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В геноме ряда РНК-содержащих вирусов обнаружены амбипо-
лярные гены, локализованные в вирусном геноме по принципу 
«стекинга» (один над другим) и кодирующие белки в противо-
положных направлениях. Присутствие амбиполярных генов от-
крывает новый путь формирования вирусного разнообразия, 
когда вирионы, имеющие идентичный геном, могут отличать-
ся схемой реализации (стратегией) генома и иметь различные 
типы дочерних вирионов, отличающихся по полярности геном-
ной РНК и составу белков, экспрессированных положительно- 
или негативно-полярными генами, так называемые амбиполяр-
ные вирионы. Пока такой путь реализации вирусного генома 
остается гипотетическим и скрытым от нас подобно «темной 
стороне луны» и заслуживает пристального изучения.

Схема кодирования генов в РНК-геноме 
коронавируса на модели SARS-CoV2

Подавление EGFR ингибирует 
сферообразование клеток культуры MCF7 
со сверхэкспрессией EGFR 
Д. Д. Новак, О. С. Троицкая, А. А. Нуштаева, М. В. Жильникова, В. А. Рихтер, 
М. И. Мещанинова, О. А. Коваль
Рецептор эпидермального фактора роста (EGFR) – онкогенная тирозинкиназа, 
которая участвует в возникновении и прогрессировании опухоли. Экспрессия 
трансгена EGFR в линии клеток MCF7 (MCF7-EGFR) аденокарциномы молоч-
ной железы человека стимулирует рост клеток в виде 3D-сфероидов. В работе 
изучено, влияет ли ингибирование EGFR на сборку сфероидов или приводит 
к разрушению уже сформированных сфероидов. Обнаружено, что подавление 
мРНК EGFR c помощью siРНК уменьшало образование сфер, тогда как обработка 
уже сформированных сфероидов не вызывала такого эффекта. Показано участие 
N-кадгерина в EGFR-зависимом образовании сфероидов MCF7-EGFR. Сфероиды
MCF7-EGFR являются релевантной моделью для изучения агрессивных гормон-
положительных опухолей молочной железы.
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Поиск ингибиторов транскетолазы из Mycobacterium 
tuberculosis в ряду сульфозамещенных соединений
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И. В. Гущина, Д. К. Нилов, Т. А. Щербакова, С. М. Балдин, В. К. Швядас
В результате компьютерного скрининга библиотеки сульфозамещенных со-
единений выявлены молекулы, способные связываться в активном центре 
транскетолазы из Mycobacterium tuberculosis. Осуществлена эксперимен-
тальная проверка ингибиторной активности наиболее перспективного со-
единения STK045765 в отношении высокоочищенного препарата рекомби-
нантного фермента. Показано, что молекула STK045765 конкурирует за 
участок связывания пирофосфатной группы кофактора тиаминдифосфата 
и в микромолярной концентрации способна подавлять активность микобак-
териальной транскетолазы. Обнаруженный фурансульфонатный скаффