубировали 10  мин при комнатной 
температуре. Затем клетки два раза отмывали в 
PBS, осадок ресуспендировали в буфере для пер-
меабилизации (PBS, содержащий 0,1%-ный сапо-
нин, 0,1%-ный БСА, 0,05%-ный NaN3). Клетки в 
пермеабилизирующем буфере смешивали с анти-
телом CL7-Alexa 594 или LT45-Alexa 594 и инкуби-
ровали 30  мин, после чего два раза отмывали в 
пермеабилизирующем буфере. При поверхност-
ном окрашивании реакцию и отмывки вели в PBS. 
Флуоресценцию окрашенных клеток измеряли на 
приборе CytoFLEX S («Beckman Coulter», США). Клет-
ки сортировали с помощью прибора FACSAria  II 
(«Becton Dickinson Biosciences», США).

Создание клеточных линий Jurkat с нокау-
том по LPAP или CD45 с помощью CRISPR/Cas9 
методом double-nicking. Две таргетные последо-
вательности для генов PTPRCAP и PTPRC, коди-
рующих LPAP и CD45 соответственно, выбирали с 
помощью онлайн-ресурса www.genome-engineering.
org [14]. Олигонуклеотиды синтезировали в компа-
нии «Евроген» (таблица).

Олигонуклеотиды отжигали и клонирова-
ли в вектор pKS-gRNA-BB по рестрикционному 
сайту BbsI  [15, 16]. Для осуществления нокаута 
клетки Jurkat (1,5 × 106) трансфицировали с помо-
щью системы для электропорации Neon («Thermo 
Fisher Scientific», США) по протоколу производи-
теля. Смесь для электропорации в буфере R содер-
жала по 0,5 мкг плазмид, кодирующих гидовые 
РНК gR-LPAP-1 и gR-LPAP-3 для нокаута LPAP или 
gRNA-CD45-1 и gRNA-CD45-2 для нокаута CD45, 
и 3 мкг плазмиды pcDNA3.3-Cas9 D10A (#41816, 
«Addgene», США). В случае нокаутирования LPAP 
через 24  ч после трансфекции клетки клониро-
вали в 96-луночный планшет, через три недели 
тестировали на экспрессию LPAP и выбирали 
нокаутные клоны. В случае нокаутирования CD45 
через 5  суток после трансфекции оценивали экс-
прессию CD45 в клетках, наращивали и сортиро-
вали популяцию, негативную по CD45.

Создание клеточных линий Jurkat с нокау-
том по LPAP методом SORTS. Нокаутирование 
проводили по методу SORTS (Surface Oligopep- 
tide knock-in for Rapid Target Selection) [17]. Кратко, 
принцип метода состоял в следующем. С помо-
щью технологии CRISPR/Cas9 в ген целевого белка 
вставлялась короткая ДНК-конструкция (процесс, 
который также называется нокин), которая блоки-
ровала экспрессию эндогенного белка. При этом в 
клетках с нокаутом на плазматической мембране 
экспрессировался маркерный пептид. Наличие 
метки позволяло отбирать клетки с нокаутом, 
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Олигонуклеотиды для гидовых РНК (gRNA) PTPRCAP и PTPRC

Название Последовательность

5′-gR-LPAP-1 CACCGCATCCCGAGCCCTAAGGTGC

3′-gR-LPAP-1 AAACGCACCTTAGGGCTCGGGATGC

5′-gR-LPAP-3 CACCGCGCTGCCACCCGAGCCCAAG

3′-gR-LPAP-3 AAACCTTGGGCTCGGGTGGCAGCGC

5′-gRNA-CD45-1 CACCGAAATGACAGCGCTTCCAGAA

3′-gRNA-CD45-1 AAACTTCTGGAAGCGCTGTCATTTC

5′-gRNA-CD45-2 CACCGAGGTGATATTACCCTCAGTC

3′-gRNA-CD45-2 AAACGACTGAGGGTAATATCACCTC

5′-2A-LPAP CGAAAGTGGTCTTGGTCACCCAGCCTGCCCCACACCAGGCCCCACCCCAGGTGCTGAGCCCTCTG
AGCCCCTGCCTGTCTCCCACAGGCTCTGCCCTGCGGATCCGGCGCAACAAAC

3′-2A-LPAP GGCGGCGCCAGGCCAGTGCTAGGCCAGTGGCCAGCAGTAGGAGCAGCAGCAGCAGCAGGACAA
CGGTGACAGAGCTGGAGCCCACGCTGTCCTCCGCACACAAAAAACCAACACAC

Примечание. Последовательности плеч гомологии подчёркнуты, а жирным выделены области комплемен-
тарности к матричной плазмиде.

а  использование двух меток  – клетки с нокау-
том по двум аллелям. С этой целью в компании 
«Евроген» заказывали синтез двух олигонуклеоти-
дов с плечами гомологии: 5′-2A-LPAP и 3′-2A-LPAP 
(таблица).

Полученные олигонуклеотиды использовали в 
качестве праймеров для получения донорной ДНК. 
Матрицей для ПЦР служили плазмиды pUCHR-
mClover-AID-P2A-CD5HA2-bglpA и pUCHR-mClover-
AID-P2A-CD5Flag2-bglpA, предназначенные для вве-
дения в геном клеток конструкций, кодирующих 
пептидную метку НА или Flag соответственно [17]. 
ПЦР-Продукты разгоняли в 1%-ном агарозном 
геле, вырезали фрагмент размером около 450 п.о., 
который затем выделяли из геля с помощью на-
бора GeneJET Gel Extraction Kit (#K0692, «Thermo 
Fisher Scientific») по инструкции производителей. 
Концентрацию продуктов измеряли на приборе 
NanoDrop-2000 («Thermo Fisher Scientific»).

Для осуществления нокаута клетки Jurkat 
(1,5 × 106) трансфицировали с помощью системы 
для электропорации Neon, как описано выше. 
Смесь для электропорации в буфере R содержала 
по 0,5  мкг плазмид, кодирующих гидовые РНК  
gR-LPAP-1 и gR-LPAP-3, 3  мкг плазмиды pcDNA3.3-
Cas9 D10A (#41816, «Addgene»), 0,4  мкг донорной 
ДНК (очищенный ПЦР-продукт, см. выше), кодиру-
ющей метку НА, и 0,7 мкг донорной ДНК, кодирую-
щей метку Flag. Через 5 суток после трансфекции 
клетки тестировали на эффективность моно- и 
биаллельного нокина по экспрессии эпитопных 
тагов HA и Flag, используя проточную цитоме-
трию. Клетки наращивали и проводили несколько 

раундов сортировки позитивных популяций. По-
лученные клетки для простоты назвали LPAPpKO 
(KO  – нокаут, pKO  – поликлональная культура с 
нокаутом гена интереса).

Получение клеточных линий со стабиль-
ной экспрессией LPAP. Клетки HEK293Т сеяли 
по 0,1  млн на лунку 24-луночного планшета, 
через день культивирования проводили транс-
фекцию с помощью реагента Lipofectamine 2000 
(«Invitrogen», США). Для этого использовали три 
плазмиды: 0,87  мкг упаковочного вектора ВИЧ-1  
pCMVΔ8.2R (#12263, «Addgene»), 1,3 мкг вектора пе-
реноса pUCHR-LPAP-wt, 0,27  мкг плазмиды pCMV 
VSVG (#8454, «Addgene»), кодирующей белок  G из 
вируса везикулярного стоматита. Через 6 ч меняли 
среду, через 48 ч отбирали супернатант и фильтро-
вали его через 0,45-мкм фильтр. Для трансдукции 
клетки-мишени сеяли по 0,1  млн на лунку 24-лу-
ночного планшета и добавляли по 250 мкл супер-
натанта, содержащего лентивирус. Через 2  суток 
оценивали эффективность трансдукции с помо-
щью проточной цитометрии. Пул трансдуциро-
ванных клеток клонировали, клоны тестировали 
методом проточной цитометрии.

Активация клеток. Клетки активировали с 
помощью 10 нг/мл форбол-12-миристат-13-ацетата 
(PMA, «Sigma-Aldrich»), культивируя в течение 4 ч. 
Альтернативно клетки активировали путём куль-
тивирования 24  ч в планшетах, лунки которых 
были предварительно покрыты анти-CD3 антите-
лом OKT3 («eBioscience», США) в концентрации от 
0,1 до 10 мкг/мл. Активацию останавливали путём 
добавления к клеткам холодного PBS.
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Иммунопреципитация (IP). Клетки суспенди-
ровали на холоду в лизирующем буфере, содержав-
шем 1% (w/v) Triton Х-100, 20  мM Tris-HCl (pH  8,0), 
150 мM NaCl, 5 мМ ЭДТА, 1 мМ фенилметилсульфо-
нилфторида, 10 мМ NaF и 1 мМ ортованадата на-
трия (все реагенты – «Merck», США). После 30 мин 
инкубации на льду ядра и нерастворимые кле-
точные мембраны удаляли центрифугированием 
в течение 30 мин при 4 °C (20 000 g). IP проводили 
с помощью антител CL7 или LT45, ковалентно им-
мобилизованных на носителе AffiGel-Hz («Bio-Rad»,  
США). Иммунопреципитаты трижды отмывали в 
лизирующем буфере, белок элюировали в буфере 
образца для SDS-PAGE (62,5  мМ Tris-HCl, pH  6,8, 
10%-ный глицерин, 2%-ный SDS, 1%-ный 2-меркап-
тоэтанол и 0,05%-ный бромфеноловый синий) про-
греванием в течение 5 мин при 80 °С.

Электрофорез и Вестерн-блоттинг (WB). 
Элюированные белки разделяли электрофорезом 
в 10- или 18%-ном полиакриламидном геле в при-
сутствии додецилсульфата натрия (SDS-PAGE) в 
восстанавливающих условиях в буферной систе-
ме Лэммли. После SDS-PAGE белки переносили на 
PVDF-мембрану полусухим методом. Мембрану 
блокировали 5%-ным сухим обезжиренным моло-
ком в PBS с 0,1%-ным Tween-20. Антигены прояв-
ляли с помощью первичных, а затем вторичных 
антител против мышиного IgG, меченных перок-
сидазой хрена («GE Healthcare», США). Сигнал де-
тектировали на приборе ChemiDoc XRS («Bio-Rad») 
с использованием реагентов для хемилюминес-
ценции фирмы «Millipore» (США).

Статистическая обработка данных. Для 
статистического анализа и визуализации дан-
ных использовали программу GraphPad Prism  8 
(«GraphPad Software», США). Данные сравнива-
лись с помощью одновыборочного t-критерия. 
На рисунках приведены средние значения ± стан-
дартное отклонение (SD). Корреляцию оценивали 
с использованием непараметрического критерия 
Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Уровень белков LPAP и CD45 падает в отсут-
ствии белка-партнёра. Ранее было обнаружено, 
что в отсутствии фосфатазы CD45 уровень LPAP в 
клетке падает [1]. В то же время данные об обрат-
ном влиянии LPAP на экспрессию CD45 противо-
речивы. Для того чтобы оценить взаимное влия-
ние этих двух белков, мы, используя технологию 
CRISPR/Cas9, получили клетки Jurkat, нокаутные по 
CD45 или LPAP.

Мы обнаружили, что в T-клеточной линии 
Jurkat, нокаутной по CD45, уровень LPAP составлял 
лишь 10% от количества белка на родительской 

линии, что соответствовало уровню аутофлуорес-
ценции клеток дикого типа (рис. 1, а, б). Чтобы 
более полно изучить взаимосвязь между экспрес-
сией LPAP и CD45, мы создали панель сублиний 
Jurkat LPAPKO с помощью двух различных подхо-
дов. Во-первых, мы использовали «традиционный» 
способ нокаутирования гена LPAP с помощью 
технологии CRISPR/Cas9 и путём последующего 
клонирования получили серию моноклональных 
культур Jurkat LPAPKO (далее обозначены LPAPmKO, 
mKO – моноклональная культура с нокаутом гена 
интереса). Во-вторых, с помощью недавно разрабо-
танного метода SORTS [18] мы получили поликло-
нальную линию Jurkat, нокаутную по гену LPAP 
(далее обозначена LPAPpKO). Второй подход имеет 
некоторые преимущества. Во-первых, клеточная 
линия Jurkat является гетерогенной и при работе с 
отдельными клонами этой линии велик риск того, 
что наблюдаемый фенотип обусловлен особенно-
стями конкретного клона, а не эксперименталь-
ным воздействием. Во-вторых, было показано, что 
клоны могут сильно отличаться от родительской 
популяции и поликлональной популяции нокау-
тов, полученных методом сортировки, из-за за-
крепления нецелевых изменений генома [17–19].

Во всех культурах Jurkat LPAPmKO экспрессия 
CD45 оказалась сниженной и в среднем составила 
30% от уровня дикого типа (рис. 1, в). Уровень CD45 
в клетках Jurkat LPAPpKO составлял 37% от уровня 
CD45 в клетках дикого типа (рис. 1, г). Согласие 
между данными, полученными на отдельных кло-
нах и на поликлональной популяции, позволяет 
исключить вклад межклональной вариабельности 
в наблюдаемый нами фенотип снижения уровня 
CD45. В контроле в качестве «посторонних» белков 
мы использовали молекулы CD59 и CD98, для кото-
рых отсутствуют данные об их взаимодействии с 
LPAP. Уровень «посторонних» белков CD59 и CD98 
также снижался, но в значительно меньшей сте-
пени, чем CD45 (рис. 1, в; p < 0,0001). Это указывает 
на специфичный характер снижения уровня белка 
CD45 при нокауте LPAP.

Экспрессия CD45 коррелирует с уровнем 
белка LPAP. Обнаружив, что нокаут LPAP при-
водит к падению уровня белка CD45, мы решили 
выяснить, способно ли восстановление в клетке 
уровня LPAP повысить экспрессию фосфатазы. 
С  этой целью мы выбрали один из клонов Jurkat 
LPAPmKO и с помощью стабильной лентивирусной 
трансдукции ввели в него ген, кодирующий LPAPWT 
(LPAP дикого типа). Затем полученную популяцию 
клонировали и эффект восстановления экспрессии 
белков LPAP и CD45 оценили с помощью проточ-
ной цитометрии. При тестировании 21  субклона 
Jurkat мы обнаружили высокий уровень корреля-
ции между экспрессией CD45 и LPAP (коэффициент 
корреляции Спирмена r = 0,77, p < 0,0001) (рис. 2, a).  
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Рис. 1. Уровень белков LPAP и CD45 падает в отсутствии белка-партнёра. а  –  Репрезентативные цитограм-
мы экспрессии LPAP на клетках Jurkat дикого типа (WT), а также на клетках CD45KO или LPAPKO; б  – экспрес-
сия LPAP по результатам тестирования 7 клонов CD45KO; в, г – экспрессия CD45 и «посторонних» белков CD59 
и CD98 в культурах Jurkat LPAPmKО  (в) или в LPAPpKO  (г). Уровни экспрессии белков LPAP, CD45, CD59 и CD98 
определяли с помощью проточной цитометрии. Нормализованный уровень экспрессии CD45 сравнивали  
с контрольным значением 100 с помощью одновыборочного t-критерия Стьюдента (б). Для сравнения уровня 
белков в клетках дикого типа и нокаутных использовали метод ANOVA с post hoc анализом с помощью теста 
Тьюки (в, г), **** p < 0,0001

В противоположность этому для тестирован-
ных клонов не наблюдалось заметной корреля-
ции между LPAP и посторонним белком CD98  
(r  =  0,02) (рис.  2,  б). В качестве дополнительного 
контроля мы использовали клоны Jurkat WT, в 
которых также не прослеживалась корреляция 
между уровнем LPAP и CD45 (рис. 2,  в). Этот кон-
троль показывает, что корреляция, проявляющая-
ся на рис. 2, а, не является результатом процедуры 
клонирования.

Поскольку описанный результат был показан 
на клетках, полученных из единственного клона 
Jurkat LPAPKO, и мог быть обусловлен особенно-
стями случайно выбранного клона, мы решили 
подкрепить его с помощью данных, полученных 
на поликлональном нокауте. Для этого в клетки 
Jurkat LPAPрKO путём лентивирусной трансдукции 
был введён ген, кодирующий LPAPWT, или ген GFP 
в случае контроля. При трансдукции использовали 
три возрастающие дозы вируса (#1, #2, #3), после 
чего в полученных культурах анализировали экс-
прессию LPAP и CD45 с помощью проточной ци-
тометрии. При увеличении уровня LPAP (рис. 2, г) 
количество CD45 в клетках также возрастало 
(рис. 2, д, е). Различие между уровнем поверхност-
ного и общего CD45, наблюдаемое в клетках рKO, 

не исчезало при реэкспрессии LPAP (рис.  2,  д).  
Это свидетельствует о том, что в отсутствии LPAP 
происходит именно деградация CD45, а не задерж-
ка и накопление зрелой фосфатазы в везикуляр-
ной системе клетки.

В клетках с повышенной экспрессией LPAP 
уровень CD45 возрастает. На предыдущем этапе 
мы обнаружили корреляцию между уровнями 
LPAP и CD45 в клетках Jurkat, когда уровень LPAP 
варьировался от 0% до 100%, а уровень CD45  – 
от 30% до 100% в перерасчёте на их эндогенные 
уровни экспрессии. Закономерно возникал вопрос, 
сохранится ли эта корреляция при дальнейшем 
увеличении уровня LPAP в клетках. С помощью 
лентивирусной трансдукции в клетки Jurkat была 
введена конструкция, которая содержала кассету 
LPAP-Flag-IRES-GFP. После двух раундов сортировки 
клеток GFPhi уровень LPAP заметно увеличивался 
(рис. 3, а). Для того чтобы различить эндогенный 
LPAP и экзогенный LPAP-Flag, был проведён элек-
трофорез в 18%-ном геле. При этом наблюдалось 
увеличение интенсивности полосы с повышенной 
молекулярной массой, которая соответствовала 
белку LPAP с пептидной меткой Flag, по сравне-
нию с интенсивностью полос эндогенного LPAP 
(рис. 3, б).
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Рис. 2. Уровень CD45 коррелирует с уровнем белка LPAP. а, б  – Корреляция между уровнями LPAP и CD45  (а) 
или LPAP и CD98  (б) в клонах Jurkat LPAPKO с реэкспрессией LPAPWT; в  –  корреляция между уровнями LPAP 
и CD45 в клонах Jurkat LPAPWT; г, д  – уровень LPAP  (г) и CD45  (д) на клетках Jurkat LPAPpKO, стабильно транс-
дуцированных возрастающей дозой вируса для реэкспрессии LPAPWT (#1, #2, #3) или экспрессии GFP. Экспрес-
сия LPAP нормирована относительно клеток Jurkat LPAPWT. Для CD45 показаны значения для поверхност-
ного (sCD45) и  общего (tCD45) уровня; е  –  корреляция между уровнями LPAP и CD45 в клонах Jurkat LPAPKO,  
стабильно трансфицированных LPAPWT. Уровни экспрессии определяли по значениям MFI, которые были нор-
мализованы относительно среднего значения для Jurkat WT после вычитания фонового уровня в клетках Jurkat 
CD45KO или Jurkat LPAPKO. Приведены индивидуальные значения, а также среднее ± SD. Нормализованный уро-
вень экспрессии LPAP в трансдуцированных клетках сравнивали со значением ноль в клетках, экспрессиру-
ющих GFP, с помощью одновыборочного t-критерия Стьюдента (г). Для сравнения уровня поверхностного (s) 
и общего  (t) CD45 в клетках Jurkat LPAPpKO и трансдуцентах использовали метод ANOVA с post hoc анализом 
с помощью теста Тьюки. *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Средние значения для уровня LPAP и sCD45 из панели д 
использованы для расчёта корреляции (е)

Мы предположили, что в лимфоидных клет-
ках Jurkat существует особый механизм гомео-
статической регуляции уровня LPAP, который 
невозможно обойти путём лентивирусной транс-
дукции. С учётом этого мы обратили внимание 
на клетки К562 эритромиелоидной линии диф-
ференцировки, которые несут на поверхности 
CD45, но практически лишены эндогенного LPAP 
(MFI = 3000). После лентивирусной трансдукции 
клетки K562 экспрессировали LPAP-Flag на высо-

ком уровне (MFI = 116 000) (рис. 3, в). Одновременно 
с этим в  3,1  раза возрастал и уровень белка CD45 
(рис. 3, г). Таким образом, как повышение экспрес-
сии LPAP, так и его эктопическая экспрессия при-
водят к увеличению экспрессии CD45.

Нокаут LPAP снижает CD3-индуцированную 
экспрессию активационной молекулы CD69. 
Одним из ранних проявлений активации клеток 
является выход на поверхностную мембрану белка 
CD69. Для того чтобы оценить возможный вклад 
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Рис. 3. В клетках с повышенной экспрессией LPAP уровень CD45 возрастает. а,  б  –  Уровень белка LPAP ана-
лизировали в клеточных линиях Jurkat и Jurkat LPAP-Flag после первой и второй сортировки (sort 1 и sort 2). 
Клетки лизировали (а, б), белок LPAP или CD45 выделяли с помощью иммунопреципитации (IP) (б), образцы 
разделяли методом электрофореза в 12%-ном (а) или 18%-ном (б) геле, проводили Вестерн-блоттинг с указан-
ными антителами. Нижний блот  (б) окрашивали антителами против Flag и LPAP. Формы LPAP и LPAP-Flag 
указаны стрелками; в, г – экспрессия LPAP и CD45 на поверхности клеток K562 дикого типа, а также стабиль-
но трансдуцированных LPAP-Flag

LPAP в проведение внутриклеточного сигнала, мы 
сравнили экспрессию молекулы CD69 на клетках 
Jurkat WT и Jurkat LPAPpKO при активации под дей-
ствием РМА или антител против рецептора CD3. 
При стимуляции РМА клетки pKO экспрессиро-
вали на 40% меньше молекул CD69, чем клетки 
дикого типа (рис. 4, а). Затем мы использовали 
более физиологический стимул  – кросс-линкиро-
вание CD3 с помощью антитела ОKТ3. Поскольку 
экспрессия CD69 на клетках Jurkat, активирован-
ных OKT3, имеет бимодальное распределение 
(рис. 4, б, левая панель), мы сравнили нокаутные 
по LPAP клетки и клетки дикого типа по двум 
параметрам: проценту активированных клеток и 
MFI CD69+ клеток из популяции с высоким уров-
нем CD69 (гейтирование на соответствующие по-
пуляции приведено на рис. 4, б, средняя и правая  
панели).

Клетки Jurkat характеризуются довольно низ-
ким уровнем экспрессии CD3, который детектиру-
ется только на части клеток. Мы предполагаем, 
что именно эти клетки отвечают на стимуляцию 
антителом OKT3, что приводит к бимодальному ха-
рактеру распределения CD69. При активации через 
CD3 значимая разница между Jurkat WT и клетка-

ми LPAPрKO наблюдалась в образцах с высокой кон-
центрацией OKT3 (10 и 1 мкг/мл). При этом в слу-
чае популяции рKO активировались практически 
все клетки, но уровень CD69 на них был снижен 
по сравнению с клетками дикого типа (рис. 4, б, 
левая панель). Эта разница могла быть связана с 
неодинаковым уровнем CD3 на двух типах клеток 
(рис. 4, в, левая панель). В популяции pKO процент 
CD3+-клеток был выше (рис. 4, в, средняя панель), в 
то время как MFI CD3+-популяции – ниже по срав-
нению с клетками дикого типа (рис.  4,  в, правая 
панель), что соответствовало результату по экс-
прессии CD69.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Роль белка LPAP в клетке остаётся неизвест-
ной, однако образование прочного комплекса с 
CD45 указывает на то, что функция LPAP может 
быть связана с регуляцией фосфатазы. Изменение 
статуса фосфорилирования LPAP при активации 
клеток позволяет предположить, что LPAP являет-
ся участником сигнального каскада Т-клеточного 
рецептора лимфоцитов [5].
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Рис. 4. Сравнение экспрессии молекул CD69 и CD3 на клетках Jurkat дикого типа и с нокаутом по LPAP. а – Экс-
прессия CD69 на клетках, активированных с помощью РМА; б – экспрессия CD69 на клетках, активированных 
с помощью антитела OKT3; в – экспрессия CD3 на клетках, активированных с помощью антитела OKT3. Уровни 
CD69 (б) и CD3 (в) сравнивали с помощью двухвыборочного t-критерия. * p < 0,05, ** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Некоторые исследования показывают, что фос-
фатаза CD45 необходима для поддержания стабиль-
ности LPAP [7, 13]. С этим хорошо согласуются полу-
ченные нами данные о том, что в клетках Jurkat, 
нокаутных по CD45, уровень LPAP падает на 90%. 
Ранее мы показали, что при нокдауне CD45 с помо-
щью shRNA экспрессия LPAP снижалась более чем 
в два раза  [8]. Наконец, клеточная линия J45.01, 
полученная на основе Jurkat и экспрессирующая 
лишь 5–8% CD45 по сравнению с диким типом [20], 
экспрессирует LPAP в три раза меньше, чем дикий 
тип  [8]. Таким образом, имеются согласующиеся 
между собой данные о том, что при уменьшении 

уровня CD45 количество LPAP в клетке существен-
но снижается.

Чтобы ответить на вопрос о возможном 
влиянии LPAP на уровень белка CD45, мы полу-
чили панель сублиний Jurkat, нокаутных по LPAP. 
Было обнаружено, что в популяции нокаутов уро-
вень CD45 оказался сниженным до 30% от уровня 
дикого типа. Это наиболее выраженный эффект 
из всех описанных в литературе  [9–11]. Можно 
было бы предположить, что LPAP влияет не на 
стабильность фосфатазы CD45, а на её локализа-
цию. Однако наши данные о влиянии LPAP на об-
щий и поверхностный уровень CD45 (рис.  2, д, е) 
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не  поддерживают это предположение. Далее мы 
показали, что при восстановлении экспрессии 
LPAP уровень CD45 повышался, при этом наблю-
далась корреляция между уровнями этих белков. 
С помощью лентивирусной трансдукции клеток 
Jurkat нам не удалось добиться существенного пре-
вышения уровня LPAP по сравнению с клетками 
дикого типа. В отличие от этого, клетки эритро-
миелоидной линии K562, не несущие эндогенного 
LPAP, были способны к стабильной гиперэкспрес-
сии этого белка. Мы предполагаем, что в лимфоид-
ных клетках существует жёсткий механизм, кон-
тролирующий уровень LPAP, который отсутствует 
в нелимфоидных клетках. Следует отметить, что 
на клетках Jurkat преимущественно представлена 
изоформа CD45RB, а на клетках K562  – изоформа 
CD45R0. Ранее нами было показано, что LPAP ассо-
циируется со всеми изоформами примерно в рав-
ной мере [8], следовательно, различное поведение 
LPAP на клетках Jurkat и K562 не может быть объ-
яснено связью с различными изоформами CD45.

Данные, которые мы получили ранее, а также 
результаты, представленные в настоящей работе, 
свидетельствуют о том, что фосфатаза CD45 поддер-
живает стабильность LPAP и влияет на его статус 
фосфорилирования, а белок LPAP, в свою очередь, 
способен регулировать уровень CD45. Стабиль-
ность белка CD45, вероятно, не полностью опреде-
ляется молекулой LPAP. Это приводит к тому, что 
даже при полном нокауте LPAP детектируется не 
менее 30% белка CD45 от уровня в клетках дикого 
типа. Косвенные данные показывают, что LPAP 
может влиять на силу ответа Т-клеток на низко-
аффинные лиганды  [21], а также участвовать в 
регуляции дифференцировки В-клеток [3]. Можно 
предположить, что всё это происходит опосредо-
ванно, путём регуляции уровня CD45.

Группой Schraven et  al. (1991) было показано, 
что без CD45 белок LPAP синтезируется, но быстро 
деградирует [7]. Можно предположить, что верно и 
обратное утверждение в отношении стабильности 
CD45. Возможно, что в отсутствии белка-партнёра 
в молекулах CD45 и LPAP остаются открытыми 
участки, ответственные за распознавание систе-
мой деградации. Баланс активности убиквитин-
лигаз и деубиквитинилирующих белков важен 
для регуляции сигнальных путей, включая каскад 
от Т-клеточного рецептора  [22]. Например, убик-
витинилирование цепей TCR под действием CBL-b 
необходимо для деградации рецептора и ослаб-
ления сигнального каскада на поздних этапах 
активации Т-клеток. Другим примером белка, чья 
главная функция заключается в связывании и под-
держании стабильности партнёра, является транс-
мембранный полипептид типа 6 (CMTM6), который 
взаимодействует с лигандом программируемого 
клеточного рецептора смерти [23].

Биоинформатический анализ предсказывает, 
что большая часть цитоплазматического участка 
LPAP не имеет выраженной структуры [24], и LPAP 
можно отнести к внутренне неупорядоченным 
белкам (intrinsically disordered protein, IDP). Такие 
белки могут приобретать определённую конфор-
мацию при взаимодействии с молекулой-парт-
нёром  [25]. Внутренне неупорядоченные белки 
благодаря своей способности взаимодействовать с 
различными партнёрами часто выступают в роли 
белков-адаптеров или белков-платформ для сборки 
многокомпонентных комплексов. Они могут всту-
пать во взаимодействия с высокой специфично-
стью и умеренной аффинностью, что необходимо 
для строго регулируемых во времени процессов 
и делает их важными участниками сигнальных 
каскадов [26]. Возможно, LPAP опосредует взаимо-
действия CD45 с другими белками.

Вопрос о вкладе LPAP в активационный сиг-
нальный каскад Т-лимфоцитов пока остаётся от-
крытым. В нашей работе нокаутные по LPAP по-
пуляции Jurkat экспрессировали меньше молекул 
CD69 при активации с помощью PMA и OKT3. Исхо-
дя из этих данных, можно было бы сделать предпо-
ложение о прямом влиянии LPAP на сигнальный 
каскад, однако такая интерпретация осложняется 
возможным действием LPAP опосредованно через 
регуляцию экспрессии CD45. Косвенным указа-
нием на возможное участие LPAP в активации 
Т-лимфоцитов является наблюдение того, что 
сниженная экспрессия LPAP на опухоль-инфиль-
трирующих лимфоцитах является потенциальным 
маркером трижды негативного рака молочной  
железы [27].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные нами данные позволяют предпо-
ложить, что основная функция LPAP сводится к 
модуляции уровня белка CD45. Это порождает ряд 
вопросов для дальнейших исследований. Каким 
образом взаимодействие этих двух белков поддер-
живает их стабильность и каков механизм дегра-
дации CD45 и LPAP в отсутствии белка-партнёра? 
Почему в миелоидных клетках, которые конститу-
тивно не экспрессируют LPAP, белок CD45 стаби-
лен? Существует ли особый механизм регуляции 
CD45 в лимфоидных клетках, связанный с LPAP? 
Ответы на эти вопросы помогут открыть новые 
детали активации лимфоцитов.
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interaction with CD45 phosphatase suggests that LPAP may potentially regulate CD45, but direct bio-
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to a decrease, and its overexpression, on the contrary, causes an increase in the surface expression of 
CD45. No such correlation is found in non-lymphoid K562 cells. In the absence of LPAP, upon activation 
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Фагоцитоз  – важнейшая функция врождённого иммунитета человека и животных. Снижение 
способности к фагоцитозу связано со многими заболеваниями и старением иммунной системы. 
Определение фагоцитарной динамики клеток требует количественной оценки бактерий внутри 
и снаружи фагоцита. Хотя проточная цитометрия является наиболее распространённым методом 
оценки фагоцитоза, её использование не предполагает визуализации и прямой количественной 
оценки пространственной локализации бактерий. В данном исследовании применяли методы 
проточной цитометрии (сортировки) и конфокальной микроскопии в сочетании с «двухцвет-
ной» маркировкой бактерий Escherichia coli, которые использовали как объект фагоцитоза.  
Для обеспечения высокой производительности количественного и пространственного распозна-
вания двухцветных E. coli, ассоциированных с фагоцитами, также применяли проточную цито-
метрию с визуализацией в потоке. На основании полученных данных было сделано предположе-
ние о важной роли удержания патогенов на поверхности миелоидных и лимфоидных клеток без 
последующей интернализации. Разработанный метод бактериальной конъюгации существен-
но повысил точность количественной и пространственной оценки фагоцитоза и может быть 
рекомендован в качестве вспомогательного подхода при использовании проточных цитометров 
с визуализацией для анализа фагоцитоза в цельной крови.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фагоцитоз, E. coli, проточная цитометрия, конфокальная микроскопия, Amnis, 
лейкоциты человека.

DOI: 10.31857/S0320972524050126 EDN: YNTLXM

Принятые сокращения: AF405 – флуорохром Alexa Fluor 405; Dim – клетки, интенсивность которых не более 
чем на декаду выше, чем у DN; DN – двойная негативная популяция: клетки, интенсивность флуоресценции 
которых находится на уровне автофлуоресценции неокрашенных клеток; DP – двойная позитивная популяция 
по FITC и AF405; FITC – флуорохром флуоресцеин-5-изотиоцианат; Mid – клетки с умеренной интенсивностью 
флуоресценции (в пределах декады выше, чем у Dim); PBS – фосфатный буферный солевой раствор.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Фагоцитоз широко представлен среди живот-
ных, начиная от простейших и заканчивая мно-
гоклеточными организмами. Фагоцитирующие 
клетки млекопитающих  – моноциты и макро- 

фаги, нейтрофилы, дендритные клетки – предста-
вители врождённого иммунитета, первая линия 
защиты против разнообразных патогенов, попа-
дающих в организм из окружающей среды и спо-
собных вызвать инфекцию. Фагоцитоз также обес-
печивает элиминацию апоптотических клеток.  
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Таким образом, фагоцитоз является необходимым 
процессом поддержания гомеостаза у многокле-
точных животных [1]. Снижение способности кле-
ток к фагоцитозу связано с рядом заболеваний, в 
том числе с иммунодефицитными состояниями 
при инфекционных заболеваниях. Например, 
снижение фагоцитарной активности обнаружи-
вается при пародонтозе [2], синдроме бактериаль-
ной колонизации нижних дыхательных путей [3] 
и других состояниях, приводящих к опасным пато-
логиям [4, 5].

При вторжении в организм чужеродного аген-
та «профессиональные» фагоциты распознают его 
молекулярные паттерны разнообразными толл-
подобными рецепторами (TLRs, toll-like receptors), 
находящимися на поверхности фагоцитов. TLRs 
распознают, например, компоненты клеточной 
стенки бактерий, а Fc-рецепторы распознают анти-
тела, опсонизирующие патогены  [6]. Инициация 
воспаления через альтернативные механизмы 
также в первую очередь активирует фагоцитоз. 
Фагоцитоз  – незаменимый, базовый механизм, 
способствующий элиминации патогена или по-
давлению его распространения. Именно поэтому 
многие инфекции эволюционно отобрали пути 
блокировки фагоцитоза как основные механизмы 
защиты от иммунитета хозяина [7, 8]. Блокировка 
фагоцитоза является также одним из основных 
механизмов ухода опухолей от иммунного распо-
знавания и удаления [9].

Фагоцитоз является важным звеном между 
врождённым и адаптивным иммунитетом: фаго-
цитоз патогенов может оканчиваться представле-
нием коротких пептидных последовательностей 
чужеродного микроорганизма после процессинга 
антигенов на поверхности фагоцитов в контексте 
комплекса гистосовместимости класса II (MHC II), 
что инициирует пролиферацию Т-лимфоцитов, 
запуская адаптивный иммунный ответ [10].

Оценка фагоцитарной активности  – исклю-
чительно важная диагностическая методика, по
зволяющая предупреждать патологии иммуни-
тета, исследовать механизмы развития опасных 
заболеваний, а также тестировать лекарственные 
препараты на модуляцию фагоцитоза. Оценку фа-
гоцитарной активности лейкоцитов стандартно 
проводят с помощью специальных фагоцитарных 
тестов  [11,  12]. Существует множество вариаций 
этого анализа с использованием различных объ-
ектов для фагоцитоза, одним из которых является 
кишечная палочка Escherichia coli. В состав клеточ-
ной стенки этих бактерий входит липополисаха-
рид (ЛПС), который распознаётся TLR4 на поверх-
ности фагоцита. Фагоцитарная активность может 
быть оценена как у суспензионной фракции кле-
ток крови, так и у адгезивной (на пластике или 
клеточном матриксе), при этом адгезия не явля-

ется необходимым условием для осуществления 
фагоцитоза нейтрофилами [13].

Фагоцитарная активность лейкоцитов у людей 
с возрастом снижается [14]. Снижение фагоцитар-
ной активности рассматривают вкупе с другими 
изменениями, такими как уменьшение количе-
ства наивных T- и B-клеток, повышение продук-
ции противовоспалительных цитокинов, сниже-
ние секреции специфических антител. Возрастное 
снижение фагоцитоза сопровождается смещением 
пропорции «миелоидные клетки  :  лимфоидные 
клетки» в сторону миелоидных клеток, к которым 
в том числе относятся и фагоциты. Все эти изме-
нения связывают с так называемым «старением 
иммунной системы» [15]. Стимуляция миелопоэза 
с возрастом, по-видимому, является адаптацией 
организма к потере фагоцитарной функции, и по-
этому для точной оценки возрастных изменений 
необходима разработка количественных методов 
анализа фагоцитоза на уровне отдельных клеток.

Важным количественным параметром фаго-
цитоза является фагоцитарное число – количество 
бактерий, интернализованных одним фагоцитом 
за время проведения эксперимента. Являясь инте-
гральным показателем, он, однако, не учитывает 
пространственное положение бактерии относи-
тельно клеточной мембраны фагоцита, теряя та-
ким образом сведения о кинетике интернализации 
и завышая показатели фагоцитоза. Для рутинной 
оценки фагоцитарного числа необходимы высоко-
производительные методы, обеспечивающие под-
счёт адгезированных на поверхности и интерна-
лизованных, т.е. фагоцитированных бактерий, что 
позволит более точно оценивать фагоцитарную 
активность и учитывать кинетику процесса.

Применяемая для оценки фагоцитарного чис-
ла микроскопия времязатратна и значительно 
подвержена влиянию человеческого фактора, 
что накладывает ограничение как на произво-
дительность метода, воспроизводимость, так и 
статистическую достоверность результатов. Про-
точная цитометрия  – высокопроизводительный 
и один из наиболее простых и доступных мето-
дов оценки данных фагоцитарного теста, однако 
его применение не подразумевает визуализацию 
данных, что затрудняет количественный анализ 
пространственного положения бактерий в клетке. 
В  настоящей работе представлена разработанная 
методика, позволяющая оценить фагоцитарное 
число c одновременной количественной оценкой 
адгезированных на поверхности и интернализо-
ванных фагоцитами бактерий (на примере E. coli) 
с использованием проточной цитометрии.

Разработанный в этом исследовании метод 
подразумевает использование фиксированных 
(убитых) бактерий E.  coli, конъюгированных с 
флуорохромом FITC (флуоресцеин-5-изотиоцианат) 
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и биотином. После инкубации этих бактерий с об-
разцом периферической крови человека оставшие-
ся снаружи (адгезированные) бактерии выявля-
ются дополнительной окраской стрептавидином, 
конъюгированным с флуорохромом AF405 (Alexa 
Fluor 405). Стрептавидин специфично связывает-
ся с биотином на бактериях, не проникая внутрь 
фагоцитов благодаря целостности их мембраны. 
Интернализованные бактерии флуоресцируют в 
канале FITC, но не AF405, тогда как адгезированные 
на поверхности бактерии флуоресцируют в обоих 
каналах. Следовательно, сопоставление вариантов 
мечения позволяет определить местоположение 
каждой бактерии (внутри или на поверхности 
фагоцита). На проточном цитометре флуоресцент-
ный сигнал оценивается интегрально для каждой 
клетки. По интенсивности флуоресценции можно 
выделить несколько субпопуляций фагоцитов, что 
на начальном этапе исследования позволило пред-
положить наличие фагоцитов с разным числом 
бактерий в разных субпопуляциях.

Мы совместили данные, полученные с помо-
щью проточной цитометрии и сортировки клеток, 
с данными конфокальной микроскопии для коли-
чественной оценки фагоцитированных бактерий, 
валидировав таким образом использование про-
точной цитометрии в рутинных исследованиях 
без визуализации.

Помимо количественного анализа с помо-
щью трудоёмкого совмещения сортировки мето-
дом проточной цитометрии и количественной 
визуальной оценки конфокальной микроскопией, 
образцы были протестированы с помощью проточ-
ного цитометра с визуализацией Amnis Flowsight. 
Данный цитометр позволяет получать фотографии 
каждой частицы в потоке и с высокой скоростью 
анализировать пространственное расположение 
бактерий в клетке. Разработанный в данном ис-
следовании метод фагоцитоза с двойным окраши-
ванием бактерий значительно повышает точность 
анализа на современных проточных цитометрах 
с визуализаций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Приготовление бактерий, конъюгирован-
ных с FITC и биотином. В 20 мл ночной культуры 
E. coli штамма DH5a, выращенной из отдельной 
колонии в среде LB, добавляли стерильный гли-
церин до концентрации 10% и замораживали при 
−20 °С в аликвотах по 50 мкл. За день до экспери-
мента 50 мкл маточной суспензии E. coli в 10%-ном 
глицерине помещали в 10 мл среды LB и наращи-
вали в течение ночи. Оптическую плотность сус-
пензии определяли на спектрофотометре Multiskan 
SkyHigh Microplate Spectrophotometer («Thermo 

Fisher Scientific», США) по абсорбции на 540  нм. 
Разводили средой LB до оптической плотности 0,6, 
что по заранее отработанной калибровочной кри-
вой соответствовало концентрации 1,29 × 1010 бак-
терий в миллилитре. Далее 500 мкл этой суспен-
зии центрифугировали 1  мин при 2350 g. Осадок 
ресуспендировали в 250  мкл фиксатора (10%-ный 
нейтральный забуференный формалин, ООО «Ком-
пания Элемент», Россия, предварительно разбав-
ленный в 2  раза фосфатным буферным солевым 
раствором (PBS)) и инкубировали 30 мин при ком-
натной температуре на ротационном перемешива-
теле (10 об./мин). Отмывку от фиксатора проводили 
в трёх сменах по 500 мкл PBS, осаждая центрифу-
гированием 2 мин при 2350 g. После последнего 
центрифугирования осадок ресуспендировали в 
250 мкл PBS, добавляли 250 мкл боратного буфера 
(50 мМ, pH 9,0) и метили FAM изотиоцианатом 
(FITC) («Lumiprobe», Россия) согласно инструкции 
производителя. Для этого сухой FITC растворяли 
в концентрации 20 мг/мл в диметилсульфоксиде, 
аликвотировали по 10 мкл и хранили при −80 °С. 
К  500  мкл суспензии бактерий добавляли 1 мкл 
приготовленного раствора FITC и немедленно ин-
тенсивно перемешивали на вортексе, далее инку-
бировали 16 часов в темноте при 37 °С при посто-
янном перемешивании в термошейкере Biosan 
TS-100 («BioSan», Латвия) при 400 об./мин. По окон-
чании инкубации бактерии отмывали в трёх сме-
нах по 500 мкл PBS, осаждая центрифугированием 
2 мин при 2350 g. После последнего центрифуги-
рования осадок ресуспендировали в 200 мкл PBS 
и хранили при 4 °С не более 24  часов до исполь-
зования. Эффективность конъюгации оценивали 
на проточном цитометре BD LSRFortessa («BD», 
США) по интенсивности флуоресценции в канале 
FITC (лазер 488 нм, фильтр 530/20 нм) в сравнении 
с контрольными неконъюгированными фиксиро-
ванными образцами. Далее, бактерии конъюгиро-
вали биотином, используя коммерческий набор 
FluoReporter Mini-biotin-XX Protein Labeling Kit 
(«Thermo Fisher Scientific», кат.  №  F6347) согласно 
инструкции производителя. Для этого к 200 мкл 
бактериальной суспензии добавляли 20 мкл све-
жеприготовленного 1 М раствора бикарбоната на-
трия в воде (pH 8,3–8,5) и затем добавляли 20 мкл 
раствора активного эфира биотина (Компонент А) 
в деионизированной воде (200  мкл воды на одну 
пробирку с сухим Компонентом  А, раствор гото-
вили непосредственно перед использованием, т.к. 
реактивная форма биотина быстро гидролизуется 
в воде). Бактерии инкубировали с активным эфи-
ром биотина 2 часа в темноте при комнатной тем-
пературе и постоянном перемешивании в термо-
шейкере Biosan TS-100 (400 об./мин), после чего 
дважды отмывали в PBS центрифугированием 
2 мин при 2350 g, ресуспендировали в 200 мкл PBS 



КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ ФАГОЦИТОЗА 911

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

Рис. 1. Схема флуоресцентного мечения бактерий. E. coli конъюгировали FITC, а затем биотином для того, 
чтобы различать бактерии внутри и снаружи фагоцитирующих клеток. Показана последовательность про-
ведения конъюгаций и контроль качества препарата E. coli. Рассчитывали концентрацию бактерий по опти-
ческой плотности  (а) по заранее простроенной калибровочной кривой  (б). После конъюгации E. coli с FITC 
проводили контрольную проточную цитометрию  (в) для проверки однородности конъюгации (FITC+ 99,7%). 
После дальнейшей конъюгации E. coli с биотином проверяли однородность мечения в каналах AF405 и FITC – 
гомогенность конъюгации составила 98,7% (DP) для двух меток  (г). Перед замораживанием маточной сус-
пензии готовых бактерий подсчитывали их концентрацию по DIC и флуоресценции в заданном объёме,  
рассчитанном на основе известных параметров глубины фокуса и размера поля зрения (д)

и добавляли стерильный глицерин до концентра-
ции 10%. Определяли концентрацию подсчётом в 
камере Горяева, доводили PBS до концентрации 
1010 бактерий на 1 мл, аликвотировали по 20 мкл, 
замораживали и хранили при −20 °С. Все работы 
проводили в стерильных условиях.

Для проверки эффективности конъюгации био-
тином к аликвоте E. coli (разбавленной в 300  мкл 
до концентрации 1 × 107 бактерий E. coli/мл) добав-
ляли 1 мкл стрептавидина, конъюгированного с 
AF405 («Invitrogen», США, кат.  № S32351), инкуби-
ровали 30  мин на льду, отмывали в 1,2 мл PBS, 
центрифугировали 2 мин при 2350 g, ресуспенди-
ровали в 200 мкл PBS и анализировали на проточ-
ном цитометре BD LSRFortessa, оценивая двойную 
позитивную популяцию в каналах FITC и AF405 
(лазер 405 нм, фильтр 450/50 нм). Схема описанной 
методики представлена на рис. 1.

Для приготовления растворов использовали 
деионизированную воду с проводимостью 18 МОм, 
полученную с помощью системы очистки воды 
Millipore Milli-Q IQ 7000 («Merck», Германия).

Фагоцитарный тест. Периферическую кровь 
отбирали с помощью системы для вакуумного взя-
тия крови из вены условно здоровых доброволь-
цев в пробирки с гепарином натрия («Химмед-
снаб», Россия) в Медпункте Университета «Сириус» 
квалифицированным персоналом.

Концентрацию лейкоцитов в образце опреде-
ляли на гематологическом анализаторе MEK-7300K 
(«Nihon Kohden», Япония). Эту информацию исполь-
зовали далее для расчёта количества добавляемых 
бактерий, исходя из соотношения лейкоциты : бак-
терии = 1  : 20 в соответствии с опубликованными 
ранее исследованиями [16]. Для проведения теста 
отбирали 100 мкл цельной крови в полипропиле-
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новую неадгезионную пробирку («Eppendorf», Гер-
мания, кат. № 0030125150), стабилизировали тем-
пературу в СО2-инкубаторе (37 °С, 5% CO2) 5  мин. 
Фагоцитарный тест проводили в суспензионной 
фракции клеток цельной крови без применения 
специальных процедур для адгезии к поверх-
ности  [13]. К 100  мкл крови добавляли суспензии 
бактерий из расчёта 20  бактерий на один лейко-
цит, инкубировали 1 ч при 37 °С в СО2-инкубаторе. 
Для остановки фагоцитоза образцы помещали на 
лёд (см. Приложение, рис. П1) [17].

Проточная цитометрия и сортировка клеток. 
К аликвоте крови на льду после проведения фаго-
цитоза добавляли антитела CD45 APC-eFluor  780 
(клон HI30, «eBiosciencе», США, кат.  №  47-0459-42;  
1  : 100) для маркирования лейкоцитов, а также 
стрептавидин, конъюгированный с AF405 («Invitro
gen», кат.  № S32351; 1  : 100), для выявления бакте- 
рий на поверхности клеток. Образцы инкубиро-
вали 30 мин в темноте на льду, отмывали добав-
лением 1,4 мл PBS с последующим центрифугиро-
ванием в течение 5  мин при 330 g; супернатант 
удаляли и ресуспендировали осторожным пипети-
рованием в 100  мкл PBS, после чего добавляли в 
образцы 900  мкл 1-кратного лизирующего буфера 
с фиксирующим агентом BD FACS Lysing Solution 
(«BD», кат. № 349202) и инкубировали 10 мин в тем-
ноте при комнатной температуре. Далее, образцы 
центрифугировали 5 мин при 330 g, осадок ресус-
пендировали в 200 мкл PBS и до анализа хранили 
при 4 °C. Схема описанной методики представлена 
на рис. П1 Приложения.

Настройка компенсации проводилась в авто-
матическом режиме в программном обеспечении 
соответствующего проточного цитометра или сор-
тера по одноцветным контролям, приготовленным 
в соответствии с описанной выше методикой.  
Исключение составил контроль для AF405, который 
готовился путём окрашивания аликвоты крови ан-
тителами CD33 biotin (клон AC104.3E3, «Miltenyi», 
США, кат. № 130-113-347) в течение 30 мин на льду 
с последующим выявлением биотина стрептави-
дином, конъюгированным с AF405, и дальнейшей 
обработкой, как описано выше.

Предварительный анализ образцов проводи-
ли на проточном цитометре BD LSRFortessa. Для 
количественного анализа клеток E. coli и их про-
странственного расположения в лейкоцитах после 
проведения фагоцитоза клетки сортировали на 
клеточном сортере, а отсортированные фракции 
анализировали на конфокальном микроскопе. 
Сортировку проводили на сортере Sony SH800, 
оснащённом 4  лазерами (405, 488, 561 и 638  нм), 
со 100-мкм ноззлами у сортировочных чипов.  
Стратегия гейтирования подразумевала последо-
вательное выделение единичных клеток по па- 
раметрам импульса Area и Height для прямого 

светорассеяния (FSC), затем по тем же парамет-
рам импульса для бокового светорассеяния (SSC), 
очистку от явного мусора по параметрам светорас-
сеяния, выделение CD45+ популяции, определение 
субпопуляций фагоцитировавших лейкоцитов по 
интенсивности флуоресценции в каналах FITC и 
AF405 (Приложение, рис. П2). Клетки сортировали 
в 5-мл полистироловые пробирки с 1 мл PBS, отби-
рая не менее 10 000 клеток для каждой субпопуля-
ции лейкоцитов.

Для высокопроизводительного анализа про-
странственного расположения и количества бак-
терий в фагоцитах методом визуализирующей 
проточной цитометрии применяли проточный 
цитометр Amnis FlowSight («Cytek», США), оснащён-
ный 3  лазерами (405, 488 и 642 нм). Работа была 
выполнена с использованием оборудования ЦКП 
«Цитометрии и биомаркеры» ФБУН НИИ эпидемио-
логии и микробиологии имени Пастера в  Санкт-
Петербурге.

Конфокальная микроскопия. После сорти-
ровки клетки концентрировали центрифугирова-
нием 5 мин при 330 g, ресуспендировали в 10 мкл 
PBS и помещали на заряженное предметное стекло 
(Polysine Adhesion Slides, «Thermo Fisher Scientific») 
во влажной камере на 30 мин при комнатной тем-
пературе, после чего накрывали покровным стек-
лом и анализировали на конфокальном микроско-
пе. Конфокальные флуоресцентные изображения 
были получены с помощью инвертированного 
лазерного сканирующего конфокального микро-
скопа (ZEISS LSM 980 Airyscan, «Carl Zeiss AG», Гер-
мания) через объектив с 20-кратным увеличением 
(Plan-Apochromat 20×, числовая апертура 0,8). Изо-
бражения в 4 каналах были получены последова-
тельным сканированием двух треков: канал APC-
eFluor 780 в первом треке и каналы AF405, FITC и 
DIC – во втором. APC-eFluor 780 возбуждался 639 нм 
лазером (максимальная мощность – 20 мВт, пропу-
скание акустооптического фильтра (AOTF) – 2,6%), 
детекция в диапазоне от 647 до 757 нм (тип детек-
тора – GaAsP, усиление – 713 В). AF405 возбуждался 
405 нм лазером (максимальная мощность – 20 мВт, 
пропускание AOTF – 0,2%), детекция в диапазоне от 
410 до 484  нм (тип детектора  – GaAsP, усиление  – 
650  В). FITC возбуждался 488  нм лазером (макси-
мальная мощность  – 13  мВт, пропускание AOTF  – 
0,04%), детекция осуществлялась в диапазоне от 
519 до 628 нм (тип детектора – Multialkali-PMT, уси-
ление  – 845  В); DIC  – дифференциально-интерфе-
ренционный контраст в проходящем свете, полу-
ченный с помощью лазеров второго трека, т.е. 405 
и 488  нм, и детектора в проходящем свете T-PMT, 
детекция осуществлялась в диапазоне от 300 до 
900 нм (тип детектора – Multialkali-PMT, усиление – 
368  В). Были установлены следующие параметры 
сканирования: увеличение сканирования  – 8×, 
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размер изображения  – 429 × 429 пикселей, время 
пикселя (время накопления сигнала) – 4,91 микро-
секунда; размер пикселя – dx = dy = 0,124 мкм. Изо-
бражения были получены с использованием про-
граммного обеспечения ZEN (версия ZEN Blue  3.2, 
«Carl Zeiss AG»).

Программное обеспечение. Обработку ре-
зультатов проводили в Microsoft Excel 2019; ана-
лиз данных проточной цитометрии – в BD FlowJo 
v. 10.9.0; анализ данных Amnis FlowSight  – в про-
грамме Amnis IDEAS 6.2; анализ данных конфо-
кальной микроскопии – в ImageJ/Fiji v. 1.54f [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Количественный анализ фагоцитоза мето-
дом сортировки и микроскопии клеток. При 
анализе лейкоцитов (CD45+) на проточном цитоме-
тре после проведённого фагоцитоза выделяли не-

сколько субпопуляций по гранулярности, размеру 
и флуоресценции E. coli (рис. 2). Для анализа рас-
пределения числа фагоцитированных или адгези-
рованных на поверхности бактерий в популяциях 
гранулоцитов, моноцитов и лимфоцитов провели 
сортировку выделенных популяций на сортере 
Sony SH800 (стратегия гейтирования представлена 
на рис. 2 и рис. П2 Приложения). Отсортированные 
клетки анализировали на конфокальном микро-
скопе ZEISS LSM 980 Airyscan. После отработки 
протокола сортировку клеток проводили 3  раза, 
используя образцы крови трёх доноров.

Результат сопоставления данных сортировки 
и микроскопии представлен на рис.  3. Наиболее 
многочисленной при сортировке оказалась двой-
ная негативная (DN) субпопуляция  – 71,2 % от 
всех CD45+ клеток. Из 74 проанализированных 
конфокальной микроскопией сортированных 
клеток в DN-популяции от трёх доноров не най-
дено ни одной клетки, содержащей E. coli внутри  

Рис. 2. Стратегия анализа и гейтирования для сортера Sony SH800: из единичных клеток (Singlets gate) выде-
ляли лейкоциты (СD45+), далее эту популяцию сортировали по интенсивности флуоресценции и локализа-
ции бактерий (E. coli) на следующие категории: DN  – двойная негативная популяция (нефагоцитировавшие 
клетки); Dim – клетки, флуоресценция которых не более чем на декаду выше, чем DN; Mid – клетки с умерен-
ной интенсивностью флуоресценции (больше на декаду, чем у Dim); Bright – клетки с самой высокой интен-
сивностью флуоресценции; DP  – двойная по FITC и AF405 позитивная популяция бактерий на поверхности 
(нижняя панель слева). Для анализа по субпопуляциям клетки гейтировали по гранулярности (SSC) и раз-
меру (FSC) на гранулоциты (GR), моноциты (MO) и лимфоциты (LY). Расширенная информация по стратегии  
гейтирования приведена на рис. П2 Приложения
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Рис. 3. Схема эксперимента по сортировке фагоцитирующих популяций лейкоцитов (CD45+) и анализа от-
сортированных фракций на конфокальном микроскопе. Отсортированные популяции (а) были проанализи-
рованы с использованием конфокальной микроскопии (б), где DN  – двойная негативная популяция (0  бак-
терий); Dim  – клетки, интенсивность флуоресценции которых не более чем на декаду больше, чем у DN 
(автофлуоресценция  – 0  бактерий); Mid  – клетки с умеренной интенсивностью флуоресценции, в пределах 
декады выше, чем у Dim (1–5 бактерий внутри клетки); DP – популяция, двойная позитивная по FITC и AF405 
(гетерогенная  – бактерии внутри и/или на поверхности клетки). Наложение флуоресцентных изображений 
(FITC, AF405) и DIC обозначено как Merge (в). Красными цифрами на графике справа указаны средние значе-
ния количества E. coli внутри (IN) и снаружи (OUT) лейкоцитов, в скобках показан разброс данных. Индиви-
дуальные изображения клеток – примеры клеток с различным количеством E. coli в популяциях (б, в). Число  
независимых экспериментов n = 3

или на поверхности. Популяция Dim демонстриро-
вала тусклую флуоресценцию в канале FITC (в пре- 
делах 1 декады ярче клеток популяции DN). Из 33 
проанализированных на микроскопе клеток Dim-
популяции найдена только одна клетка с бак-
терией, в то время как в остальных наблюдали 
лишь повышенную флуоресценцию цитоплазмы. 
Вероятно, это фоновая автофлуоресценция, возни-
кающая в результате поглощения бактериальных 
остатков, конъюгированных с FITC. Популяция Mid 
образует выраженный кластер по флуоресценции 
FITC при анализе методом проточной цитометрии, 
отстоящий примерно на одну декаду по яркости 
от Dim-популяции; по интенсивности флуоресцен- 
ции в канале AF405 клетки Mid соответствуют ав-
тофлуоресценции клеток DN. Это свидетельствует 
о  том, что данная популяция состоит из фагоци
тировавших бактерии клеток, не содержащих 
E. coli на поверхности.

Визуальный анализ с помощью конфокальной 
микроскопии (проанализирована 151 клетка) под-
тверждает это предположение. Фагоцитарное чис-
ло в популяции Mid варьируется от 1 до 5 (среднее 
значение  – 1,87  бактерий на клетку, рис.  3). DP  – 
двойная позитивная популяция по интенсивности 
флуоресценции в каналах AF405 и FITC  – состав-
ляет 3% и представляет собой лейкоциты с бак-
териями либо только на поверхности, либо и на 
поверхности, и внутри клеток. Среднее число бак-
терий внутри клеток популяции DP (по данным 
микроскопического анализа 51 клетки) составляет 
0,67 бактерий на клетку (от 0 до 16, рис. 3); среднее 
число бактерий снаружи клеток  – 1,41 (от 1 до 6, 
рис. 3). Таким образом, данная популяция является 
крайне гетерогенной и может быть в дальнейшем 
разделена на несколько субпопуляций.

Визуализация фагоцитов в потоке с исполь-
зованием двойного окрашивания выявила при-
сутствие значительного количества E. coli на 
поверхности клеток. Хотя последовательное при-
менение сортировки и конфокальной микроско-
пии позволяет оценить количество и простран-
ственное расположение бактерий в фагоцитах, всё 
же такой анализ остаётся трудоёмким и затратным 
по времени. Применение только проточной цито-
метрии позволяет по флуоресценции различить 
количество E. coli, находящихся внутри фагоцитов, 
но не даёт возможности количественно оценить 
фагоцитоз, когда бактерии находятся одновремен-
но и внутри, и снаружи.

Для увеличения производительности при 
количественном анализе фагоцитоза клеточных 
популяций, имеющих бактерии как внутри, так и 
на поверхности, а также для получения статисти-
чески более точных показателей фагоцитарного 
числа был использован визуализирующий про-
точный цитометр Amnis FlowSight. Этот прибор 
позволяет фотографировать клетки в потоке со ско-
ростью до нескольких тысяч в секунду и анализи-
ровать пространственное положение микробных 
частиц в фагоцитах. На рис. 4 показаны стратегия 
гейтирования и суммарное представление данных 
с визуализацией (нижний ряд, левый рисунок), 
а также панель полученных на этом цитометре 
снимков клеток. Фотографии клеток разделены 
по каналам флуоресценции (каналы: FITC, кото-
рым окрашены все бактерии, BF и BF 2  – образы 
клеток в светлом поле, AF405 обозначает бакте-
рии на поверхности клеток и наложение каналов 
(Merge)). Анализ изображений клеток позволяет 
заключить, что двойное окрашивание демонстри-
рует не интернализованные фагоцитом бактерии,  
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Рис. 4. Стратегия гейтирования для проточного цитометра с визуализацией Amnis FlowSight и обобщённое 
представление результатов визуализации. Цифрами обозначены процент клеток в популяции и количество 
бактерий внутри (IN) и снаружи (OUT) клеток. Для отдельных популяций было проанализировано до 352 кле-
ток (рис. П3 Приложения). Число независимых экспериментов n = 3

а только находящиеся на его поверхности, в то вре-
мя как интернализованные бактерии детектируют-
ся только в канале FITC. По интенсивности сигнала 
флуоресценции возможно разделить 4 популяции 
клеток, различающихся количеством E. coli внутри 
и снаружи клеток. Так, в популяции DPlow клетки 
содержат по 1–2  бактерии на своей поверхности, 
в популяции DPhi  – 2–4  бактерии на поверхности, 
в популяции FITClow внутри фагоцитировавших 
клеток содержится по 1–2  бактерии, в популяции 
FITChi – по 2–4 бактерии внутри фагоцитов.

Наряду с двойным окрашиванием была про-
верена эффективность работы встроенной в при-
ложение IDEAS 6.2 программы, определяющей на 
основе сделанных цитометром снимков местопо-
ложение бактерий внутри или снаружи клетки. 
В случае детектирования программой бактерий на 
поверхности клеток, а не внутри, данные програм-
мы и двойного окрашивания совпадают на 94,9% 
(рис. 5, а, гейт Outside stain). Это свидетельствует 
о том, что распознанные программой (камерой) 
бактерии на поверхности клеток действительно 
позитивны как по FITC, так и по стрептавидину. 
Поскольку программа производит оценку на осно-
вании параметров клетки по изображению в одной 
проекции, в 70% случаев те бактерии, которые, со-
гласно данным программы, были распознаны как 
находящиеся внутри клеток, фактически, согласно 
данным по двойному окрашиванию, находились 
на их поверхности (рис. 5, б). Это связано с техни-

ческим ограничением визуализирующих возмож-
ностей Amnis FlowSight. На рис. 5, в представлены 
результаты фагоцитоза лимфоцитов. 98,6% клеток 
являются двойными негативными по FITC и AF405. 
По результатам двойного окрашивания показано, 
что 1,28% лимфоцитов способны удерживать E. coli 
на поверхности без дальнейшего фагоцитоза – по 
крайней мере в течение часа инкубации с цель-
ной кровью.

Во многих исследованиях для анализа фаго-
цитоза используются различные объекты. В част-
ности, широко распространено использование в 
исследованиях E. coli, меченных pH-зависимыми 
красителями. Однако использование этих реаген-
тов требует замены плазмы крови на специальный 
буфер для контроля рН, что отрицательно влияет 
на жизнеспособность клеток и приводит к иска-
жению результатов [19]. Более того, при изучении 
фагоцитоза in vivo в цельной крови сложно кон-
тролировать рН плазмы, в связи с чем использо-
вание бактерий, меченных рН-зависимыми кра-
сителями, ограничено и не позволяет различать 
локализацию кишечной палочки и внутри, и 
снаружи. Одноцветное мечение без возможности 
различить бактерии внутри и снаружи клеток 
приводит к неточным результатам  [19, 20]. В то 
же время использование специфических к анти-
генам отдельных видов бактерий антител  [21] не 
является универсальным и требует применения 
новых видоспецифичных антител при изучении 
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Рис. 5. Локализация бактерий относительно клеток по результатам анализа встроенной программы Amnis 
и двойного окрашивания. а  – Бактерии, которые детектировались программой как находящиеся снаружи 
клеток. 94,9% этих клеток действительно были позитивны и по FITC, и по AF405, то есть бактерии адгези-
рованы на поверхности фагоцитов. б  – Бактерии, которые детектировались программой как находящиеся 
внутри клеток. Однако 70,4% из этих клеток были позитивны и по FITC, и по AF405, что, согласно двойному 
окрашиванию, указывает на локализацию бактерий на поверхности клеток. в  – Лимфоцитарный (LY) гейт.  
Хотя программа детектирует некоторые клетки в популяции лимфоцитов как фагоцитирующие, все 1,28% 
клеток, согласно двойному окрашиванию, находились на поверхности. Верхние панели иллюстрируют (сле-
ва направо) каналы: FITC (E. coli), Brightfield 1, AF405 (biotin-streptavidin, E. coli), Brightfield 2 и наложение всех 
каналов. Правые панели визуализируют клетки, показанные в виде точек на графиках проточной цитоме-
трии. Синей линией дана масштабная линейка для изображений клеток. Образцы поклеточного анализа  
изображений показаны на рис. П3 Приложения

фагоцитоза разных объектов. Использование ме-
ченных FITC и биотином бактерий любого вида 
позволяет легко идентифицировать нефагоцитиро-
ванные бактерии путём поверхностного окраши-
вания конъюгированным с AF405 стрептавидином 
и облегчает их обнаружение с помощью конфо-
кальной микроскопии. Однако, несмотря на высо-
кую точность, использование конфокальной мик-
роскопии не позволяет анализировать большое 
количество объектов с высокой производитель-
ностью. С появлением новых методов проточной 
цитометрии с визуализацией стала возможной 
обработка больших массивов изображений с вы-
сокой производительностью. В настоящем иссле-
довании мы применили проточную цитометрию 
с визуализацией, а также разработали препарат 
E. coli, позволяющий проводить анализ быстро и 
с высокой точностью. Таким образом, с помощью 
дополнительного окрашивания возможно детек-
тировать бактерии внутри и снаружи клеток в 
любой момент фагоцитоза в цельной крови, опре-
деляя кинетику данного процесса.

В ходе исследования выявлено, что про-
грамма определяет, какие бактерии находятся 
внутри, а какие на поверхности клеток (на осно-
вании полученных с помощью цитометра Amnis 
FlowSight снимков), с низкой точностью: некото-
рые лимфоциты детектировались программой как 
фагоцитировавшие, однако результаты двойного 
окрашивания опровергли эти данные (рис. 5, в). 
Таким образом, алгоритмы распознавания визуа-
лизирующих проточных цитометров при исполь-

зовании традиционных объектов для фагоцитоза 
потенциально приводят к переоценке фагоцитоза, 
в то время как разработанные в ходе исследова-
ния методы конъюгации E. coli и проведения фа-
гоцитарного теста могут существенно увеличить 
точность результатов и быть использованы для 
оценки количественной и временной динамики 
поглощения патогенов.

Для описанного метода существуют ограни-
чения, которые, однако, легко преодолимы. Из-
вестно, что некоторые виды бактерий содержат в 
своей клеточной стенке авидины, которые харак-
теризуются высокой аффинностью к биотину [22]. 
В случае использования таких бактерий вместо 
конъюгирования с биотином возможна детек-
ция биотином, конъюгированным с различными 
флуорохромами. В случае, если авидинов для де-
текции недостаточно, возможно конъюгирование 
бактерий с избытком реактивного эфира биотина 
и последующее окрашивание стрептавидином или 
предварительное блокирование эпитопов авиди-
на биотином и дальнейшее мечение реактивным 
эфиром биотина по аминогруппам белков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе представлены результаты 
количественного анализа фагоцитоза с примене-
нием сортировки и последующей визуализацией 
анализируемых популяций. С применением мето-
дов сортировки клеток и конфокальной микро-
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скопии данные по количеству и расположению 
E. coli относительно фагоцитирующих популяций 
клеток крови сопоставлены со значениями флуо-
ресценции. Обнаружено, что за один час фаго-
цитоза большинство гранулоцитов и моноцитов 
завершает цикл интернализации внутрь клетки. 
Однако при избытке добавляемых бактерий они 
адгезируются без интернализации на поверхности 
около 20% из взаимодействующих с ними фаго-
цитов. Мы предполагаем, что удержание бакте-
рий на поверхности лимфоцитами может являться 
важной составляющей противомикробной иммун-
ной функции наряду с фагоцитозом.

Количественный анализ фагоцитарного числа 
минорных популяций клеток, имеющих бактерии 
как снаружи, так и внутри, обычно требует приме-
нения трудозатратной конфокальной микроскопии 
с 3D реконструкцией для определения местополо-
жения бактерий относительно фагоцита. Исполь-
зование цитометрии с визуализацией совместно с 
препаратом E. coli с двойным мечением позволяет 
с большой пропускной способностью и высокой 
точностью количественно определять наличие 
бактерий внутри и снаружи клеток. Двойное окра-
шивание E. coli позволило значительно улучшить 
точность результатов на проточных цитометрах с 
визуализацией клеток в потоке.

Кроме того, было показано, что некоторые 
субпопуляции лимфоцитов способны удерживать 
бактерии, однако, не интернализуя их за время 
эксперимента.

Дальнейший анализ быстро фагоцитирующих 
и удерживающих бактерии на поверхности субпо-
пуляций с использованием цитометрии с визуали-
зацией позволит более точно понимать функцию 
отдельных клеточных популяций в процессах вро-
ждённого иммунитета.
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QUANTITATIVE ANALYSIS OF PHAGOCYTOSIS IN WHOLE BLOOD 
USING DOUBLE STAINING AND VISUALIZATION

E. V. Lysakova1, A. N. Shumeev2, S. A. Chuvpilo1, V. S. Laktyushkin2, N. A. Arsentieva3, 
M. Yu. Bobrov1, and S. A. Rybtsov2*

1 Division Immunobiology and Biomedicine, Center for Genetics and Life Sciences,  
Sirius University of Science and Technology, 354340 Sirius, Krasnodar Region, Russia

2 Resource Center for Cell Technologies and Immunology, Sirius University of Science and Technology, 
354340 Sirius, Krasnodar Region, Russia

3 Saint-Petersburg Pasteur Institute, 197101 St. Petersburg, Russia

Phagocytosis is an essential innate immunity function in humans and animals. A decrease in the ability 
to phagocytize is associated with many diseases and aging of the immune system. Assessment of phago-
cytosis dynamics requires quantification of bacteria inside and outside the phagocyte. Although flow 
cytometry is the most common method for assessing phagocytosis, it does not include visualization 
and direct quantification of location of bacteria. Here, we used double-labeled Escherichia coli cells 
to evaluate phagocytosis by flow cytometry (cell sorting) and confocal microscopy, as well as employed 
image cytometry to provide high-throughput quantitative and spatial recognition of the double-labeled 
E. coli associated with the phagocytes. Retention of pathogens on the surface of myeloid and lymphoid 
cells without their internalization was suggested to be an auxiliary function of innate immunity in the 
fight against infections. The developed method of bacterial labeling significantly increased the accura-
cy of spatial and quantitative measurement of phagocytosis in whole blood and can be recommended  
as a tool for phagocytosis assessment by imaging flow cytometry.

Keywords: phagocytosis, E. coli, flow cytometry, confocal microscopy, Amnis, human leukocytes
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Использование технологии получения однодоменных антител (молекул NANOBODY®, также обо-
значаемых как наноантитела, нАТ, или молекул на основе других стабильных белковых структур) 
и их производных для решения актуальных задач биомедицины становится всё более популяр-
ным. Действительно, формат одного небольшого хорошо растворимого белка со стабильной 
структурой, полнофункционального в плане специфического узнавания, очень удобен как модуль 
для создания мультивалентных, би-/олигоспецифичных таргетных генно-инженерных молекул 
и структур. Наработка нАТ в периплазме бактерии E. coli является очень удобным и достаточно 
универсальным способом получения аналитических количеств нАТ для первичного изучения 
свойств этих молекул и выбора наиболее перспективных вариантов. Сложнее пока обстоит дело 
с наработкой в таких же условиях би- и мультивалентных производных первично отбираемых 
нАТ. В данной работе разработаны и применены удлинённые линкерные последовательности 
(52 и 86 а.о.) между антиген-узнающими модулями в клонируемых экспрессионных конструкциях 
с целью повышения эффективности наработки биспецифичных наноантител (бсНТ) в периплазме 
бактерий E. coli. Три варианта модельных бсНТ, описанные в этом исследовании, были нарабо-
таны в периплазме бактерий и выделены в растворимом виде с сохранением функциональности 
всех белковых доменов. Если ранее наши попытки наработать в периплазме бсНТ с традици-
онными линкерами длиной не более 30 а.о. были безуспешными, то применённые здесь удли-
нённые линкеры обеспечили существенно более эффективную наработку бсНТ, сравнимую по 
эффективности с традиционной наработкой исходных мономерных нАТ. Использование сильно 
удлинённых линкеров, предположительно, может быть полезным для повышения эффективности 
наработки также и других бсНТ, и подобных им молекул в периплазме бактерий E. coli.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: однодоменное антитело, наноантитело, биспецифичное антитело, много-
модульное антитело.

DOI: 10.31857/S0320972524050136 EDN: YNRGGV

Принятые сокращения: бсНТ – биспецифичное наноантитело; нАТ – наноантитело; ILZ – тримеризующийся 
домен, «изолейциновая молния»; PBS – стандартный фосфатно-солевой буферный раствор.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Новые лекарства и инструменты на основе 
моноклональных антител и их производных про-
извели революцию в биомедицине и иммуно-
биотехнологии. В последние годы, в дополнение 
к классическим моноклональным антителам, 
многими исследователями уделяется всё большее 
внимание инженерии рекомбинантных фрагмен-

тов антител, а также других антиген-связывающих 
молекул. Сегодня одной из самых перспективных 
технологий для создания таргетных генно-инже-
нерных молекул, мультивалентных и би-/олиго-
специфических структур является технология 
получения рекомбинантных производных однодо-
менных антиген-связывающих фрагментов (VHH) 
особых антител (HCAb, Heavy-Chain only antibodies), 
представляющих собой гомодимер укороченной 
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тяжёлой цепи при полном отсутствии лёгких це-
пей. Такие особые антитела присутствуют в норме 
в крови представителей семейства Camelidae и у 
некоторых видов хрящевых рыб в дополнение к 
классическим типам иммуноглобулинов [1, 2]. Вер-
блюдовые естественным образом производят анти-
тела, в которых модуль распознавания мишени 
состоит из одного вариабельного домена (VHH), 
рекомбинантную версию которого также обозна-
чают как однодоменное антитело, наноантитело 
(нАТ) или молекула НАНОТЕЛО® (NANOBODY® и 
NANOBODIES® являются зарегистрированными  
товарными знаками «Ablynx NV», дочерней компа-
нии «Sanofi», поэтому далее в статье мы не будем 
использовать эти названия). Основными особенно-
стями нАТ являются небольшие размеры (в 10 раз 
меньше классического антитела), высокая рас-
творимость, стабильность (в широком диапазоне 
температур и рН), способность узнавать необыч-
ные, скрытые для классических антител эпитопы, 
возможность использования очень эффективного 
метода фагового дисплея для селекции оптималь-
ных вариантов нАТ, а также простота осущест-
вления всевозможных модификаций методами 
генной инженерии. нАТ могут быть соединены с 
Fc-доменами, другими нАТ, пептидными метками 
или токсинами и химически конъюгированы с 
лекарствами, радионуклидами, фотосенсибили-
заторами и наночастицами  [3–5]. Разработаны 
эффективные методы генно-инженерной моди-
фикации (форматирования) исходно отбираемых 
моновалентных нАТ с целью их адаптации для 
конкретного использования. Создаваемые на их 
основе более сложные производные молекулы, 
мультивалентные, биспецифичные и иные кон-
струкции могут приобретать заметно более высо-
кую специфичность и эффективность связывания, 
существенно более высокую биологическую актив-
ность. На основе форматированных нАТ могут быть 
разработаны новые биологические инструменты 
и материалы с улучшенными свойствами, напри-
мер, для борьбы с вирусными или иными инфек-
циями  [6–10]. Несмотря на уже многочисленные 
примеры создания и применения биспецифич-
ных нАТ (бсНТ)  [11–14], в том числе и в бактери-
альных системах экспрессии  [15–17], в настоящее 
время пока не создано достаточно универсального 
способа их быстрого получения в растворимом 
и функциональном виде для предварительного 
тестирования и отбора наиболее перспективных 
вариантов. Исследователи уделяют внимание 
способам индукции синтеза белка, подходящим 
штаммам клеток, особым плазмидным векторам. В 
большинстве недавних работ [11, 13], в том числе 
рассмотренных в обзорах  [15–17], бсНТ получали 
в клеточном лизате бактерий, однако при таких 
условиях бсНТ могут денатурировать и образовы-

вать нежелательные связи с другими (загрязняю-
щими) белками. При этом описано крайне мало 
подходов по получению бсНТ с достаточно хоро-
шим выходом в условиях, приближённых к физио-
логическим. Одним из эффективных вариантов 
может быть выделение таких нАТ из периплазмы 
бактерий, где, в отличие от цитозоля, правильно 
формируются цистеиновые связи, стабилизирую-
щие иммуноглобулиновую структуру [18].

Особое внимание при конструировании экс-
прессионных конструкций с двумя и более вариа-
бельными антиген-узнающими доменами антител 
уделяется линкерным последовательностям (лин-
керам) между этими доменами. Показано, что как 
длина, так и состав линкеров могут влиять на 
эффективность наработки, стабильность и био-
логическую активность как генно-инженерного 
одноцепочечного антитела [19, 20], так и бсНТ [21]. 
Наиболее подробная информация о разработке 
линкеров между антиген-узнающими модулями 
при создании бсНТ приведена в обширном патен-
те на эту тему [22] от главного в мире разработчи-
ка технологии нАТ и биомедицинских продуктов 
на её основе – бельгийской компании «Ablynx NV», 
которая недавно стала частью глобальной фарм-
компании «Sanofi». Авторы патента перечисляют с 
указанием ссылок большое число линкеров, кото-
рые были описаны и использовались до 2014 года 
включительно. В патенте длины рассматриваемых 
возможных линкеров варьируют от 1 до 50 амино-
кислотных остатков (а.о.).

Следует отметить, что наработка би- и муль-
тивалентных производных нАТ в периплазме 
бактерий часто является сложной задачей. В част-
ности, в нашей лаборатории накоплен значитель-
ный опыт по наработке в периплазме бактерий 
разнообразных моновалентных нАТ, однако наши 
первоначальные эксперименты по созданию и на-
работке в периплазме бактерий биспецифичных 
и многовалентных нАТ выявили ненадёжность 
(нестабильность конструкций, высокая мутабель-
ность, очень низкая эффективность наработки и 
выделения растворимых нАТ) использования для 
этой цели наиболее популярного сегодня метода 
клонирования двух копий VHH, разделённых 
традиционной линкерной последовательностью, 
такой как (GGGGS)3, или линкером длиной 28 а.о., 
созданным на базе шарнирного участка неканони-
ческого антитела Верблюдовых [8].

Целью данного исследования была проверка 
предположения о возможности повысить эффек-
тивность наработки бсНТ путём существенного 
удлинения линкера, создаваемого на основе ком-
бинации более коротких линкерных последова-
тельностей, использованных нами ранее. Основ-
ными задачами данной работы были: 1) создание 
новых конструкций для экспрессии бсНТ с двумя  
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вариантами удлинённых линкеров на основе 
ранее проклонированных последовательностей 
моновалентных нАТ, 2) использование получен-
ных конструкций для проверки эффективности 
наработки бсНТ в периплазме бактерий и их вы-
деления в растворимом виде, 3) анализ функцио-
нальности антиген-связывающих модулей выделен- 
ных бсНТ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Молекулярное клонирование экспрессион-
ных конструкций для наработки бсНТ в пери-
плазме E. coli. Клонирование конструкций, схе-
матично отображённых на рис. 1, проводили, 
используя компетентные клетки E. coli XL-1 Blue 
(«Евроген», Россия), на основе полученных ранее 
вариантов нАТ [8, 23–25], уже содержащих на кон-
це последовательности форматированного нАТ ле-
вую N-концевую часть указанных линкеров (шар-
нирный участок длиной 28 а.о. закрашен серым 
цветом на рис. 1; также использовали клоны, в 
которых дополнительно за шарнирным участком 
следует ILZ – тримеризующийся домен, «изолейци-
новая молния») в фагмидном векторе pHEN6  [26], 
имеющем в составе ген устойчивости к антибио-
тику ампициллину. Проводили ПЦР-клонирование 
из нескольких этапов, используя пары заказанных 
олигонуклеотидов (таблица), реакции рестрик-
ции и лигирования, подобно тому, что описано 
ранее  [8]. Финальные биспецифичные конструк-
ции были встроены в фагмидный вектор pHEN6 
по сайтам NcoI и EcoRI. Эти конструкции состоят 

из четырёх принципиальных фрагментов (рис. 1): 
NcoI  – BamHI (VHH1 и N-конец линкера), BamHI  – 
SalI (C-конец линкера, PGGGGSGGGGSGGGGLE), 
SalI  – NotI (VHH2) и NotI  – EcoRI (HA-таг, His-таг). 
Эти фрагменты получали рестрикцией ПЦР-про-
дуктов, синтезируемых с помощью следующих пар 
праймеров: NcoI-VHH-fd и BamHI-rev (в качестве 
матрицы использовали ранее полученные клоны 
нАТ); BamHI-fd и SalI-rev (без ДНК-матрицы); SalI-fd 
и NotI-rev (клоны нАТ); NotI-fd и EcoRI-rev (клоны 
нАТ). Правильность промежуточных конструкций 
подтверждали с помощью ПЦР и проверки длины 
получаемых продуктов, финальные конструкции 
после завершения клонирования подтверждали 
секвенированием. Полная информация о после-
довательностях полученных конструкций содер-
жится в нашей патентной заявке [27].

Наработка и очистка бсНТ. Экспрессию нАТ 
и получение периплазматического экстракта про-
водили по описанному ранее протоколу  [28] с 
небольшими модификациями. Ночную культуру 
бактерий E. coli XL1 Blue, содержащих плазмидную 
ДНК c экспрессионной конструкцией, получали из 
свежевыращенной одиночной колонии на чашке 
Петри с LB-агаром, содержащим 1% глюкозы и 
100 мкг/мл ампициллина после инкубации в 5 мл 
LB-среды с 0,2% глюкозы и 70 мкг/мл ампициллина 
в течение ночи на шейкере-инкубаторе Excella C24R 
(«New Brunswick Scientific», США) при 180 об./мин 
и 37 °С. Ночную культуру разводили в 50–100 раз 
в 300 мл среды 2хYT, содержащей 0,2% глюкозы. 
Бактерии культивировали в течение 30  мин при 
180 об./мин и 37 °С, после чего добавляли ампи-
циллин до 70 мкг/мл и продолжали инкубацию. 

Рис. 1. Схема используемой экспрессионной конструкции для синтеза бсНТ и последовательности линкеров, 
разделяющих последовательности, кодирующие нАТ. Слева направо в конструкции обозначены: лактозный 
промоторный участок (Plac/operator); участок связывания с рибосомой (RBS); начало трансляции (стрелка); сиг-
нальный пептид для периплазматической локализации (pelB); последовательности, кодирующие нАТ (VHH1 
и VHH2), разделённые линкерной последовательностью (аминокислотные последовательности использован-
ных линкеров указаны в нижней части рисунка); последовательности HA-тага (YPYDVPDYA) и шесть остатков 
гистидина на самом конце. ILZ – тримеризующийся домен, «изолейциновая молния»
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Праймеры для ПЦР-клонирования

Название Последовательность (5′–3′)

NcoI-VHH-fd CGAGCCGACCATGGCCCTGCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG

BamHI-rev (для линкера 1) АССТGGATCCCTCGAGCCGCTTTCTGGTTCAGG

BamHI-rev (для линкера 2) АССТGGATCCCTCGAGCCGCTACGTTCACCCAC

BamHI-fd CGAGGGATCCAGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCA

Sal-rev ATGTCCGTCGACTCTAGACCGCCACCGCCGCTGCCACCT

SalI-fd GCGGTCGACGGCTCAGGTGCAGCTGGTGGAGT

NotI-rev GGACTAGTGCGGCCGCTTGAGGAGACGGTGACCTGGGT

NotI-fd GCGAGCGGCCGCTACCCGTACGAC

EcoRI-rev GCGGAATTCTATTAGCCGGAAGCGTAGTC

При достижении культурой бактерий оптической 
плотности 0,6 при длине волны 600 нм добавляли 
0,5 мМ раствора изопропил-бета-D-галактопирано-
зида (ИПТГ), температуру инкубации понижали до 
28–30 °С и инкубировали клетки в течение 5 часов. 
Клетки осаждали центрифугированием 10 мин 
при 3000 g. Далее проводили процедуру осмотиче-
ского шока для выделения периплазматического 
экстракта. Клеточный осадок суспендировали в бу-
фере, содержащем сахарозу (50 мМ Tris-HCl, pH 8,0, 
0,5 мМ ЭДТА, 20%-ная сахароза, 10 мМ имидазол, 
свежедобавленный 1 мМ PMSF), и оставляли в ле
дяной бане на 30 мин. Затем добавляли водный 
забуференный раствор (10 мМ Tris-HCl, pH 8,0, 1 мМ 
MgCl2), тщательно и быстро перемешивали, после 
чего оставляли суспензию клеток в ледяной бане 
ещё на 30 мин, затем клетки центрифугировали 
20 мин при 16 000 g. Отбирали супернатант, содер-
жащий периплазматический экстракт, и добавля-
ли NaCl до конечной концентрации 0,3 M. В случае 
выделения периплазматического экстракта, содер-
жащего тримеризующееся бсНТ, принципиально 
было использовать дополнительные модификации 
процедуры, включающие разрушение клеточной 
стенки путём добавления 5 мг/мл лизоцима в рас-
твор, содержащий сахарозу, и добавление 20 мМ 
имидазола в последующий водный раствор.

Очистку целевого белка проводили с помо-
щью металл-хелатной аффинной хроматографии 
на Ni2+-NTA-агарозе, используя гель HIS-Select Niсkel 
Affinity Gel («Sigma-Aldrich», США). Данная очистка 
возможна благодаря наличию на С-конце форма-
тированного нАТ шести гистидиновых остатков 
(His-таг). Очистку проводили согласно протоколу 
производителя. Объём колонки подбирали в зави-
симости от объёма исходной культуры и получае-
мого периплазматического экстракта, в среднем 
колонку объёмом 0,5 мл использовали для очист-
ки нАТ, выделяемого из 300 мл культуры. Колонку 
уравновешивали «лизирующим» буфером (50 мМ 

NaH2PO4, pH 8,0, 0,3 М NaCl, 10 мМ имидазол). При 
очистке предположительно тримеризующихся 
бсАТ количество имидазола в буфере увеличивали 
до 20 мМ. Периплазматический экстракт добавля-
ли в колонку и проводили сорбцию белка «batch»-
методом, перемешивая экстракт и агарозу на ми-
ни-ротаторе Bio RS-24 («Biosan», Латвия) в течение 
30–40 мин. Затем колонку переводили в вертикаль-
ное положение, давали осесть Ni2+-NTA-агарозе и 
пропускали через неё экстракт. После этого колон-
ку промывали в три этапа лизирующим буфером 
суммарным объёмом, равным 10 объёмам колонки. 
Элюцию белка проводили дробно, путём трёхкрат-
ного добавления одного объёма колонки элюи
рущего буфера (50 мМ NaH2PO4, pH 8,0, 0,3 М NaCl, 
250 мМ имидазол). Таким образом, с одной колонки 
объёмом 0,5 мл получали элюат объёмом 1,5 мл.

Электрофорез белков. Качество и количество 
нАТ, содержащегося в полученном элюате, опре-
деляли при помощи анализа аликвот очищенных 
нАТ методом электрофореза в 5–19%-ном гради-
ентном SDS-полиакриламидном геле (SDS-PAGE) 
в восстанавливающих условиях по Лэммли  [29]. 
Использовали прибор MiniProtean  II («Bio-Rad», 
США), источник питания  – Эльф-4 («ДНК-Техно-
логия», Россия). В качестве восстанавливающего 
агента использовали ДТТ (дитиотреитол). Перед на
несением к образцам добавляли буфер (31,25  мМ 
Tris-HCl, pH 6,8; 12,5%-ный глицерин; 1%-ный SDS; 
0,005%-ный бромфеноловый синий), пробы про-
гревали 10 мин при 97 °С. Электрофорез проводили 
в стандартном SDS-буфере (0,2 М глицин, 0,025 М 
Tris, 0,1%-ный SDS). Контроль разделения молекул 
проводили с использованием белкового маркера 
Precision Plus Protein Standards (161-0363, «Bio-Rad»). 
Примерное количество нАТ в соответствующей по-
лосе на окрашенном геле оценивали относительно 
интенсивности полос маркера (так, в 5 мкл мар-
кера интенсивность полосы 50 кДа соответствует 
примерно 375 нг, а полосы 20 кДа – 75 нг белка).
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Иммуноферментный анализ для проверки 
функциональности обоих модулей нАТ в составе 
получаемого двухмодульного бсНТ. Использова-
ли следующие антигены: рекомбинантный ICAM-1 
человека («R&D Systems», США), рекомбинантный 
аллерген пыльцы берёзы Bet v 1 («Biomay AG», Ав-
стрия), рекомбинантный гемагглютинин (HA-H5) 
вируса гриппа H5N2 («Sino Biotechnological Inc.», 
Китай) и очищенный IgA человека («Имтек», Рос-
сия). Раствор антигена в концентрации 2 мкг/мл 
в стандартном фосфатно-солевом буферном рас-
творе (PBS: 137 мM NaCl, 2,7 мM KCl, 10 мM Na2HPO4, 
2 мM KH2PO4, pH 7,4) использовали для иммобили-
зации антигена в течение ночи при +4 °C в лунках 
96-луночного планшета с плоским дном (MaxiSorp, 
«Nunс», Дания). Контрольные лунки не содержали 
антиген, а далее обрабатывались параллельно с 
остальными экспериментальными лунками. Лун-
ки промывали PBS трижды, затем блокировали в 
1%-ном БСА в PBS в течение часа, снова промы-
вали дважды PBS. Проверяемые нАТ наносили в 
разных концентрациях, преимущественно в диа-
пазоне 0,4–1 мкг/мл, в 0,1%-ном БСА в 1× PBS, и ин-
кубировали в течение 1  часа при эпизодическом 
перемешивании. Лунки тщательно промывали 
(5  раз в PBS) и добавляли вторичные мышиные 
анти-HA-таг-антитела, конъюгированные с пер-
оксидазой хрена («Sigma-Aldrich»), разведённые 
1  : 2000 в 0,1%-ном БСА/PBS. Через 1 час лунки сно-
ва тщательно промывали и затем добавляли инди-
каторную смесь 1-Step Ultra TMB («Thermo Fisher 
Scientific», США). Для остановки реакции использо-
вали 2 М серную кислоту. Оптическую плотность 
измеряли при длине волны 450 нм на планшетном 
фотометре. Данные получали в трёх повторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В нашей лаборатории уже много лет ведутся 
исследования, связанные с получением новых 
однодоменных антител (нАТ) для широкого спек-
тра антигенов-мишеней, направленные на реше-
ние актуальных задач биомедицины. В настоящее 
время для ряда текущих проектов лаборатории 
очень актуальной задачей является создание бсНТ 
на базе получаемых или уже полученных ранее 
нАТ. Для этого предпочтительна бактериальная 
система экспрессии (E. coli), так как именно в 
периплазме бактерий мы рутинно нарабатываем 
нАТ и их производные. Ранее в нашей лаборато-
рии уже проводили эксперименты по наработке 
в одной рамке считывания сразу двух нАТ, коди-
рующие последовательности которых разделены 
линкером. Однако при этом выявлялись проблемы 
нестабильности получаемых конструкций в бак-
териях (необычно высокий мутагенез выявляли 

путём секвенирования и ПЦР-анализа разных по-
лучаемых клонов) и очень низкого выхода реком-
бинантного белка с двумя модулями нАТ (ниже 
уровня фоновых бактериальных белков). Эти 
проблемы были как при использовании традици-
онного линкера (Gly4-Ser)×3, так и линкера на ос-
нове длинного шарнирного участка особых анти-
тел верблюдов, состоящего из 28 аминокислотных 
остатков (а.о.). В данной работе был учтён преж-
ний опыт и предпринята попытка использовать 
ещё более удлинённый комбинированный линкер 
между последовательностями, кодирующими нАТ. 
На рис. 1 приведена схема используемой в данной 
работе экспрессионной конструкции на основе 
плазмидного вектора pHEN6  [26] для индуцируе-
мой экспрессии бсНТ в периплазме E. coli, а также 
представлены два варианта разработанных линке-
ров (мы не нашли в публикациях других авторов 
упоминания об использовании столь удлинённых 
линкеров).

Линкер 1 (длиной 52 а.о.) состоит из длинного 
шарнирного участка особых антител верблюда 
(28 а.о.), соединённого с традиционным линкером 
Gly4-Ser-Gly4-Ser-Gly4 (как в фагмиде pIT2) с несколь-
кими дополнительными а.о., а в линкере 2 (длиной 
86  а.о.) между двумя указанными частями линке-
ра 1 встроена дополнительная последовательность 
рекомбинантного домена ILZ [8]. Ранее было пока-
зано, что нАТ, к которым был добавлен ILZ-домен, 
действительно эффективно тримеризуются в пери-
плазме бактерии сразу после их синтеза [8].

В данном коротком сообщении приведены 
примеры и первичные характеристики первых 
бсНТ, полученных с использованием двух указан-
ных вариантов линкеров.

Получение и анализ бсНТ с линкером 1. В со-
вместной работе с австрийскими партнёрами нам 
недавно удалось получить нАТ (aBet) к основному 
аллергену пыльцы берёзы (Bet  v 1)  [24], а также 
нАТ (aICAM1) к мажорному поверхностному рецеп-
торному белку эпителия ICAM1 [23]. Одной из даль-
нейших целей этой работы было получение бсНТ, 
связывающихся с ICAM1 на поверхности клеток 
эпителия верхних дыхательных путей человека и 
способных после этого также связывать поступаю-
щий из внешней среды пыльцевой аллерген, бло-
кируя его и тем самым препятствуя аллергической 
реакции. В данной работе мы получили два вариан-
та бсНТ, содержащего оба этих нАТ, aBet-л1-aICAM1 
и aICAM1-л1-aBet, но идущих в разной последова-
тельности. Любопытно, что первый вариант бсНТ 
воспроизводимо (в трёх независимых повторах) 
заметно лучше нарабатывался параллельно в 
тех же условиях по сравнению со вторым вари-
антом (дорожки 3 и 4 соответственно на рис. 2, а). 
Уровень наработки для бсНТ aBet-л1-aICAM1 был 
вполне сравним со средним уровнем наработки 
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Рис. 2. SDS-PAGE и иммуноферментный анализ бсНТ aBet-л1-aICAM1 и aICAM1-л1-aBet. а  –  Электрофоретиче-
ское разделение в 5–19%-ном градиентном SDS-полиакриламидном геле белков периплазматических экстрак-
тов (1, 2) и аффинно очищенных нАТ (3, 4). Стрелкой показано положение бсНТ. В крайней левой дорожке на-
несён маркер  (М) и указаны (в кДа) размеры маркерных полос. б  –  Иммуноанализ связывания полученных 
бсНТ в концентрации 0,4 мкг/мл с иммобилизованными рекомбинантными антигенами. Представлены усред-
нённые данные трёх измерений с указанием области разброса данных

исходных одномодульных нАТ (примерно 2  мг из 
1 л культуры). Выявляемые бсНТ двигались при 
электрофорезе в полном соответствии с ожидае-
мым размером 36 кДа. В концентрации 0,4 мкг/мл 
оба бсНТ специфически узнавали каждый из иммо-
билизованных антигенов, как Bet v 1, так и ICAM1 
(рис. 2, б). Таким образом, эти предварительные  
данные указывают на то, что в периплазме бакте-
рии вполне возможно наработать в растворимом 
и активном виде заданные бсНТ. При этом порядок 
следования последовательностей нАТ в конструк-
ции может иметь значение для уровня наработки.

Получение и анализ бсНТ с линкером 2. В дру-
гом нашем актуальном проекте поставлена задача 
разработки средства для блокировки/задержки па-
тогенных респираторных вирусов в верхних дыха-
тельных путях человека на основе бсНТ. Для этого 
мы получили и продолжаем получать как нАТ, спе-
цифически связывающие консервативные поверх-
ностные эпитопы актуальных патогенных вирусов 
(в первую очередь вирусов гриппа и коронавиру-
сов), так и нАТ к мажорным компонентам слизи 
или, в частности, к мажорному иммуноглобулину 
(IgA) слизистых тканей. Связываясь с вирусной 
частицей, молекулы IgA вызывают опсонизацию 
патогена и дают иммунной системе сигнал для его 
уничтожения. Ранее было показано, что для свя-
зывания и блокирования вируса предпочтительно 
использовать тримеризованное нАТ  [8]. С целью 
исследования того, как влияет на наработку бсНТ 
добавление в состав линкера тримеризующегося 
домена (ILZ), в данной работе был проверен вто-
рой вариант линкера (линкер 2, рис. 1). На этот 
раз использовались два других, полученных ранее 
нАТ. Одно, aHN13, связывает гемагглютинин (HA) 
вируса птичьего гриппа (H5N2)  [8], а другое, E7, 
связывает IgA человека  [25]. Ожидаемый размер 

мономерной версии данного бсНТ составляет при-
мерно 39 кДа, что хорошо соответствует подвиж-
ности белка, выявляемого при электрофорезе в 
восстанавливающих условиях (рис. 3, а), при ко-
торых предполагаемый формирующийся тример 
распадается на мономеры.

В случае тримеризации размер нАТ должен 
увеличиться до примерно 117 кДа. В данном ко-
ротком сообщении мы пока не ставили задачу 
тщательно исследовать именно тримеризацию 
получаемого нАТ, но в качестве косвенного ука-
зания на тримеризацию нарабатываемого белка 
можно привести два факта. Первый: при уль-
трафильтрации, в процессе которой использу-
ется центрифужный концентратор с номиналь-
ным отсечением по молекулярной массе 100 кДа 
(Vivaspin Turbo  4, «Sartorius», Германия), данное 
нАТ ведёт себя как высокомолекулярный белок 
и практически полностью концентрируется над 
фильтром, тогда как другие белковые молекулы, 
загрязняющие исходный препарат нАТ и имеющие 
размер (на электрофореграмме) вплоть до 75 кДа, 
заметно уходят в проскок, в отличие от нАТ, дви-
жущегося при денатурирующем электрофорезе 
как мономерный белок размером 39 кДа. Другое 
указание  – затруднённое выделение этого нАТ в 
составе периплазматического экстракта. Исходя из 
предположения о его трёхмерной структуре, были 
специально подобраны условия для более эффек-
тивного извлечения этого нАТ из периплазмы 
бактерий. Мы добавили процедуру разрушения 
клеточной стенки лизоцимом и повысили ион-
ную силу элюирующего раствора (подробнее  – в 
описании методов). Уровень наработки для нАТ 
aHA-л2-E7 при использовании модифицированных 
условий выделения был также сравним со сред-
ним уровнем наработки исходных одномодульных 
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а б

Рис. 3. SDS-PAGE и иммуноферментный анализ бсНТ aHA-л2-E7(aIgA), также обозначаемого (HN-E7)x3. а – Элек-
трофоретическое разделение в 5–19%-ном градиентном SDS-полиакриламидном геле аффинно очищенного 
бсНТ, исходного (1), проскока на фильтре с номинальным отсечением по молекулярной массе 100 кДа (2), очи-
щенного от мелких примесей и, предположительно, тримеризованного бсНТ (3), задержанного над фильтром 
с отсечением по молекулярной массе 100  кДа. Стрелкой показано положение мономерного бсНТ. В крайней 
правой дорожке нанесён маркер (М) и указаны (в кДа) размеры маркерных полос. б – Иммуноанализ связыва-
ния полученных бсНТ (HN-E7)x3, а также контрольных моновалентных нАТ (E7 – против IgA и HN13 – против 
гемагглютинина HA-H5 вируса птичьего гриппа) в концентрации 1 мкг/мл с иммобилизованными рекомби-
нантными антигенами (IgA и HA-H5). Контрольные лунки были без антигена (столбцы «без АГ»). Представ-
лены усреднённые данные трёх измерений с указанием области разброса данных

нАТ (примерно 1 мг из 1 л культуры). Полученное 
нАТ обладало необходимой функциональностью и 
узнавало оба белка-мишени в иммуноферментном 
анализе (рис. 3, б). Взятые в качестве позитивных 
контролей мономерные нАТ, anti-IgA (Е7) [25] и нАТ 
против гемагглютинина HA-H5 вируса птичьего 
гриппа (HN13) [8] при связывании давали несколь-
ко более сильный сигнал. Это может отражать дву-
кратный молярный избыток этих моноспецифиче-
ских нАТ по сравнению с половинной долей E7 и 
HN13 в бсНТ (при одинаковой концентрации всех 
трёх вариантов нАТ), а также может указывать на 
возможные стерические ограничения при исполь-
зовании в этом анализе предположительно три-
меризованного нАТ. Заметим, что для сравнения 
данное бсНТ также нарабатывали с линкером 1 
(аНА-л1-Е7), без тримеризующегося домена. Выход 
бсНТ был в этом случае в 2  раза выше. При ис-
пользовании более коротких традиционных лин-
керов все три варианта описанных бсНТ вообще 
не удавалось наработать в детектируемых коли- 
чествах.

Таким образом, мы продемонстрировали, 
что нарабатываемые бсНТ содержат все задан-
ные домены в функциональном состоянии: они 
выделяются из периплазмы, при выделении с 
помощью аффинной металл-хелатной хроматогра-
фии работает His-таг, оба антиген-распознающих 
модуля нАТ и НА-таг функциональны в иммуно-
анализе. Удлинённые линкерные последователь-
ности, по-видимому, способствуют ослаблению 
нежелательных взаимодействий (потенциальных 
рекомбинаций) между консервативными каркас-

ными GC-богатыми участками в следующих друг 
за другом VHH-последовательностях в случае ге-
терологичной бактериальной системы экспрессии, 
что выражается в стабильности конструкций (про-
дуцентов) и в повышении уровня наработки этих 
бсНТ. Мы полагаем, что в нашей работе впервые 
рассматриваются столь удлинённые линкеры для 
решения задачи повышения эффективности нара-
ботки бсНТ в периплазме. Полученные результаты 
определённо наполняют оптимизмом наши планы 
по дальнейшему использованию подобных форма-
тов производных нАТ для самого широкого круга 
актуальных задач биомедицины.

Подана патентная заявка на изобретение для 
защиты приоритета описанных в данной статье 
разработок [27].
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EXTENDING LINKER SEQUENCES BETWEEN ANTIGEN-
RECOGNITION MODULES PROVIDES MORE EFFECTIVE 
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The use of technology for the production of single-domain antibodies (NANOBODY® molecules, also 
referred to as nanoantibodies, nAb, or molecules based on other stable protein structures) and their 
derivatives to solve current problems in biomedicine is becoming increasingly popular. Indeed, the 
format of one small, highly soluble protein with a stable structure, fully functional in terms of spe-
cific recognition, is very convenient as a module for creating multivalent, bi-/oligo-specific genetically 
engineered targeting molecules and structures. The production of nAb in the periplasm of the E. coli 
bacterium is a very convenient and fairly universal way to obtain analytical quantities of nAb for the 
initial study of the properties of these molecules and the selection of the most promising nAb options.  
The situation is more complicated with the production of bi- and multivalent derivatives of initial-
ly selected nAbs under the same conditions. In this work, extended linker sequences (52 and 86 aa) 
between antigen-recognition modules in cloned expression constructs were developed and applied in 
order to increase the efficiency of production of bispecific nanoantibodies (bsNB) in the periplasm of 
E. coli bacteria. Three variants of model bsNBs described in this study were produced in the periplasm 
of bacteria and isolated in soluble form with preservation of the functionality of all protein domains. 
If earlier our attempts to produce bsNB in the periplasm with traditional linkers no longer than 30 aa 
were unsuccessful, the extended linkers used here provided a significantly more efficient production of 
bsNB, comparable in efficiency to the traditional production of the original monomeric nAbs. The use of 
highly elongated linkers can presumably be useful for increasing the efficiency of production of other 
bsNBs and similar molecules in the periplasm of E. coli bacteria.
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При обширных повреждениях кожи возникает необходимость в специализированной терапии, 
стимулирующей процессы регенерации, но предотвращающей формирование рубцовой ткани. 
Мы исследовали in vivo и in vitro возможность комбинирования коллагенового геля в качестве 
агента, закрывающего раневое ложе и привлекающего фибробласты в область повреждения, 
и вертепорфина  (ВП) как антифибротического препарата. In vitro на фибробластах, изолирован-
ных из рубцовой ткани человека, проводили оценку влияния ВП на жизнеспособность и экспрес-
сию маркеров миофибробластов. In vivo коллагеновый гель и ВП отдельно и совместно вносили 
в рану и характеризовали признаки рубцевания при регенерации кожи: отклонения в толщине 
слоев кожи, интенсивность синтеза коллагена и морфометрические характеристики сформиро-
ванных волокон внеклеточного матрикса. Результаты показали, что ВП корректирует фибротиче-
ский фенотип путем подавления экспрессии сократительного белка Sm22α и не вызывает клеточ-
ную гибель. Однако при внесении ВП в рану в составе коллагенового геля он теряет способность 
направлять ранозаживление по бесшрамному типу, что может быть связано с несовместимостью 
механизмов, за счет которых коллаген и ВП влияют на регенерацию.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: дермальные фибробласты, регенерация кожи, фиброз, вертепорфин, YAP/TAZ.

DOI: 10.31857/S0320972524050148 EDN: YNQEOQ

Принятые сокращения: ВП  – вертепорфин; BrdU  – 5-бромо-2′-дезоксиуридин; BSA  – бычий сывороточный 
альбумин; DPBS – фосфатный солевой буфер; PFA – параформальдегид.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Заживление раны представляет собой слож-
ный процесс, который в общих чертах подраз-
деляется на последовательные, но отчасти пере-
крывающиеся четыре фазы: гемостаз, воспаление, 
пролиферация (клеточная инфильтрация, ангио-
генез и реэпителизация) и созревание/ремодели-
рование [1]. На стадии воспаления активация им-
мунных клеток стимулирует секрецию цитокинов, 
которые, в свою очередь, активируют миграцию в 
область повреждения фибробластов, эпителиаль-
ных и эндотелиальных клеток. В ложе раны фиб-
робласты приобретают активированный фенотип 
и преобразуются в миофибробласты, экспресси-
рующие Sm22α, – клетки, отвечающие за контрак-
цию раны и производство основных компонентов 
внеклеточного матрикса, таких как фибронектин 

с экстра-доменом A, CD26, коллаген  I и  III, необ-
ходимых для заполнения дефекта соединительной 
ткани и формирования рубца  [2–4]. Финальной 
фазой раневого заживления является фаза ремо-
делирования, которая у человека может длиться 
годами. На  этом этапе в норме архитектура вос-
становленной ткани приближается к архитектуре 
нормальной кожи [1].

При обширных повреждениях используют спе-
циализированные агенты для стимуляции процес-
сов регенерации. В медицинскую практику успеш-
но входят тканевые эквиваленты, создаваемые на 
основе коллагенового геля  [5]. Биоразлагаемость 
коллагена и его низкая иммуногенность делают 
его оптимальной основой не только для создания 
тканеинженерных конструкций, содержащих жи-
вые клетки, но и для самостоятельного примене-
ния в качестве раневого покрытия [6–8]. Коллаген 
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как ключевой элемент внеклеточного матрикса 
влияет на все этапы раневого заживления  [9–11]. 
Коллагеновые гидрогели частично воспроизводят 
свойства внеклеточного матрикса, имеют пори-
стую структуру и сеть протофибрилл, облегчают 
миграцию и колонизацию клеток, способствуя 
ремоделированию новообразованной ткани, и 
способствуют заживлению ран  [12]. В  некоторых 
случаях в состав коллагеновых заменителей кожи 
вносят биологически-активные молекулы: факто-
ры роста, цитокины или их аналоги, стимулирую-
щие процесс интеграции эквивалента в повреж-
денный орган, процесс регенерации окружающих 
тканей и модулирующие иммунный ответ.

Одним из частых осложнений регенерации 
кожи, особенно при крупных повреждениях, тре-
бующих специализированной терапии, таких как 
ожоги, является формирование гипертрофических 
рубцов  [13]. Помимо явных косметических недо-
статков, рубец нарушает механические взаимодей-
ствия в коже, делая ее более хрупкой и легкой на 
разрыв. Рубец не содержит волосяных фолликулов 
и сопряженных с ними сальных желез, что при-
водит к высыханию эпидермиса. Одним из новей-
ших перспективных терапевтических препаратов, 
рассматриваемых в контексте противорубцовой 
терапии, является вертепорфин (ВП) [14–17].

Однократное введение ВП на ранних этапах 
регенерации лабораторным мышам инициирова-
ло процесс регенерации по бесшрамному типу [18]. 
ВП также обладает бактерицидной активностью, что 
благотворно сказывается на ранозаживлении [16].  
Доставка в область повреждения ВП для стимуля-
ции процессов ранозаживления была успешной 
при использовании носителей из фиброина  [15], 
поливинила  [17] и полилактата  [14]. Мы исследо-
вали возможность использования коллагенового 
геля в качестве носителя  ВП для внесения его в 
рану, как одного из возможных средств предотвра-
щения формирования рубцов после полного рано-
заживления.

Противорубцовые свойства ВП связывают с его 
способностью ингибировать взаимодействие тран-
скрипционного кофактора YAP1 и его мишеней, 
белков семейства  TEAD. Активация сигнального 
каскада YAP1 происходит при ранозаживлении как 
в эпидермисе, так и в дерме [19]. В эпидермисе он 
стимулирует миграцию и пролиферацию керати-
ноцитов в раневом ложе. Активный ядерный YAP1 
ассоциирован с пролиферацией фибробластов и 
повышением их контрактирующей способности, 
что важно при закрытии раны. На стадии ремоде-
лирования активность этого сигнального каскада 
снижается. Увеличение времени активности сиг-
нального каскада YAP1 у мыши приводит к форми-
рованию обычных или гипертрофических рубцов, 
в то же время его ингибирование в фибробластах 

на ранних этапах ранозаживления стимулирует 
восстановление полноценной кожи со всеми дери-
ватами [20].

Влияние ВП на процессы рубцевания рассма-
тривали in vitro и in vivo. В  условиях культивиро-
вания мы использовали фибробласты человека, 
изолированные из гипертрофического кожного 
рубца, как аналог миофибробластов раневого 
ложа. Оценили влияние ВП на жизнеспособность, 
экспрессию сократительных маркеров и контрак-
тирующие способности фибробластов. In vivo на 
лабораторных мышах исследовали эффективность 
внесения ВП в составе коллагенового геля для сти-
муляции регенерации кожи. В  качестве анализи-
руемых характеристик мы сравнили скорость за-
крытия раны, структуру внеклеточного матрикса 
и общую морфологию регенерирующей кожи.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и культивирование фибробла-
стов дермы. Использованные в работе клеточные 
линии были изолированы из биоптатов кожи чело-
века, полученных в результате реконструктивных 
операций в ФГБУ «НМИЦ ВМТ им. А.А. Вишневско-
го» с информированного согласия доноров. Работу 
с биоптатами кожи проводили в соответствии с 
протоколом, одобренным Комиссией по биоэтике 
института биологии развития им. Н.К. Кольцова 
РАН  (ИБР) (№ 51 от 09.09.2021). Биоптаты промы-
вали раствором Хэнкса с добавлением 0,4 мг/мл 
гентамицина для дезинфицирования, затем меха-
нически удаляли подкожный жир и ретикулярный 
слой дермы таким образом, чтобы верхний слой 
кожи с эпидермисом был толщиной не более 2 мм. 
Дерму с эпидермисом нарезали полосками шири-
ной 2–3 мм и инкубировали в 2%-ном растворе 
диспазы («Gibco», США) в течение 1 ч при тем-
пературе 37 °С; далее, эпидермис удаляли, дерму 
измельчали ножницами до гомогенной консистен-
ции и инкубировали в 0,1%-ном растворе колла-
геназы I  типа («Gibco») в течение 24  ч при 37 °С. 
Полученную массу центрифугировали при 140 g в 
течение 10 мин, осадок ресуспендировали в DPBS 
(фосфатный солевой буфер; «ПанЭко»,Россия); про-
цедуру повторяли 3 раза.

Для выделения фибробластов рубца биоптат 
очищали от прилегающих нормальных тканей, 
оставляя только участки с выраженной рубцовой 
деформацией, затем инкубировали в течение 1  ч 
в 2%-ном растворе диспазы при температуре 37 °С. 
После удаления эпидермиса дерму измельчали 
до гомогенной консистенции и инкубировали в 
0,1%-ном растворе либеразы («Roche», США) в тече-
ние 24 ч при температуре 37 °С. Полученную массу 
центрифугировали при 140  g в течение 10 мин, 
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осадок ресуспендировали в DPBS; процедуру повто-
ряли 3 раза.

Изолированные фибробласты культивировали 
в среде Amniomax-II («Gibco») в атмосфере 5% СО2 
при температуре 37 °С. Смену культуральной сре-
ды проводили каждые 2–3  дня. При достижении 
конфлуэнтности клетки пассировали 0,05%-ным 
раствором трипсин-ЭДТА («Capricorn», Германия) и 
далее культивировали в среде DMEM («ПанЭко») с 
добавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки («Capricorn»), 1% Glutamax («Cibco»), 1% пен-
ницилина/стрептомицина («Gibco»). В  работе ис-
пользовали клетки 2–3 пассажей.

В работе были использованы образцы, полу-
ченные от трех доноров здоровой кожи в возрасте 
42–55 лет, и образцы, полученные от трех доноров 
с рубцовой тканью в возрасте 33–45  лет. Клеточ-
ные линии были депонированы в Коллекции кле-
точных культур для биотехнологических и био-
медицинских исследований (общебиологического 
и биомедицинского направления) ИБР РАН.

Выявление апоптоза. Для определения про-
филя гибели клеток фибробласты на 1, 3 и 5 сутки 
после обработки ВП диссоциировали, центрифуги-
ровали при 140 g в течение 5 мин, однократно про-
мывали DPBS, после чего инкубировали в течение 
15 мин в растворе аннексина V и пропидий йодида 
с использованием набора для обнаружения апоп-
тоза PI-AV («BD  Pharmingen™», США), согласно ин-
струкции производителя. Для введения в анализ 
коэффициента компенсации использовали пробы, 
отдельно окрашенные аннексином  V и пропидий 
йодидом. Проточную цитометрию проводили с ис-
пользованием проточного цитометра Attune® NxT 
(«Life Technologies», США).

Культивирование фибробластов в коллаге-
новом геле. Для приготовления геля на льду сме-
шивали: 0,34 М р-р NaOH («Химмед», Россия) – 6,5%; 
7,5% р-р Na2CO3 («ПанЭко») – 3,42%; 10× среда M199 
(«Gibco») – 9,77%; Glutamax («Gibco») – 0,39%; Hepes 
(«ПанЭко»)  – 1,95% и раствор коллагена I  типа  – 
77,97%. Раствор коллагена получали из сухожи-
лий хвостов белых лабораторных крыс породы 
«стандарт» путем механического отсоединения 
отдельных волокон и растворения их в 0,1%-ной 
уксусной кислоте, конечная концентрация колла-
гена в растворе – 2 мкг/мл. По 400 мкл геля, содер-
жащего клеточную суспензию в концентрации 
150 × 103 клеток на мл, вносили в лунки 24-луноч-
ного планшета («Corning», США) и инкубировали 
при температуре 37 °С для полимеризации. Сверху 
геля вносили 500  мкл культуральной среды. Гель 
отделяли от стенок культуральной посуды, что 
позволяло клеткам неограниченно его сжимать.

Через сутки после формирования геля в экспе-
риментальные лунки вносили ВП («Sigma-Aldrich»), 
растворенный в питательной среде в концентра-

ции 0,1 мкг/мл, и инкубировали гель с клетками 
в присутствии ВП в течение 24 ч, после чего гель 
однократно промывали раствором Хэнкса и зали-
вали гель обычной культуральной средой.

Количественный ПЦР-анализ. РНК выделяли 
с применением реактива RNAzol («Sigma-Aldrich», 
Германия), согласно инструкции производителя. 
Для удаления геномной ДНК и проведения реак-
ции обратной транскрипции использовали набор 
QuantiTect Reverse Transcription Kit («Qiagen», США). 
На  реакцию обратной транскрипции использо-
вали 1 мкг  РНК. Количественный ПЦР-анализ в 
реальном времени проводили с использованием 
набора 5× qPCRmix-HS SYBR+LowROX («Евроген», 
Россия) и амплификатора LightCycler96 («Roche», 
США). Протокол реакции: 10 мин при 95 °C, 1 цикл; 
далее 45 циклов, включающих 20 с при 95 °C, 20 с 
при  60 °C, 30 с при  72 °C. Все эксперименты были 
проведены в трех биологических и технических 
повторах. Количество продукта в каждом образце 
рассчитывали по методу 2–ΔΔCq и нормализовали 
на экспрессию GAPDH и  HPRT. Данные на графи-
ках представлены в виде среднего с разбросом в 
виде стандартного отклонения. Последовательно-
сти использованных в работе праймеров указаны 
в табл. 1.

Включение метки BrdU и определение стадий 
клеточного цикла. Фибробласты (500 × 103 клеток) 
высеивали в культуральные флаконы («Corning») 
с площадью 25 см2. Через 1  день вносили  ВП в 
концентрации 0,1 мкг/мл. Концентрация ВП была 
определена ранее (неопубликованные данные) 
с учетом литературных данных  [18]. Через 24 ч 
ВП удаляли, вносили свежую культуральную среду. 
Далее, на  1, 3 и 5  сутки культивирования вноси-
ли метку  BrdU (5-бромо-2′-дезоксиуридин; «Sigma-
Aldrich») в конечной концентрации 30 мкМ и ин- 
кубировали еще 2 ч. Клетки диссоциировали, про-
мывали DPBS и фиксировали 70%-ным раствором 
этанола в течение 1 ч при +4 °C. Затем центрифу
гировали 2  мин при 1000 g, к осадку добавляли 
0,5 мл 2 М HCl («Химреактив», Россия), содержащей 
0,5% Triton X-100 («MP Biomedicals», США), и инкуби-
ровали 30 мин при комнатной температуре. Далее,  
клетки осаждали, удаляли супернатант и ресус-
пендировали осадок в 0,5 мл 0,1 М тетрабората на-
трия («Химмед»). Инкубировали 2 мин, затем про-
мывали однократно 150  мкл DPBS/1%  BSA (бычий 
сывороточный альбумин; «PAA», Австрия). Далее, 
инкубировали с 50 мкл раствора первичных анти-
тел против BrdU, приготовленного на основе DPBS 
с добавлением 0,5%  Tween 20 («MP  Biomedicals») и 
1% BSA, в течение 1 ч при комнатной температуре. 
Клетки промывали DPBS однократно и инкубирова-
ли в растворе вторичных антител в течение 30 мин 
при комнатной температуре (данные о производи-
телях и разведении антител приведены в табл. 2).  
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Таблица 1. Использованные в работе праймеры

Название гена Прямой праймер Обратный праймер

GAPDH CCATGTTCGTCATGGGTGTG GGTGCTAAGCAGTTGGTGGTG

HPRT ACCAGGTTATGACCTTGATT AAGTTGGCCTAGTTTATGTT

YAP AGAGAATCAGTCAGAGTGCTCCA TTCAGCCGCAGCCTCTCC

TAZ GGCAATGATTAAACTGGCAACA AGTGAGCCCTTTCTAACCTGG

CTGF TGTGCACCGCCAAAGATG CAGACGAACGTCCATGCTG

CYR61 AAGGAGGCCGTCCTGGTC GGGCTGCATTCCTCTGTGT

EDA-FN CCCTAAAGGACTGGCATTCA CATCCTCAGGGCTCGAGTAG

CD26 AGAAGGAGTATTCAATAAGTGGGAC TACTCTGCTCTGTGGTGGTCT

COL1 AGAAAGGGGTCTCCATGGTG AGGACCTCGGCTTCCAATAG

COL3 CCAGGAGCTAACGGTCTCAG TGATCCAGGGTTTCCATCTC

Таблица 2. Использованные в работе антитела

Антитела Производитель, кат. номер Разведение Флюорофор

Первичные IgG крысы к BrdU Abcam, ab6326 1/100 –

Первичные IgG козы к Sm22α Abcam, ab10135 1/100 –

Первичные IgG кролика к YAP1 Abcam, ab52771 1/100 –

Первичные IgG кролика к YAP1 Cell Signaling Technology, D8H1X 1/100 –

Первичные IgG кролика к коллагену I + III Имтек, RAP c13 1/20 –

Первичные IgG козы к P-кадгерину R&D Systems, AF761 1/20 –

Первичные IgG крысы к E-кадгерину Abcam, ab11512 1/20 –

Вторичные IgG осла против IgG кролика Invitrogen, 32790 1/1000 Alexa 488

Вторичные IgG осла против IgG козы Life Technologies, A11056 1/1000 Alexa 546

Вторичные IgG козы против IgG крысы Life Technologies, A11081 1/1000 Alexa 546

Далее, клетки осаждали и ресуспендировали оса-
док в 0,5 мл DPBS, содержащем 10 мкг/мл РНКазы А 
(«Fermentas», Канада) и 20  мкг/мл раствора про-
пидий йодида («Sigma-Aldrich»), и инкубировали 
в течение 30  мин в темноте. Окрашивание про-
водили с надлежащими контролями вторичных 
антител и неокрашенными клетками. Проточную 
цитометрию проводили с использованием проточ-
ного цитометра Attune® NxT.

Иммунофлуоресцентное окрашивание колла-
геновых гелей. Препараты фиксировали 4%-ным 
раствором параформальдегида (PFA) («Sigma-
Aldrich») в течение 40 мин, далее однократно про-
мывали DPBS и пермеабилизовали в растворе 

DPBS, содержащем 1% Tween 20, 1% Triton X-100, 
5% BSA, в течение 1 ч при комнатной температуре. 
Далее, вносили раствор первичных антител в соот-
ветствующих концентрациях (табл. 2) и инкубиро-
вали в течение 12 ч при температуре +4 °C. Далее, 
образцы промывали пермеабилизирующим рас-
твором в течение 2 ч, после чего вносили соответ-
ствующие вторичные антитела, конъюгированные 
с флюорофорами (табл. 2), и инкубировали в тече-
ние 12 ч при температуре +4 °C. Ядра окрашивали 
DAPI («Biotium», США) в концентрации 1 мкг/мл. 
Фотосъемку и исследования препаратов проводи-
ли на флуоресцентном микроскопе Olympus  IX 73 
(«Olympus», Япония).
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Хирургические операции. В  работе исполь-
зовали 24  самца мышей линии C57Bl6 в возрасте 
8  недель. Все манипуляции с животными про-
водили под общей анестезией в соответствии с 
Международными руководящими принципами 
биомедицинских исследований с участием живот-
ных [21]; строго соблюдались этические принципы 
Европейской конвенции по защите позвоночных, 
используемых в экспериментальных и других кон-
кретных целях [22]. Животных содержали со сво-
бодным доступом к пище и воде.

Мыши были разделены на следующие группы: 
«Контроль»  (n  = 6), «ВП»  (n  = 6), «Гель»  (n  = 6) и 
«Гель + ВП» (n  = 6). Животных наркотизировали 
изофлураном («ВетФарм», Россия). Между лопаток 
шерсть удаляли, операционное поле дезинфициро-
вали 70%-ным спиртом. В область операции инъе-
цировали раствор кетопрофена 50 мг/мл («Эллара», 
Россия). В  коже вырезали круглое полнослойное 
отверстие диаметром 5 мм. Для предотвращения 
быстрой контракции ран выполняли наложение 
силиконовой шины в форме кольца, соответствую-
щего размеру раны, подклеивали шину клеем БФ-6 
(«Тульская Фармацевтическая фабрика», Россия) и 
закрепляли по периметру, делая 8  хирургических 
швов нерассасывающейся нитью («Resolon», Герма-
ния). Рану промывали, в экспериментальных груп-
пах вносили в раны 250 мкл коллагенового геля  
(группа «Гель»), 100 мкл раствора ВП с концентра-
цией 1  мг/мл в  PBS (группа  «ВП») и 250  мкл кол-
лагенового геля с  ВП (группа «Гель + ВП» из рас-
чета 100 мкг  ВП на мышь). В  группе «Контроль» 
в рану капали 100 мкл раствора  PBS с добавлени-
ем  DMSO (разведение  1/1). Сверху на рану накла-
дывали пластырь Tagaderm film («3М», Германия) 
и закрепляли все лейкопластырем («Omniplast»,   
Германия).

Коллагеновый гель для внесения в рану гото-
вили, как и для культивирования фибробластов. 
Гель вносили в лунки 48-луночного планшета 
(«Corning») по 250 мкл и инкубировали при тем-
пературе 37 °С для полимеризации.

Состояние ран у животных проверяли через 
день, при необходимости шинирующее кольцо до-
полнительно подшивали. Фотографирование ран 
проводили один раз в 7 дней.

Через 3 дня в раны мышей повторно вносили 
все вышеперечисленные агенты. На  21 день жи-
вотные были выведены из эксперимента, у всех 
была взята некропсия на всю толщину кожи из 
области раны диаметром 7–8 мм.

Подготовка биопсий ран и гистологическое 
окрашивание. Биопсии ран заключали в среду 
Tissue-Tek («Sakura», Япония) и формировали крио-
блоки, инкубируя образцы сначала в парах азота, 
затем  – погружая в жидкий азот несколько раз 
по 3–5 с до полной заморозки; хранили при –70 °C. 

Криосрезы толщиной 8 мкм получали на крио-
стате Leica CM1950 («Leica», Германия).

Срезы фиксировали в 4%-ном PFA, окраши-
вали гематоксилин-эозином («BioVitrum», Россия), 
согласно инструкции производителя, и заключа-
ли в среду Bio Mount («BioOptica», Италия). Съемку 
окрашенных препаратов проводили на микроско-
пе Keyence BZ-9000 («Keyence», Япония).

Для иммунофлуоресцентного анализа срезы 
фиксировали в 4%-ном PFA, инкубировали с рас-
твором первичных антител с добавлением 5% BSA, 
1% Triton Х-100, 1% Tween 20 в течение 18 ч, про-
мывали от первичных антител в DPBS и инкуби-
ровали с раствором вторичных антител в тече-
ние 1,5 ч. Съемку проводили на микроскопе Leica 
Thunder («Leica»). Cписок использованных антител 
и концентрации приведены в табл. 2.

Анализ архитектуры коллагеновых воло-
кон. Архитектуру коллагеновых волокон анали-
зировали на срезах, окрашенных гематоксилин-
эозином. Дерму в области раны фотографировали 
на увеличении  40×, полученные фотографии ана-
лизировали при помощи алгоритмов CurveAlign и 
CT-FIRE [23, 24].

Алгоритм CurveAlign анализирует степень 
выравнивания коллагеновых волокон на изобра-
жении и конструирует тепловую карту выравни-
вания волокон; CT-FIRE использует курвлет-пре-
образование для подавления шума в изображении 
и определения границ коллагеновых волокон, а 
затем извлекает и анализирует индивидуальные 
параметры каждого коллагенового волокна (дли-
на, ширина, прямизна, угол)  [23, 24]. Полученные 
данные статистически обрабатывали.

Статистический анализ. Статистическую 
обработку данных проводили в программе 
GraphPad Prism 9. Перед выбором статистического 
критерия выборку проверяли на нормальность 
(критерий Шапиро–Уилка, тест Колмогорова–
Смирнова, обобщенный тест Д’Агостино–Пирсона, 
критерий Андерсона–Дарлинга). В случае соответ-
ствия распределения данных в выборке нормаль-
ному наличие отличий между группами выявляли 
при помощи однофакторного дисперсионного ана-
лиза с поправкой Тьюки на множественные срав-
нения или, при необходимости, двухфакторным 
дисперсионным анализом, дополненным тестом 
Шидака для парных сравнений. При отклонении 
гипотезы о нормальности распределения наличие 
отличий между группами выявляли при помощи 
критерия Краскелла–Уоллиса с поправкой Данна 
на множественные сравнения. При анализе дан-
ных определяли наличие выбросов при помощи 
Q-критерия Диксона.

Данные, полученные при помощи алгоритмов 
анализа архитектуры коллагеновых волокон, обра-
батывали в программе OriginPro  2022. На  основе 
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результатов, полученных с использованием этих 
алгоритмов, был выполнен анализ главных ком-
понент. На графиках изображена 95%-ная довери-
тельная область для каждой группы данных. Для 
определения наличия сходных групп данных про-
водили кластерный анализ методом k-средних.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние ВП на жизнеспособность нормаль-
ных и рубцовых фибробластов. На первом этапе 
работы мы оценили влияние ВП на жизнеспо-
собность нормальных и рубцовых фибробластов 
кожи человека. Для этого клеточную культуру об-
рабатывали раствором ВП в течение 24 ч, далее, 
оценивали количество живых и гибнущих клеток 

при помощи окрашивания пропидий йодидом 
и аннексином V на  1, 3 и 5  сутки (рис.  1,  а  и  б). 
Живые клетки определяли по отсутствию окра-
шивания пропидий иодидом и аннексином  V. 
Уровень пролиферации оценивали путем подсче-
та количества клеток, включивших метку BrdU   
(рис. 1, в).

Мы не обнаружили статистически значимых 
изменений количества живых/гибнущих клеток 
после воздействия. Однако ВП значительно сни-
жал пролиферацию как в нормальных, так и в 
рубцовых фибробластах через 1  день после обра-
ботки. Через 3  дня после обработки уровень про-
лиферации между контрольными (норма, рубец) 
и экспериментальными (норма + ВП, рубец + ВП) 
группами отличался не настолько значимо, хотя 
наблюдалась тенденция к снижению. На  пятый 

а

б

в

Рис. 1. Оценка гибели и пролиферации разных типов фибробластов (норма и  рубец) под воздействием  ВП. 
а  –  Доля живых клеток после обработки  ВП. б  –  Доля гибнущих клеток после обработки ВП. в  –  Количество 
пролиферирующих клеток. Данные на графиках представлены в виде среднего с разбросом в виде стандарт-
ного отклонения. Статистически значимые отличия: ** p ≤ 0,01 и **** p ≤ 0,0001
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Рис. 2. Анализ клеточного цикла нормальных (норма) и рубцовых (рубец) фибробластов после воздействия ВП. 
Данные на графиках представлены в виде среднего с разбросом в виде стандартного отклонения

день у фибробластов рубца наблюдалась тенден-
ция к повышению уровня пролиферации в груп-
пе «ВП» по сравнению с контрольной. Интересно 
отметить, что пролиферация снижается в группах 
без воздействия ВП от  1 до  5  дня. Это связано с 
контактным ингибированием по мере достижения 
клеточной культурой конфлуэнтного монослоя. 
Поскольку анализ не выявил отличий в гибели 
клеток, но определил изменения в пролиферации, 
мы провели анализ клеточного цикла (рис. 2).

Статистически значимых изменений в распре-
делении клеток по стадиям цикла после воздей-
ствия ВП выявлено не было. Тем не менее данная 
диаграмма позволяет сделать предположение, что 
снижение пролиферации происходит из-за задерж-
ки в фазе G1.

Влияние ВП на поведение дермальных фиб-
робластов в коллагеновом геле. Фибробласты, по-
мещенные в коллагеновый гель, в течение суток 
вытягиваются в толще геля, образуя контакты с 
фибриллами коллагена, и уже через сутки куль-
тивирования приобретают вытянутый фенотип, 
характерный для этого типа клеток в норме в 
структуре соединительной ткани. В  это же время 
фибробласты начинают активно контрактировать 
гель. Инкубирование в присутствии 0,1 мкг/мл ВП 
проводили в течение 24 ч в половине приготов-
ленных гелей, в качестве контроля использо-

вали культуральную среду с добавлением ДМСО. 
Оценку размера геля проводили на  3, 5 и  7  сутки 
после воздействия  (рис. 3, а). Результаты анализа 
показали, что ВП значительно снижает степень 
контракции коллагенового геля в обеих иссле-
дуемых типах фибробластов. Фибробласты рубца 
сохранили свои фибротические свойства при куль-
тивировании и контрактировали гель в большей 
степени в сравнении с нормальными фибробла-
стами. Анализируемые гели визуально содержали 
равное количество клеток, следовательно, интен-
сивность контракции определялась характеристи-
ками фибробластов.

Исследовали иммунофлуоресцентным мето-
дом экспрессию  Sm22α, одного из характерных 
маркеров миофибробластов, обеспечивающего 
их контрактирующие способности  [25–27]. Так-
же оценили экспрессию элементов сигнального 
пути  YAP1, поскольку ВП является ингибитором 
этого каскада [28, 29] (рис. 3).

Рубцовые фибробласты содержали большую 
долю клеток, положительных по Sm22α, особенно 
это отличие становилось выраженным на 5 сутки. 
ВП значительно снижал экспрессию Sm22α в обе-
их исследуемых группах. Экспрессия YAP1 после 
воздействия  ВП также снижалась на  3 и 5  сутки. 
На  3 сутки в культурах, обработанных ВП, были 
обнаружены клетки, не содержащие ядерной фор-
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Рис. 3. Влияние воздействия  ВП на контрактирующие способности и фенотип разных типов фибробластов 
(норма и рубец) в коллагеновом геле. а  –  Динамика контракции коллагеновых гелей. б  –  Иммунофлуорес-
центное выявление Sm22α (зеленое окрашивание) и YAP1 (красное окрашивание). На вставках крупно пока-
заны клетки с цитоплазматической локализацией YAP1. Ядра докрашены DAPI. Конфокальная микроскопия. 
Масштабный отрезок – 100 мкм

мы YAP1. На 5 сутки все культуры снова содержали 
клетки с ядерной активной формой YAP1 (рис. 3, б).

Экспрессию маркеров миофибробластов, бел-
ков внеклеточного матрикса: коллагенов I и III ти-
пов (COL1,  COL3) и фибронектина, содержащего 
экстра-домен А (EDA-FN), а также CD26, оценивали 
на 5 сутки после воздействия ВП на фибробласты в 
коллагеновом геле (рис. 4). На этом же сроке были 
исследованы YAP1 и его паралог  TAZ, поскольку 
повышение их экспрессии происходит в ходе ре-
генерации кожи и при формировании гипертро-
фических рубцов, и их типичные мишени CTGF и 
CYR61. Анализ данных, полученных методом ПЦР 
в реальном времени, не выявил статистически зна-
чимых отличий в группах фибробластов, подвер-
гавшихся воздействию ВП. Однако разница между 
фибробластами нормальной кожи и фибробласта-
ми рубца была статистически значимой (рис. 4).

Влияние ВП на морфологию кожи в ходе 
посттравматической регенерации. ВП  вносили 
мышам после создания шинированной раны в 
составе коллагенового геля или в растворе на ран-
них этапах ранозаживления. Протокол был осно-

ван на ранее опубликованных работах, в которых 
описано однократное внесение ВП в область раны  
[17, 18, 20]. Раны фотографировали один раз в 7 дней 
для оценки скорости их закрытия (рис. 5, а).

Большая часть ран полностью закрылась 
на 14 день. На 22 послеоперационный день зажив-
шая область была уже визуально неотличима от 
нормальной кожи  (рис. 5,  а  и  б). Наиболее выра-
женные отличия в скорости закрытия ран наблю-
дали на седьмой день после операции. Раны, 
заживающие в присутствии коллагенового геля 
(группы «Гель» и «Гель + ВП»), в течение первой 
недели закрывались медленнее по сравнению с 
группами без геля («Контроль» и «ВП») (рис.  5,  в). 
При этом не было выявлено отличий в скорости 
заживления раны в присутствии  ВП («Гель + ВП» 
и «ВП») от соответствующей группы мышей без ВП 
(«Гель» и «Контроль») (рис. 5, б и в).

При гистологическом исследовании крио-
срезов кожи обнаружили уменьшение толщины 
дермы  (рис. 5, д) в группе  «ВП». Толщина эпидер-
миса  (рис. 5, г) в области раны при этом не раз-
личается между группами.
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Рис. 4. Количественный ПЦР-анализ фибротических маркеров, экспрессируемых фибробластами разных типов 
(норма и рубец) в коллагеновом геле на  5  сутки после воздействия  ВП. Графики представлены в виде сред-
него с разбросом в виде стандартного отклонения. Результаты нормировали на уровень экспрессии  GAPDH. 
Статистически значимое отличие рубца от нормы: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Статистически значимое 
отличие от группы «Норма + ВП»: # p < 0,05; ## p < 0,01

Иммунофлуоресцентный анализ выявил 
уменьшение содержания коллагенов I +  III в груп-
пе «ВП»  (рис. 6). Несмотря на свойство ВП инги-
бировать сигнальный каскад YAP1  [28, 29], актив-
ная ядерная форма этого белка была выявлена в 
одинаковой степени во всех образцах в дерме, а 
также в части клеток базального слоя эпидермиса 
независимо от присутствия ВП.

Для анализа состояния регенерирующей дер-
мы на 22  послеоперационный день проводили 
анализ коллагеновых волокон в гистологических 
препаратах кожных ран при помощи алгоритмов 
CT-FIRE и CurveAlign (рис. 7, а). Увеличение длины, 
ширины и выпрямленности индивидуальных во-
локон, а также степени выравнивания коллагено-
вых волокон друг относительно друга свойственно 
коже с выраженным фиброзом и говорит о замед-
лении процесса ремоделирования. Значительное 
отклонение от контрольной группы характеризует 
ход регенерации кожи как патологический.

Данные, полученные при помощи CurveAlign и 
CT-FIRE, обрабатывали с использованием анализа 
главных компонент для уменьшения размерности. 
Значительных различий в морфологии коллагена 
между группами «Контроль» и «ВП» после оценки 
всех параметров выявлено не было  (рис. 7,  б  и  в). 

Как среди образцов группы «Контроль», так и сре-
ди образцов из группы «ВП» присутствовали более 
выпрямленные длинные волокна, которые могут 
быть характерны для фиброзной стадии нормаль-
ного раневого заживления  [30]. Такие образцы с 
более выраженным фибротическим фенотипом 
формировали отдельный кластер  (рис.  7,  б;  Клас-
тер 1).

При внесении ВП в составе коллагенового 
геля (группа «Гель  +  ВП») наблюдали увеличе-
ние ширины, длины, выпрямленности и степени 
выравнивания коллагеновых волокон по сравне-
нию с ранами, куда вносили просто коллагеновый 
гель (группа «Гель»; рис. 7, г и д).

При совмещении четырех групп в общем про-
странстве главных компонент (рис. 7, е и ж) груп-
пы «Контроль», «ВП» и «Гель» практически не раз-
деляются, при этом группа «Гель  +  ВП» наиболее 
отклоняется от остальных. Большая часть наблю-
дений из группы «Гель  +  ВП» попадает в отдель-
ный кластер (рис.  7,  е; Кластер  1). Коллагеновые 
волокна из этого кластера характеризуются боль-
шей длиной, шириной, выпрямленностью и степе-
нью выравнивания, что может свидетельствовать 
о большей степени фибротических изменений в 
дерме.



РОГОВАЯ и др.938

БИОХИМИЯ том 89 вып. 5 2024

Рис. 5. Анализ динамики ранозаживления на основании морфометрических параметров. а  –  Внешний вид 
раны в разных группах на 0, 7, 14 и 22 послеоперационный день; б – динамика закрытия ран в течение 22 дней 
эксперимента; в – скорость закрытия раны за первую неделю. *** p < 0,001 относительно контрольной группы; 
### p < 0,001 относительно группы «ВП». г – Измерение толщины эпидермиса в области раны. д – Измерение 
толщины дермы в области раны, *  p  <  0,05. Данные на графиках представлены в виде среднего с разбросом 
в виде стандартного отклонения
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе работы оценили потенциальное влия-
ние  ВП в составе коллагенового геля на механиз-
мы посттравматической регенерации кожи.

Сохранение рубцовыми фибробластами фиб-
ротических свойств при культивировании под- 
тверждается иммуногистохимическим окрашива
нием  (рис. 3, б) и количественным ПЦР-анализом 
(рис. 4), которые указывают на значительно более 
высокую экспрессию маркеров миофибробластов 

в сравнении с контрольной группой. Механизм 
действия ВП в ране мыши связывают с элими-
нированием миофибробластов, положительных 
по Engrailed 1 и CD26, из области повреждения 
посредством ингибирования сигнального каскада 
YAP/TAZ  [18, 20,  29]. In vitro мы показали, что ВП 
не вызывает гибель клеток, в том числе изолиро-
ванных из рубца и имеющих выраженный фибро-
тический фенотип. ВП снижает пролиферацию в 
первые сутки, после чего ее уровень восстанавли-
вается до контрольных значений (рис. 1), следова-
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Рис. 6. Иммунофлуоресцентное выявление маркеров раневого заживления: коллагенов I +  III, P-кадгерина, 
E-кадгерина, YAP на срезах кожных ран мышей на 22  послеоперационный день в разных группах. Флуорес-
центная микроскопия. Масштабный отрезок – 100 мкм

тельно, воздействие ВП приводит к исчезновению 
миофибробластов не в результате их гибели, а 
путем смены профиля экспрессии фибротических 
маркеров на типичные для кожи в нормальном 
состоянии.

ВП значительно снижает контрактирующие 
свойства фибробластов  (рис. 3, а). Это сопряжено 
с уменьшением доли клеток, положительных по 
экспрессии сократительного белка  Sm22α, уже 
на 3 сутки после воздействия ВП (рис. 3, б).

Именно на этом сроке мы обнаружили клет-
ки, не содержащие активной ядерной формы 
белка YAP1. На 5 день мы проанализировали про-
филь экспрессии специализированных маркеров 
миофибробластов методом количественного ПЦР-
анализа  (рис. 4). К  данному сроку мы не наблю-
дали статистически значимых отличий между 
группами с воздействием и без воздействия ВП по 
экспрессии как белков внеклеточного матрикса, 
так и других фибротических маркеров, CD26 и 
белков YAP/TAZ. Восстанавливалась активность 
сигнального каскада  YAP1, о чем свидетельствует 
отсутствие отличий в экспрессии его типичных 
мишеней CTGF и CYR61. Таким образом, ВП оказы-
вал наиболее выраженное влияние на фибробла-
сты дермы в культуре именно на ранних сроках, 
подавляя экспрессию сократительных белков, что 
приводило к снижению контракции до  7 суток, 
тем самым пролонгируя его антифибротическое 
действие.

Ранозаживление у мышей значительно отли-
чается от процессов, протекающих у человека [31]. 
В коже мыши более выражена контракция, за счет 

которой даже обширные раны смыкаются за счи-
танные дни. Мы использовали модель шиниро-
ванной раны для предотвращения контракции, 
что сближает процесс регенерации кожи мыши с 
аналогичным у человека  [32]. ВП  вносили в рану 
самостоятельно и в коллагеновом геле. Оценивали 
состояние регенерирующей кожи на  22 день на 
стадии ремоделирования для детальной характе-
ристики процесса.

На ранних этапах коллагеновый гель замедлял 
процесс закрытия раны, однако с 14 суток область 
повреждения сокращалась с одинаковой интен-
сивностью независимо от принадлежности к опре-
деленной группе (рис. 5). В дерме и эпидермисе на 
22 сутки был выявлен ядерный YAP1, что указывает 
на восстановление активности его сигнального ка-
скада (рис. 6). Добавление ВП и коллагенового геля 
отдельно и совместно не приводило к изменению 
большинства морфологических параметров кожи, 
однако ВП, вносимый в рану отдельно, снижал 
толщину дермы регенерирующей кожи  (рис. 5) 
и интенсивность экспрессии в ней коллагена  I 
и III типов (рис. 6), что указывает на его противо-
рубцовое воздействие [33]. Для оценки проявления 
фибротических признаков в ходе регенерации 
кожи мы использовали современные протоколы 
компьютерного анализа морфометрических пара-
метров сформированных волокон внеклеточного  
матрикса  [23, 24]. Внесение ВП в составе коллаге-
нового геля (группа «Гель + ВП») приводило к фор-
мированию волокон с большей длиной, шириной, 
выпрямленностью (рис. 7, б и в). Формирование по-
добных волокон свидетельствует о приобретении 
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Рис. 7. Цифровой анализ коллагеновых волокон на гистологических препаратах кожных ран мышей на 
22  послеоперационный день. а  –  Визуализация этапов анализа структуры коллагеновых волокон на гисто-
логических препаратах с использованием тепловых карт, построенных при помощи алгоритмов CT-FIRE 
и CurveAlign. б  –  Анализ главных компонент на основе данных CT-FIRE и CurveAlign для групп «Контроль» 
и  «ВП». в  –  Направления исходных осей координат в пространстве главных компонент. г  –  Анализ глав-
ных компонент на основе данных CT-FIRE и CurveAlign для групп «Гель» и «Гель + ВП». д  – Направления ис-
ходных осей координат в пространстве главных компонент. е  –  Анализ главных компонент на основе дан-
ных CT-FIRE и CurveAlign для всех экспериментальных групп. ж  –  Направления исходных осей координат  
в пространстве главных компонент

фибротической направленности у процесса ра-
нозаживления  [34]. При этом в группах «ВП» и 
«Гель» не наблюдалось статистически значимых 

отличий от группы «Контроль» при рассмотрении 
комплекса признаков, характеризующих морфо-
логию коллагеновых волокон. Хотя ВП и коллаге-
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новый гель не меняют морфологию коллагеновых 
волокон, важно, что их применение не приводит 
к активации фиброза. Таким образом, несмотря 
на положительный эффект от добавления ВП, его 
сочетание с коллагеновым гелем патологически 
сказывалось на процессах регенерации. В отличие 
от проведенной нами работы, успешного внесения 
ВП в составе специализированных носителей до-
бивались, только если носители представляли со-
бой не единый пласт, закрывающий область раны, 
а  микрочастицы, содержащие  ВП  [12, 14, 15]. Наш 
результат может быть обусловлен разными меха-
низмами, за счет которых коллагеновый гель и ВП 
влияют на ранозаживление. ВП модулирует пове-
дение фибробластов, препятствуя контракции кол-
лагенового геля (рис. 3, а) и уменьшая экспрессию 
фибротических маркеров  (рис. 4). Коллагеновый 
гель, в свою очередь, стимулирует более интенсив-
ное формирование грануляционной ткани, за счет 
чего ускоряется процесс регенерации [35, 36]. Веро-
ятно, ВП ингибировал формирование пула миофиб-
робластов, что при добавлении коллагена замед-
лило стадию пролиферации и ремоделирования 
и стало причиной наблюдаемых фибротических  
проявлений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработка тканеинженерных конструкций, 
стимулирующих процессы ранозаживления, но 
не приводящих к появлению рубцов, актуальна 
для пациентов с ожоговыми поражениями кожи, 
а также при других патологиях. ВП  является од-
ним из наиболее перспективных противофибро-
тических препаратов, поэтому рассматривается 
возможность добавления его в состав терапевти-
ческих средств, стимулирующих процессы регене-
рации [18, 20, 29]. Коллагеновые гели также приме-
няются для закрытия кожных ран  [6–8]. В  нашем 
исследовании при комбинировании коллагено-
вого геля и ВП фибротические проявления в ране 
усиливались. Таким образом, исследованный нами 
вариант внесения ВП в область раны не позволяет 
ускорить регенерацию, а значит, возможные но-
сители ВП для терапии ранозаживения требуют 
дальнейшего изучения. Применение конструкций, 
содержащих дермальные фибробласты и эпидер-
мальные кератиноциты, стимулировало процессы 
регенерации кожи более эффективно в сравнении 
с применением только носителя  [37], поэтому до-
бавление клеточного компонента позволило бы 
оптимизировать свойства геля, сохранив регене-
ративный потенциал. Как показали проведенные 
нами исследования in vitro, ВП не вызывал кле-
точную гибель, но предотвращал фибротические 

изменения в клеточном компоненте в составе 
коллагенового геля. Следовательно, дермальные 
фибробласты в составе носителей после воздей-
ствия ВП могут сохранять нормальный фенотип 
и после трансплантации в область повреждения. 
Эту возможность стоит проанализировать в буду-
щих исследованиях, как и оптимизацию состава 
специализированного носителя.
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In vitro AND in vivo EVALUATION  
OF ANTIFIBROTIC PROPERTIES OF VERTEPORFIN  
AS A COMPOSITION OF A COLLAGEN SCAFFOLD

O. S. Rogovaya*, D. S. Abolin, O. L. Cherkashina, A. D. Smyslov,  
E. A. Vorotelyak, and E. P. Kalabusheva

Koltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences,  
119334 Moscow, Russia; e-mail: rogovaya26f@yandex.ru

Extensive skin damage requires specialized therapy that stimulates regeneration processes without scar-
ring. In  vivo and in  vitro we examined the possibility of collagen gel application as a wound dressing 
and fibroblast attractant in combination with verteporfin as an antifibrotic agent. In  vitro  the effects 
of verteporfin on viability and myofibroblast markers expression were evaluated using fibroblasts iso-
lated from human scar tissue. In  vivo collagen gel and verteporfin (individually and in combination) 
were loaded into the wound to investigate the scarring signature during skin regeneration: deviations 
in skin layer thickness, collagen synthesis, and extracellular matrix fiber characteristics. The results 
indicate that verteporfin reduces the fibrotic phenotype by suppressing the expression of the contractile 
protein Sm22α without inducing cell death. However, the administration of verteporfin inside collagen 
gel interrupts its ability to direct wound healing in a scarless manner, which may be related to the 
incompatibility of the mechanisms by which collagen and verteporfin control regeneration.

Keywords: dermal fibroblasts, fibrosis, skin regeneration, verteporfin, YAP/TAZ
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Рецепторы, сопряженные с G-белком (G  protein-coupled Receptors, GPCR)  – трансмембранные 
белки, участвующие в большинстве физиологических процессов и являющиеся ключевыми 
фармакологическими мишенями. Недавние успехи структурной биологии GPCR сделали воз-
можной разработку лекарств на основе структуры (Structure-Based Drug Design, SBDD). SBDD  ис-
пользует информацию о комплексе рецептор–лиганд для поиска подходящих соединений, что 
позволяет расширить химическое пространство поиска без необходимости проведения экспе-
риментального скрининга. В  обзор мы включили описание виртуального скрининга лиган-
дов, основанного на структуре мишени и описание методов функционального тестирования 
потенциальных лекарственных соединений. Мы также обсуждаем последние достижения в 
развитии подходов SBDD, применимые к GPCR, и выделяем успешные примеры их исполь- 
зования.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: разработка лекарств, GPCR, SBVS, функциональные тесты.

DOI: 10.31857/S0320972524050158 EDN: YNNKGL

Принятые сокращения: BRET  – резонансный перенос энергии биолюминесценции; FRET  – флуоресцент-
ный резонансный перенос энергии; GPCR – рецепторы, сопряженные с G-белком (G protein-coupled receptor); 
GRK  – киназы рецепторов, сопряженных с G-белком (G  protein-coupled Receptor Kinases); IP1; IP2; IP3  – моно-, 
ди- и трифосфаты инозитола; SBDD – разработка лекарств на основе структуры (Structure-Based Drug Design); 
SBVS – виртуальный скрининг, основанный на структуре мишени (Structural-based Virtual Screening).
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Рецепторы, сопряженные с G-белком (GPCR), 
занимают отдельное место в структурной био-
логии. Это гептаспиральные трансмембранные 
белки, широко представленные в организме 
человека и составляющие один из крупнейших 
классов мембранных белков  [1]. Они участвуют 
в передаче внеклеточного сигнала за счет связы-

вания эндогенного агониста (или при фотоакти-
вации), а также выполняют регуляторную функ-
цию по изменению активности других белков при 
взаимодействии. Природные лиганды для GPCR 
представляют собой широкий спектр типов хими-
ческих веществ: аминокислоты и ионы, белки и 
пептиды, нуклеотиды и биогенные амины, биоэф-
фекторные липиды. GPCR играют первостепенную 
роль в таких важных физиологических функциях 
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организма человека, как зрение, восприятие вкуса, 
запаха, регуляция деятельности нервной, иммун-
ной и сердечно-сосудистой систем, поддержание 
гомеостаза и необходимой плотности клеток в 
ткани. Дисфункции рецепторов класса  GPCR при-
водят к серьезным заболеваниям, что определяет 
GPCR в качестве важнейших биологических мише-
ней как в фундаментальных, так и в прикладных 
медицинских и фармацевтических исследова-
ниях. Примерно  700 лекарственных препаратов 
(35%  всех лекарств, одобренных Управлением 
по контролю за продуктами и лекарствами США 
(Food and Drug Administration, FDA)) обладают на-
правленным действием на 108 уникальных GPCR; 
примерно 321 химическое соединение в настоящее 
время находится на стадии клинических испыта-
ний, из них ~20%  нацелены на 66  потенциально 
новых GPCR-мишеней, не имеющих одобренного 
препарата  [2]. Основными болезнями, на лечение 
которых нацелены препараты, воздействующие 
на GPCR, являются: диабет, ожирение, сердечно-
сосудистые заболевания, болезнь Альцгеймера и 
другие расстройства центральной нервной систе-
мы [3]. Нет никаких сомнений в том, что GPCR еще 
долго будут оставаться на передовой линии проек-
тов по разработке лекарств.

Передача сигнала извне клетки рецепторами 
класса  GPCR осуществляется в ответ на его акти-
вацию лигандом за счет изменения конформа-
ции рецептора  (рис. 1). Ортостерические лиганды 
присоединяются в основном кармане связывания 
рецептора (там, где присоединяется природный 
лиганд), аллостерические  – в дополнительных 
карманах и влияют на функцию рецептора неза-
висимо от основного лиганда, что увеличивает 
число способов фармакологического воздействия 
на рецептор [4]. В классическом случае активации 
смена конформации рецептора активирует гетеро-
тримерные G-белки, сигнальные молекулы, полу-
чившие свое название благодаря способности 
присоединять и преобразовывать молекулы GTP 
и GDP, которые классифицируют на четыре основ-
ных семейства, согласно классу их α-субъединиц, 
выделенных на основе структурной гомологии, 
функции и типу запускаемых сигнальных путей: 
Gi/o, Gq, Gs и G12/13  [5].

Помимо G-белков, существует ряд других 
белков-трансдьюсеров, которые непосредственно 
взаимодействуют с GPCR, таких как β-аррестины, 
киназы рецепторов, сопряженных с G-белком 
(G protein-coupled Receptor Kinases, GRK) [6]; а также 
в передаче сигнала принимают участие модулиру-
ющие белки JAK (Janus Kinase)  [7], RAMP (Receptor 
Activity Modifying Protein)  [8], RGS (Regulator of 
G  protein signaling)  [9] и  другие. Активированные 
GPCR могут подвергаться фосфорилированию GRK 
и другими эффекторными киназами. Паттерны 

фосфорилирования (часто в литературе называе-
мые «баркодами») определяют передачу сигналов 
через аррестины того или иного типа и ее кине-
тических параметров [10].

Одним из важнейших явлений в функциони-
ровании GPCR является эффект функциональной 
селективности лигандов (или смещенного агониз-
ма, biased signalling), который заключается в том, 
что конкретные лиганды (в том числе аллостери-
ческие модуляторы  [11]) могут вызывать актива-
цию или ингибирование конкретных сигнальных 
путей, ассоциированных с разными G-белками 
или аррестинами, направляя сигнальный каскад в 
определенное русло. Такие различия в сигнальных 

Рис. 1. Общий принцип передачи сигнала GPCR: се-
лективный лиганд, подходя с внеклеточной стороны, 
активирует рецептор, который, претерпевая конфор-
мационные изменения, активирует G-белок – гетеро-
тример, состоящий из α-, β- и γ-субъединиц. Акти-
вированный рецептор, который взаимодействует с 
гетеротримером как с целым, инициирует его дис-
социацию, катализируя обмен GDP на  GTP в нуклео-
тидном центре Gα-субъединицы, которая определяет 
дальнейший каскад реакций. Например, Gα12/13 за-
пускает путь Rac/Rho малых GTPаз; Gαs стимулиру-
ют, а  Gαi/o ингибируют аденилатциклазу, катализи-
рующую превращение аденозинтрифосфата  (ATP) в 
циклический аденозинмонофосфат  (cAMP); Gαq сти-
мулирует фосфолипазу C-β (PLC-β), отщепляющую 
от фосфатидилинозитолбифосфата (его изоформы 
PI-3,5-P2) инозитол трифосфат  (IP3), повышение кон-
центрации которого приводит к высвобождению 
внутриклеточного кальция. Вторичные мессендже-
ры включают соответствующий клеточный ответ. 
Gβγ-Субъединицы также запускают ряд сигнальных 
путей, например, взаимодействуя с ионными кана-
лами, липидными киназами (фосфоинозитид-3-ки-
наза-γ, PI3Kγ) и фосфолипазами (PLC-β). При длитель-
ной активации рецептор может фосфорилироваться, 
например, GPCR-киназой  (GRK), что приводит к свя-
зыванию с белком-аррестином (Arr), прекращающим  
G-белок-ассоциированный сигнальный путь [5]
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путях одного и того же GPCR могут иметь важные 
фармакологические последствия, поскольку один 
сигнальный путь может быть связан с терапией 
заболевания, а другой  – с побочными эффектами. 
Понимание механизмов смещенной сигнализации 
может помочь в разработке лигандов, которые спе-
цифически модулируют конкретные сигнальные 
пути, не затрагивая остальные, тем самым мини-
мизируя побочные эффекты [12].

Общепризнано, что структурная информация 
о GPCR в разных конформационных состояниях 
необходима для понимания их функционирова-
ния  [2]. Структурно-функциональные исследо-
вания различных представителей суперсемей- 
ства GPCR в настоящее время продвигаются отно-
сительно быстро, на сегодняшний день получены 
структуры для 165 уникальных GPCR из 876, зако-
дированных в геноме человека (согласно данным 
ресурса https://gpcrdb.org/ от 19.06.23 г.). Однако каж-
дый новый рецептор по-прежнему представляет 
собой трудный объект для исследований главным 
образом из-за низкой стабильности, амфифильной 
природы и высокой конформационной подвижно-
сти. Методы экспрессии GPCR, их кристаллизации, 
сбора кристаллографических и крио-ЭМ-данных, 
равно как и биоинформатические методы поиска 
лигандов GPCR, а также функциональные тесты, 
позволяющие отобрать из предсказанных соеди-
нений потенциально лекарственные, оптимизи-
руют и модернизируют по сей день. Так, увеличе-
ние числа структур GPCR высокого разрешения в 
совокупности с увеличением размера библиотек 
виртуальных соединений, синтез которых осу-
ществляется «по  запросу» (on-demand), приводят 
к нарастающему успеху кампаний по получению 
новых лигандов GPCR. А появление все новых спо-
собов анализа связывания этих лигандов допол-
няет инструментарий многоэтапной разработки 
лекарственных средств, направленных на GPCR, 
делая процесс рациональным.

Наш обзор посвящен описанию основных 
этапов разработки лекарств на основе их струк-
туры  (SBDD) с точки зрения структурной биоло-
гии  GPCR, раскрывает особенности таких этапов, 
как виртуальный скрининг лигандов, основанный 
на структуре мишени, и определение функцио-
нальной активности GPCR  in vitro.

ВИРТУАЛЬНЫЙ СКРИНИНГ,  
ОСНОВАННЫЙ НА СТРУКТУРЕ МИШЕНИ

Виртуальный скрининг, основанный на струк-
туре мишени (SBVS), является методом компьютер-
ного поиска потенциально активных молекул в 
виртуальных библиотеках соединений, который 
опирается на анализ трехмерной структуры бел-

ковой мишени и особенностей ее взаимодействия 
с потенциальными лигандами, преимущественно 
на ранних этапах разработки лекарств.

Процесс SBVS обычно начинают с подготовки 
трехмерной структуры целевого белка, которая 
включает в себя добавление необходимых атомов 
водорода, проверку валентности атомов и кратно-
сти связей, удаление молекул воды (в случае, если 
эти молекулы не участвуют во взаимодействии с 
лигандом или используемое программное обеспе-
чение не предусматривает их явный учет), вос-
становление замененных аминокислот, удаление 
лиганда при его наличии в исходной структуре 
(стоит отметить, что обычно именно холо-форма 
белка лучше подходит для молекулярного докин-
га [13]) и выделение области белка, в которой будет 
проводиться докинг. Также полезной может быть 
информация об известных лигандах, которые вме-
сте со специально составленными неактивными 
соединениями (decoys) [14, 15] позволяют провести 
ретроспективный анализ для валидации подготов-
ленной структуры и подбора оптимальных пара-
метров докинга [16].

Далее выбирается виртуальная библиотека, 
содержащая потенциальные лиганды, которые 
при необходимости преобразуются в подходящий 
для выбранного программного пакета формат, и 
выполняется молекулярный докинг. В  процессе 
молекулярного докинга лиганды из виртуальной 
библиотеки позиционируются в лиганд-связываю-
щем кармане рецептора в различных конформа-
циях. Алгоритмы докинга учитывают структуру 
мишени, взаимодействия между атомами и энер-
гетические параметры системы, чтобы оценить 
силу связывания и предсказать аффинность лиган-
дов. После проведения докинга лиганды ранжи-
руют на основе показателей оценочных функций 
и отбирают наиболее перспективные кандидаты 
для дальнейших экспериментальных исследова-
ний, которые обычно включают в себя синтез и 
биологическую оценку активности выбранных 
соединений [16].

Виртуальные библиотеки соединений. Про-
странство лекарственно-подобных органических 
соединений огромно, по разным оценкам оно 
насчитывает от  1020 до более 1060  молекул  [17]. 
Анализ и даже хранение такого количества вирту-
альных веществ в настоящее время невозможны. 
Например, только недавно современные вычисли-
тельные мощности и различные методы, направ-
ленные на оптимизацию вычислений, позволили 
преодолеть значение в 1 млрд исследуемых моле-
кул [18].

Один из подходов к созданию баз данных с 
большим количеством соединений заключается 
в генерации теоретически синтезируемых моле-
кул на основе определенных правил химической 

https://gpcrdb.org/
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стабильности. Такие базы данных содержат моле-
кулы с ограниченным числом характерных для 
органических соединений не водородных атомов, 
таких как C, N, O, S и галогены  [19, 20]. Несмотря 
на большое химическое разнообразие полученных 
соединений, пути их синтеза обычно заранее не-
известны, и, более того, некоторые молекулы ока-
зываются слишком сложными, чтобы их можно 
было рассматривать для дальнейших исследова-
ний. Из-за этого применяют различные алгорит-
мы фильтрации и накладывают дополнительные 
ограничения при использовании таких виртуаль-
ных библиотек [21].

Альтернативный подход использует принцип 
строительных блоков (building blocks) и задает вир-
туальные библиотеки соединений, которые можно 
получить из определенных структурных единиц 
с использованием уже известных, проверенных 
реакций (combinatorial fragment spaces)  [22, 23]. 
Такой подход обладает рядом преимуществ, вклю-
чая быстрый химический синтез молекул «по  за-
просу» (make-on-demand compounds) и выявление 
лигандов с «химической новизной» (т.к.  метод 
не использует информацию об уже известных 
активных молекулах)  [24]. Однако главным недо-
статком комбинаторных виртуальных библиотек 
является ограниченность разнообразия соеди-
нений, обусловленная использованием опреде-
ленного набора реакций и конечным набором  
блоков [21].

Большой интерес также вызывает примене-
ние генеративных моделей глубокого обучения для 
расширения разнообразия виртуальных библио-
тек. Эти модели обучают на небольшой выборке 
известных молекул, представленных в виде своих 
молекулярных дескрипторов, включая молекуляр-
ные графы, SMILES [25] и другие  [26]. На  основе 
этих данных нейронная сеть может создать новое 
химическое пространство, которое будет содер-
жать соединения, объединяющие и варьирующие 
особенности исходной выборки. Такой подход тре-
бует тщательного контроля как на этапе обучения 
модели, так и при валидации и оценке разнооб-
разия полученных молекул  [27–29]. Зато модель, 
обученная с использованием дополнительных 
входных данных об известных лигандах, затем 
позволяет работать с рационально составленной 
виртуальной библиотекой, нацеленной на белок-
мишень (focused library) [30, 31].

Из-за вычислительных трудностей хранения 
и обработки информации крупные виртуальные 
библиотеки (химические пространства) иногда не 
имеют явного перечисления всех содержащихся 
в них молекул, а вместо этого задаются правила-
ми, необходимыми для виртуального построения 
соединений «на лету» (on-the-fly)  [16, 32, 33]. Алго-
ритмы поиска, сравнения и отбора молекул в  та-

ких пространствах имеют особую практическую 
ценность. Они включают в себя: сравнительный 
фармакофорный анализ (например, метод  FTrees 
(https://www.biosolveit.de/infiniSee)), сходство моле-
кулярных отпечатков (например, коэффициент 
подобия Танимото  [34]), сравнение трехмерной 
структуры соединений (например, алгоритм ROCS 
(https://www.eyesopen.com/rocs)) и многие другие. 
Такие методы в том числе позволяют создавать 
коллекции разнообразных химических соедине-
ний (diversity library)  – небольшие виртуальные 
библиотеки органических молекул, представляю-
щие разнообразие полного химического простран-
ства или базы данных [35]. Коллекции разнообраз-
ных химических соединений широко используют 
для первичного виртуального скрининга и позво-
ляют эффективно отбирать потенциальные соеди-
нения-хиты для дальнейшей оптимизации с суще-
ственной экономией вычислительных ресурсов.

Кроме перечисленных подходов для создания 
химических пространств существует большое ко-
личество баз данных, которые содержат информа-
цию о различных уже исследованных и охаракте-
ризованных молекулах. Некоторые из баз данных 
и химических пространств, которые могут быть 
полезны для проведения SBVS  [36], представлены 
в таблице.

Молекулярный докинг, который впервые был 
описан в 1980-х гг.  [37, 38], на данный момент яв-
ляется одним из наиболее распространенных под-
ходов  SBDD. Его используют для моделирования 
взаимодействий между малой молекулой и бел-
ком-мишенью на атомарном уровне, что позво-
ляет предсказать наиболее устойчивое положение 
и энергетически выгодную конформацию лиганда 
в сайте связывания. При этом следует отметить, 
что предсказанная высокая аффинность лиганда 
не гарантирует его эффективность и не определяет 
характер воздействия на рецептор. Чтобы предска-
зать биологическую активность потенциальных 
лигандов применяют вспомогательные подходы, 
например, для докинга используют структуру ре-
цептора в определенной конформации (в связан-
ном с агонистом, антагонистом или обратным аго-
нистом состоянии), анализируют молекулярные 
дескрипторы лигандов, проводят молекулярную 
динамику комплекса рецептора с лигандом и не-
которые другие [39]. Тем не менее проблема опре-
деления типа биологической активности лиганда 
по его структуре является актуальной для компью-
терного моделирования и на данный момент не 
имеет универсального решения.

Процесс молекулярного докинга можно раз-
делить на два основных этапа. Первым шагом 
является поиск наилучшего положения лиганда в 
сайте связывания (Search Algorithm). В простейшем  
случае лиганд и белок-мишень можно рассматри

https://www.biosolveit.de/infiniSee
http://www.eyesopen.com/rocs
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Общедоступные коммерческие базы данных и химические пространства, используемые для SBVS

Название Количество  
малых молекул*

ZINC (https://zinc20.docking.org) >2,3 × 108

ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/) 2,6 × 106

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 1,2 × 108

REAL Space (Enamine) (https://enamine.net/compound-collections/real-compounds/real-
space-navigator) 3,6 × 1010

GalaXi (WuXi LabNetwork) (https://www.biosolveit.de/infiniSee) 1,2 × 1010

eXplore (eMolecules) (https://emolecules.com/explore) 7 × 1012

Freedom Space (Chemspace) (http://chem-space.com/compounds/freedom-space) 1,8 × 108

CHEMriya (OTAVA’s Chemicals) (https://otavachemicals.com/products/chemriya) 1,2 × 1010

Примечание. * – Данные на 2023 г.  [36].

вать как два твердых тела, система которых име-
ет 6  степеней свободы (поступательные и вра-
щательные). Такой подход обычно используется 
как самый быстрый способ выполнить первона-
чальный скрининг баз данных малых молекул. 
Однако часто такая оценка является недопустимо 
грубой, и для более точного докинга учитывают 
конформационные степени свободы лиганда, 
белка (обычно лишь его небольшой части, непо-
средственно участвующей в образовании комплек-
са), либо их обоих  [40, 41]. Вычисление всех воз-
можных конформаций для большого количества 
молекул в таком случае времязатратно, в связи 
с чем было разработано и протестировано боль-
шое количество алгоритмов, которые позволяют 
оптимизировать процесс поиска энергетического 
минимума системы. Такие, учитывающие гибкость 
лиганда, алгоритмы можно разделить на 3  типа: 
систематические, стохастические и детерминиро-
ванные, а также гибридные подходы. Особенности 
каждого из видов и их применение в различных 
программных пакетах исчерпывающе описаны  
в обзорах [42, 43].

После того как перспективные конформации 
лиганда выбраны, к ним необходимо применить 
оценочную функцию, которая ранжирует и отби-
рает наилучшие соединения. При этом чаще всего 
оценивают изменение энергии системы, вызван-
ное формированием структуры лиганд–рецептор. 
Для этого оценочные функции делают ряд упроще-
ний и приближенно учитывают вклад физических 
явлений, определяющих молекулярное взаимодей-
ствие комплекса. Оценочные функции принято 
разделять на 4 основных вида: физически обосно-
ванные (physics-based), эмпирические (empirical), 
статистические (knowledge-based), основанные на 

машинном обучении (machine learning-based), ана-
логично существуют и комбинированные подходы. 
Подробнее об оценочных функциях можно прочи-
тать в опубликованных ранее материалах [44, 45].

Среди большого множества программ для 
SBVS (наиболее популярные из которых указаны 
в сводной таблице обзора Maia  et  al.  [46]) нельзя 
выделить одну, которая всегда бы позволяла полу-
чить наилучшие результаты. В  каждом конкрет-
ном случае то или иное программное обеспечение 
может найти больше соединений-хитов и лучше 
исключить неактивные молекулы. Поэтому иногда 
применяют подход, который называется «консен-
сус докинг» (consensus docking) и который заклю-
чается в использовании нескольких различных 
программ для молекулярного докинга. Результаты 
консенсус докинга могут помочь выявить наи-
более аффинные лиганды и повысить точность 
финальной выборки соединений [47, 48].

После завершения виртуального скрининга 
полученные соединения при необходимости до-
полнительно отсеивают, например, на основе мо-
лекулярных свойств, важных для биодоступности 
лекарственного средства (как одно из наиболее 
известных выделяют правило Lipinski  et  al.  [49]), 
а также на основе критериев, предсказывающих 
ложноположительные и проявляющие аномаль-
ную активность лиганды (критерии PAINS  [50]), 
схожести молекулярных отпечатков соединений 
и других их молекулярных дескрипторов для по-
иска уникальных хемотипов. Затем из оставшихся 
молекул выбирают от нескольких десятков до не-
скольких сотен соединений с наивысшими пока-
зателями оценочной функции и проводят функ-
циональные тесты in vitro, по которым отделяют 
соединения-хиты от неактивных веществ.

https://zinc20.docking.org
https://www.ebi.ac.uk/chembl/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://enamine.net/compound-collections/real-compounds/real-space-navigator
https://enamine.net/compound-collections/real-compounds/real-space-navigator
https://www.biosolveit.de/infiniSee
https://emolecules.com/explore
http://chem-space.com/compounds/freedom-space
https://otavachemicals.com/products/chemriya
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Известны как минимум несколько примеров, 
где использование методов SBVS для GPCR позво-
лило получить ряд соединений, проявивших суб-
микромолярную активность [24, 51, 52].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ  
АКТИВНОСТИ in vitro

Полученные методами виртуального скринин-
га и теоретической оптимизации соединения-хиты 
и далее соединения-лидеры должны проходить 
через процедуру экспериментального тестирова-
ния. Основные подходы к такому тестированию 
заключаются в измерении или относительном 
сравнении кинетических и термодинамических 
констант связывания (в первую очередь константы 
диссоциации Kd), а также в количественной харак-
теризации клеточного ответа при помощи детек-
ции разрушающихся и возникающих белок-белко-
вых взаимодействий, изменения концентрации 
вторичных мессенджеров и профиля экспрессии 
белков-репортеров. В  результате характеризации 
происходит измерение таких констант, как моляр-
ная активность лиганда (potency) или полумакси-
мальная эффективная концентрация  (EC50)  – это 
значение концентрации агониста, которая вызыва-
ет биологический ответ, равный половине макси-
мально возможного для данного лиганда после до-
стижения насыщения кривой, а также характерной 
константы ингибирования (IC50) для антагонистов 
и обратных агонистов. При сравнительном анализе 
эффективности лигандов также используют произ-
водные относительные константы конкурентного 
замещения, отражающие эффективность замены 
одних лигандов другими в сайте связывания.

In vitro функциональные тесты для характе-
ризации взаимодействия рецептор–лиганд. Сре-
ди наиболее используемых in vitro методов для ши-
рокомасштабного скрининга GPCR стоит отметить 
подходы с использованием флуоресцентной поля-
ризации лигандов  [53], масс-спектрометрию с от-
бором высокоаффинных веществ (Affinity Selection 
Mass-spectrometry, AS-MS)  [54, 55]. Также для ана-
лизов в масштабах лабораторных исследований 
(десятки лигандов) применяются радиолигандный 
анализ, основанный на связывании радиоактивно 
меченного лиганда с рецептором [56], сцинтилля-
ционный анализ сближения (Scintillation Proximity 
Assay, SPA), биосенсорные технологии на основе 
поверхностного плазмонного резонанса  [57, 58]. 
Перспективами для применений в области скри-
нинга GPCR-лигандов обладают такие методы, 
как микромасштабный термофорез (Microscale 
thermophoresis, MST)  [59, 60], дифференциальная 
сканирующая флуориметрия (Nano differential 
scanning fluorimetry, NanoDSF), скрининг на ос-

нове методик спектроскопии  ЯМР  [61], изотер-
мическая калориметрия титрования  (ИКТ)  [62] и 
интерферометрия «биологических слоев» (Bio-layer 
interferometry, BLI), которую используют для иссле-
дования взаимодействия с макромолекулярными 
лигандами  [63]. Измерение констант связывания, 
выполняемое при помощи вышеописанных под-
ходов, как правило, не позволяет достоверно опре-
делить фармакологический тип лиганда (ортосте-
рический агонист/антагонит/обратный агонист 
или аллостерический модулятор) и не позволяет 
оценить реальную эффективность воздействия на 
внутриклеточный ответ после взаимодействия 
с лигандом. Также стоит отметить, что, как и в 
структурных исследованиях, низкая стабильность 
очищенных GPCR делает их скрининг вне клеток 
или нативных мембранных систем сложной зада-
чей, поэтому в анализах in vitro используют стаби-
лизированные конструкции рецепторов.

Функциональные тесты in vitro  на основе 
клеточных культур. В случае, когда in vitro данных  
о связывании недостаточно и требуется анализ 
уровня активации рецептора и его фармакологи-
ческий профиль, используют клеточные функцио-
нальные тесты. При связывании лиганда с GPCR 
активируются каскады внутриклеточных сигналь-
ных путей, при этом происходят биохимические 
реакции, белок-белковые взаимодействия, измене-
ние внутриклеточной концентрации вторичных 
мессенджеров  – события, которые можно коли-
чественно детектировать и анализировать. При 
этом часть из этих событий происходят непосред-
ственно после активации рецептора (реакции ге-
теротримерного G-белка или аррестина), другие – 
в диапазоне от цитоплазматических реакций до 
активации факторов транскрипции контролируе-
мых генов. На рис. 2 обозначена принципиальная 
классическая схема активации GPCR с указанием 
основных мест количественной детекции клеточ-
ного ответа при помощи люминесцентных или 
флуоресцентных сенсоров.

Связывание агониста приводит к конформа-
ционным изменениям рецептора, в результате 
которых происходит активация G-белка, одним 
из событий которого является замещение GDP на 
GTP у α-субъединицы гетеротримерного G-белка. 
При детектировании накопления устойчивого к 
гидролизу радиоактивного аналога GTP (GTPγS) 
возможно специфически детектировать замену 
GDP на GTP при активации G-белка. Дальнейшее 
усовершенствование технологии детекции замены 
GDP на GTP привело к разработке нерадиоактив-
ного теста с использованием флуоресцирующих 
хелатированных лантаноидных элементов DELFIA 
(Dissociation-enhanced lanthanide fluorescence im
munoassay) на основе метода TRF (Time-resolved 
fluorescence) [64].
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Рис. 2. Методы анализа внутриклеточной сигнали-
зации  GPCR, применяемые для скринирования биб-
лиотек соединений. Солнцем обозначен детектируе-
мый сигнал хемилюминесценции, флуоресценции, 
вызванный взаимодействием молекул с сенсорами, 
сборкой флуоресцентного белка или резонансным 
переносом энергии, происходящими при сближении 
макромолекул

Структурные изменения в гетеротримерном 
G-белке, происходящие при активации GPCR, так-
же можно детектировать при помощи подхода с 
использованием расщепленных «сплит» люци-
фераз. Наиболее популярной в настоящее время 
системой является технология NanoBiT от компа-
нии «Promega», в которой взаимодействие между 
Gα-субъединицей и Gβγ-субъединицей G-белка кон-
тролируется с помощью системы комплементации 
ферментов на основе люциферазы NanoLuc, при 
этом ее фрагменты SmBiT и LgBiT пришиваются 
к разным субъединицам и, если они находятся в 
соединенном состоянии, то возникает свечение 
при наличии субстрата, если же субъединицы 
расходятся, то свечение пропадает [65, 66]. Данный 
подход может распространяться на множество ис-
следований белок-белковых взаимодействий.

При скрининге часто применяют тесты, на-
правленные на детекцию дальнейшего ответа 
рецептора на уровне вторичных мессенджеров, 
таких как cAMP, кальций, IP1, IP3 и другие, кон-
центрация которых меняется при активации 
α-субъединиц G-белков различного типа: Gαs, Gαi и 
Gαq. В  зависимости от того, какую α-субъединицу 
содержит G-белок, происходит активация раз-
личных сигнальных путей, при этом происходит 
высвобождение или образование различных вто-

ричных мессенджеров. Изменение концентрации 
cAMP в клетке происходит в результате активации 
или ингибирования аденилатциклазы G-белками 
с Gαs или Gαi соответственно. Gαs активирует аде-
нилатциклазу, что приводит к увеличению кон-
центрации внутриклеточного cAMP, в то время 
как при активации Gαi аденилатциклаза ингиби-
руется, и уменьшается уровень cAMP в клетке. 
Многочисленные методы скрининга основаны на 
изменении концентрации внутриклеточного cAMP 
при модуляции активности группы рецепторов.  
В то же время G-белок с субъединицей Gαq активи-
рует фосфолипазу C, которая катализирует образо-
вание диацилглицерола и инозитол-1,4,5-трифос- 
фата (IP3). IP3, в свою очередь, стимулирует откры-
тие кальциевых каналов эндоплазматического ре-
тикулума и выброс кальция в цитоплазму, после 
чего ферментативно конвертируется в IP1 и IP2.

Другим важнейшим путем активации GPCR яв-
ляется β-аррестиновый сигнальный путь. β-Арре-
стин-1 и β-аррестин-2  – повсеместно экспрессиру-
ющиеся цитозольные адапторные белки, которые 
первоначально были открыты в связи с их инги-
бирующей ролью в передаче сигнала GPCR. В  не-
которых случаях β-аррестины регулируют только  
десенситизацию и интернализацию рецепторов 
по аналогии с действием зрительного арестина 
в отношении десенситизации родопсина  [67]. Од-
нако зачастую β-аррестины не просто блокируют 
активированные GPCR, а запускают эндоцитоз и 
активацию киназ, приводящих к запуску специфи-
ческих сигнальных путей, которые могут быть ло-
кализованы в эндосомах. Было также установлено, 
что сигнальные пути, инициируемые β-аррестина-
ми, не зависят от активации G-белков. Открытие 
лигандов, блокирующих активацию G-белков, но 
способствующих связыванию β-аррестинов или 
наоборот, позволило открыть избирательную сме-
щенную активацию внутриклеточных сигнальных 
путей («biased signaling»). Затем было показано, 
что β-аррестиновая сигнализация активирует ми-
тоген-активируемую протеинкиназу независимым 
от G-белков образом и в конечном итоге иниции-
рует экспрессию контролируемых генов [68].

Подходы для детекции cAMP в Gαs- и Gαi-
ассоциированных путях. Существует несколько 
подходов к измерению изменения концентрации 
cAMP при активации рецептора. Так, технология 
HitHunter от «DiscoverX» базируется на анализе 
комплементации фрагментов расщепленного бел-
ка β-галактозидазы  [69]. В  нем используют cAMP, 
конъюгированный с малым фрагментом β-галак-
тозидазы, также отдельно присутствует компле-
ментарный крупный фрагмент этого белка. При 
добавлении антител и субстрата фермента конъю-
гированный cAMP связывается с антителами и 
комплементации β-галактозидазы не происходит, 
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субстрат не утилизируется, и, соответственно, сиг-
нала нет. Если при активации GPCR начинает ра-
ботать аденилатциклаза, что приводит к накопле-
нию cAMP в цитоплазме клетки, этот эндогенный 
cAMP начинает конкурировать с конъюгирован-
ным за связывание с антителами, и происходит 
сборка активной β-галактозидазы. При наличии 
в среде субстрата фермента происходит реакция 
хемилюминесценции, сигнал от которой детекти-
руют люминометром.

Другой пример хемилюминесцентного анали-
за – технология AlphaScreen от «PerkinElmer»  [70]. 
В нем используют донорные и акцепторные мик-
рочастицы, при сближении которых происходит 
передача синглетного кислорода, возникшего при 
фотоактивации донорной частицы, к акцептору. 
В  данном тесте донором являются фотоактиви-
руемые микрочастицы на основе фталоцианина, 
покрытые стрептавидином. Биотинилированный 
синтетический cAMP связывается с донором и с 
анти-cAMP-антителами, конъюгированными с ак-
цепторной частицей, содержащей хемилюминес-
центную в присутствии синглетного кислорода 
теоксеновую группу. В  результате сближения до-
нора и акцептора усиливается хемилюминесцент-
ный сигнал акцептора. Эндогенный cAMP конкури-
рует с синтетическим за связывание с антителами 
и нарушает комплекс донор (биотинилированный 
cAMP)–акцептор, в результате чего хемилюминес-
центный сигнал снижается.

Для определения концентрации cAMP в клетке 
используют также метод флуоресцентной поля-
ризации [71]. Синтетический cAMP, конъюгиро-
ванный с флуоресцентной меткой, излучающей 
поляризованный свет, связывается с анти-cAMP-
антителами и в поляризованном свете демон-
стрирует поляризованную эмиссию вследствие 
уменьшения степени свободы вращения в связан-
ном виде. При увеличении концентрации эндоген-
ного cAMP происходит конкурентное вытеснение 
меченого cAMP из комплекса с антителами, что 
приводит к увеличению его хаотичной подвиж-
ности и, как следствие, к снижению детектируе-
мой поляризации флуоресценции.

Еще один подход к измерению концентрации 
cAMP  – это использование зависимых от этого 
кофактора ферментов. К  примеру, технология 
GloSensor  [72] представляет собой модифициро-
ванную cAMP-зависимую люциферазу. При связы-
вании cAMP происходят конформационные изме-
нения люциферазы и концентрационно-зависимая 
активация ее свечения. По сходному принципу ра-
ботают cAMP-зависимые сенсоры EPAC – химерные 
белки, состоящие из домена, в котором происходят 
структурные перестройки, изменяющие расстоя
ния между пришитыми к нему люциферазами,  
составляющими BRET-пару, и/или флуоресцент-

ными белками, составляющими FRET-пару  [73]. 
Примеры применения данных подходов для GPCR 
содержатся в недавних исследованиях [74, 75].

Также распространенным подходом является 
использование репортерных систем, в которых ген 
люциферазы находится под контролем мультиме-
ризованного ответного элемента cAMP (CRE), регу-
лирующего активность промотора данного гена, 
тем самым позволяя детектировать изменение 
концентрации cAMP благодаря люминесцентному 
сигналу [76, 77].

Детекция инозитолфосфатов и кальция при 
активации Gαq-пути. На сегодняшний день доступ-
но несколько платформ для определения концен-
трации IP1, IP3 или кальция. Подходы AlphaScreen и 
использование поляризованных флуоресцентных 
меток, которые описаны ранее, также применимы 
для детекции вторичного мессенджера IP3 [78].

Помимо измерения  IP3, подобные подходы ис
пользуют для измерения концентрации другого 
вторичного мессенджера, промежуточного про-
дукта распада IP3 – IP1. Было показано, что добавле-
ние хлорида лития к клеткам приводит к ингиби-
рованию дефосфорилирования и накоплению  IP1 
в клетке, что делает возможным измерение его 
концентрации, как следствие активации целевых 
GPCR [78]. Это конкурентный анализ, основанный 
на принципе гомогенного время-разрешенного 
FRET (homogeneous time-resolved FRET, HTRF) [79], в 
котором помещенный в клетки меченный d2 мет-
кой  IP1 выступает в качестве акцептора флуорес-
ценции, а меченное криптатом тербия анти-IP1-мо-
ноклональное антитело (mAb) – в качестве донора 
флуоресценции. Наряду с этим при увеличении 
концентрации эндогенного  IP1 меченый аналог 
замещается в сайте связывания антитела и, как 
следствие, происходит снижение сигнала  FRET. 
Данный подход реализован в IP-One assay от ком-
пании «Cisbio» и был применен ранее нами при 
исследовании цистеинил лейкотриеновых рецеп-
торов [52, 80, 81].

Часто при проведении скрининга выбирают 
тест, основанный на измерении концентрации 
внутриклеточного кальция при помощи проника-
ющих в клетки кальций-чувствительных флуоро-
форов Fluo-3, Fluo-4 и их оптимизированных ана-
логов с использованием флуоресцентных ридеров 
на основе технологии флуоресцентного считыва-
ния с планшетов (fluorescent imaging plate reader, 
FLIPR), проводящих относительно быстрые (3–5 се-
кунд) измерения флуоресценции в реальном вре-
мени [82].

Дополнительно, как и в случае с cAMP, каль-
ций можно детектировать при активации экспрес-
сии генов репортерных люцифераз, находящихся 
под контролем кальций-зависимых промоторов 
(система NFAT от «Promega») [83].
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β-Аррестиновый путь. Ключевым событи-
ем при активации данного сигнального пути в 
большинстве случаев является фосфорилирова-
ние  GRK. Первоначальные исследования фосфо-
рилирования GPCR основывались на радиоактив-
ных анализах в целых клетках, которые требуют 
высокого уровня радиоактивности и не могут быть 
использованы для идентификации отдельных 
фосфорилированных сериновых и треониновых 
остатков. Позже исследования были направлены 
на анализ фосфопротеомики, с помощью которого 
была получена ограниченная количественная ин-
формация. В настоящее время преобладает подход, 
основанный на использовании антител, специфи-
чески распознающих фосфорилированное состоя- 
ние GPCR [84].

Другие подходы к исследованию активации 
β-аррестиновых сигнальных путей  [85] основаны 
на анализе множественных изменений в клетке 
при помощи флуоресцентного и люминесцент-
ного анализа. Одним из подходов является наблю-
дение за миграцией рецептора в клетке после его 
интернализации за счет использования меченых 
лигандов, антител против различных эпитопов 
на рецепторе или же конъюгированных флуорес-
центных меток, как реализовано в технологии 
Transfluor Assay (Molecular Devices) [86].

Еще одним подходом является непосредствен-
ная детекция связывания β-аррестина с рецеп-
тором. Необходимо отметить методы на основе 
BRET  [87]. При проведении BRET используют ре-
цептор, конъюгированный с флуоресцентным кра-
сителем, и β-аррестин, конъюгированный с люци-
феразой, или наоборот. При связывании рецептора 
с β-аррестином происходит сближение двух меток 
и наблюдается перенос энергии биолюминесцен-
ции на флуорофор.

Tango assay [88] представляет собой репортер-
ную систему, которая активируется протеазой TEV, 
конъюгированной с β-аррестином. При сближении 
β-аррестина с рецептором, имеющим таг в виде 
транскрипционного фактора c сайтом узнавания 
протеазы TEV, происходит отщепление фактора от 
рецептора под воздействием протеазы, и трансло-
кация транскрипционного фактора в ядро, где он 
активирует транскрипцию β-лактамазы. β-Лакта-
маза катализирует расщепление субстрата с двумя 
флуоресцентными тагами, в результате чего резо-
нансный перенос энергии флуоресценции между 
тагом-донором и тагом-акцептором нарушается. 
Таким образом, флуоресцентный сигнал от ин-
тактного субстрата исчезает и появляется сигнал 
от расщепленного субстрата.

Альтернативой является технология PathHunter  
от «DiscoverX»  [89], которая представляет собой 
тест, основанный на принципе комплементации 
фрагментов белка, в данном случае – β-галактози-

дазы. Если β-аррестин конъюгировать с большим 
неактивным фрагментом β-галактозидазы, а ре-
цептор – с малым, то при связывании рецептора и 
β-аррестина эти фрагменты β-галактозидазы сбли-
зятся и фермент начнет проявлять активность по 
отношению к своему субстрату, генерируя хеми-
люминесцентный сигнал.

Детекция димеризации GPCR. Многие GPCR 
образуют гомо-, гетеродимеры или олигомеры 
на плазматической мембране  [90]. Димеризация 
может значительно изменять спектр активации 
различных сигнальных путей  [91]. Существуют 
несколько распространенных подходов к детек-
ции димеризации: одни основаны на детекции 
FRET или BRET, при этом таги донора и акцептора 
конъюгированы с С-концами рецепторов  [92, 93], 
другие основаны на методе комплементации фраг-
ментов β-галактозидазы (PathHunter)  [94]. При ко-
экспрессии рецепторов, один из которых конъюги-
рован с большим, а другой с малым фрагментами 
расщепленной β-галактозидазы, добавление аго-
ниста приводит к димеризации и сборке фермента 
с генерированием хемилюминесценции в присут-
ствии субстрата.

Практические аспекты выбора клеточных 
функциональных тестов для исследований. 
В  настоящее время все более популярными ста-
новятся подходы на основе одновременной детек-
ции активации нескольких сигнальных путей 
рецептора и детектирования активации разных 
субъединиц G-белков с помощью  BRET, такие как 
Truepath assay [90], позволяющие исследовать фар-
макологический профиль активации рецептора 
и прямо исследовать смещенную сигнализацию 
(biased signalling).

На практике при выборе того или иного 
функционального теста исходят из соображений 
научной постановки задачи, детекции результатов 
активации рецептора по выбранному биохимичес-
кому пути на том или ином уровне (исследования 
событий, происходящих непосредственно после 
активации вблизи рецептора, и «downstream»  – 
детекция вторичных мессенджеров и изменения 
экспрессии репортерных генов), учитывая возмож-
ность возникновения ошибочных данных из-за пе-
ресечения с независимыми клеточными сигналь-
ными путями (так называемый «crosstalk») [95, 96].

Необходимо также принимать в расчет техни-
ческие и экономические соображения, такие как 
доступность реагентов и систем детекции сигнала, 
динамический диапазон применения метода, мас-
штабируемость для задач скрининга и возмож-
ность валидации в целях соответствия критериям 
доклинических испытаний.

После проведения in  vitro функциональных 
тестов на дальнейших этапах разработки лекарств 
переходят к тестированию успешных соединений 
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в более комплексных in vivo системах, например, 
на функционально дифференцированных клетках 
и тканях [97, 98], органоидах [99, 100], и переходят 
к тестам ADME-Tox  [101] и к дальнейшим докли-
ническим испытаниям на животных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На сегодняшний день благодаря появлению 
современных экспериментальных функциональ-
ных тестов для GPCR и развитию биоинформатики, 
гармонично дополненному успехами структурной 
биологии, исследователи обеспечены полным на-
бором инструментов для разработки и верифика-
ции новых лигандов методом SBDD.

После определения большинства структур 
прошло менее 10  лет, и поэтому судить об успе-
хах или неудачах SBDD GPCR еще слишком рано. 
К  тому же фармкомпании обычно не публикуют 
ранние результаты исследований в целях сниже-
ния конкуренции. Тем не менее здесь приведены 
несколько примеров препаратов, разработанных 
посредством  SBDD и находящихся сейчас на ста-
дии клинических испытаний.

В 2012  г. кристаллическая структура A2AAR 
(опубликованная в  2011 г.  [102]) была использо-
вана при поиске антагонистов для применения в 
области иммунной онкологии. Скрининг in silico 
идентифицировал ряд потенциально подходящих 
химических соединений. Кроме того, в ходе ана-
лиза ортостерического сайта связывания лиганда 
у нескольких кристаллических структур «рецеп-
тор–лиганд» в ортостерическом «кармане» был 
выявлен ранее неизвестный участок. Этот участок 
использовали для связывания агонистов, а в слу-
чае известных ранее антагонистов оставляли не-
занятым. Искусственные антагонисты, имеющие 
химическую группу для связывания в этом новом 
участке «кармана», отличались высокой специ-
фичностью. Так, посредством SBDD был разрабо-
тан AZD4635  – антагонист, селективность кото-
рого была оптимизирована к  A2AAR относительно 
гомологичного рецептора A1AR. В ходе доклиниче-
ских испытаний AZD4635  показал эффективность 
как при монотерапии, так и в сочетании с анти-
PD1-антителом в качестве противоопухолевого 
иммуномодулятора  [103, 104]. В  настоящее время 
препарат находится на II  стадии клинических 
испытаний на пациентах c опухолями простаты 
(https://clinicaltrials.gov/study/NCT04089553).

Другой пример успешного использования 
SBDD  – поиск селективных агонистов для муска-
риновых рецепторов M1R и  M4R. Активация этих 
рецепторов предположительно поможет в лече-
нии когнитивных и психических расстройств, 
болезни Альцгеймера, а также в лечении шизо-

френии. При этом лекарственный препарат – аго-
нист М1R и  М4R  – не должен активировать гомо-
логичные рецепторы М2R и  М3R, чтобы избежать 
побочных эффектов со стороны пищеварительной 
и сердечно-сосудистой систем. Традиционные под-
ходы к подбору агонистов не смогли обеспечить 
нужную степень селективности, так как сайты 
связывания лигандов у филогенетически близ-
ких М1R, М2R, М3R и  М4R очень похожи. И  только 
использование структур рецепторов в комплексе 
с различными лигандами позволило разрабо-
тать подходящие высокоспецифичные агонисты. 
В 2016 г. были опубликованы данные о трех из них: 
HTL9936  – агонист  M1R, HTL18318  – агонист  М1R 
и  HTL0016878  – агонист  М4R; в настоящее время 
они находятся на разных этапах клинических ис-
пытаний (https://soseiheptares.com/news) [103, 105].

В 2017  г. методом крио-ЭМ была получена 
структура рецептора глюкагоноподобного пепти-
да 1 (GLP1R), являющегося представителем класса B 
GPCR. Связывание пептида GLP1 с рецептором спо-
собствует пролиферации β-клеток поджелудоч-
ной железы и повышает уровень инсулина. GLP1R 
является одной из наиболее эффективных мише-
ней для лечения диабета II типа. Кристалличе-
ская структура с аллостерическим антагонистом 
дала первоначальную структурную информацию 
для рациональной разработки лекарственного 
средства. В  2020  г. были проведены высокопроиз-
водительный in  silico скрининг низкомолекуляр-
ных агонистов  GLP1R и серия оптимизаций для 
получения первоначальных соединений, что при-
вело к получению низкомолекулярного агони-
ста PF-06882961, имеющего, в отличие от аналогов 
(самый известный аналог – семаглутид), высокую 
пероральную доступность. Затем была проанали-
зирована электронно-микроскопическая струк-
тура комплекса  PF-06883365, аналога PF-06882961, 
с  GLP1R, выявлен механизм взаимодействия низ-
комолекулярных агонистов с рецептором и опре-
делены ключевые факторы активации белка. Это 
исследование легло в основу дальнейшей рацио-
нальной разработки. На момент написания данно-
го обзора PF-06882961 (Дануглипрон) уже прошел 
I и II фазы клинических испытаний [106, 107].

В 2023  г. была опубликована статья  [108], 
где авторы разработали прототип нового анти-
депрессанта  BMK-C205, который является анта-
гонистом рецептора кортикотропин-рилизинг-
фактора 1  (CRF1R). Данный рецептор относится к 
классу  B семейства  GPCR, экспрессируется в цен-
тральной и периферической нервной системе, 
регулирует поведенческие, эндокринные, им-
мунные и вегетативные реакции на стресс, что 
делает его мишенью для лечения связанных со 
стрессом расстройств. Сначала методом серий-
ной белковой кристаллографии была определена 

https://clinicaltrials.gov/study/NCT04089553
https://soseiheptares.com/news
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структура  CRF1R в комплексе с аллостерическим 
антагонистом BMK-I-152, что позволило иденти-
фицировать ряд структурных особенностей, в 
частности, две важные водородные связи. Недо-
статок BMK-I-152 как лекарственного препарата  – 
слишком быстрый метаболизм в печени и, как 
следствие, низкая эффективность даже в случае 
внутривенного введения. На  основе полученной 
структуры CRF1R с BMK-I-152 авторы разработали 
два новых антагониста  – BMK-C203 и BMK-C205, 
которые показали существенно лучшие резуль-
таты в фармакокинетических тестах. Методом 
серийной кристаллографии были определены 
структуры CRF1R с этими новыми антагонистами. 
В  конечном итоге BMK-C205 показал хороший 
эффект на мышах как антидепрессант и, очень 
вероятно, будет использован в дальнейшем для 
разработки человеческих антидепрессантов мето- 
дом SBDD.

Приведенные примеры иллюстрируют лишь 
малую часть той работы, которая ведется сейчас 
в области SBDD  GPCR. Учитывая фармакологиче-
скую значимость этого класса рецепторов, все 
полученные структуры, несомненно, уже исполь-

зуются или в скором времени будут использованы 
для поиска новых лекарств. Вероятно, некоторые 
из этих препаратов выйдут на фармацевтический 
рынок в ближайшее десятилетие.

Вклад авторов. А.М., А.Л., Н.С. подготовили 
текст введения; А.Х., П.Х. подготовили раздел по 
виртуальному скринингу; А.М., А.Л., О.М. подгото-
вили раздел про определение функциональной 
активности; А.Л., Н.С. подготовили текст заключе-
ния; А.Л., П.Х. работали над рисунками; В.П., Д.Д., 
А.Б. принимали участие в редактировании текста 
рукописи; А.Л., П.Х., В.Б., А.М. предложили концеп-
цию, план обзора, редактировали текст рукописи.
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G protein-coupled receptors (GPCRs) are transmembrane proteins that participate in most physiological 
processes and serve as key pharmacological targets. Recent advances in structural biology of GPCRs 
have enabled the development of drugs based on structure (Structure Based Drug Design, SBDD). SBDD 
utilizes information about the receptor– ligand complex to search for suitable compounds, expand-
ing the chemical space of search without the need for experimental screening. In our review we in-
clude a description of Structural-base Virtual Screening (SBVS) of ligands to GPCRs and a description of  
methods for functional testing of selected potential drug compounds. We also discuss recent advances in 
the development of SBDD approaches applicable to GPCRs and highlight successful examples of their use.
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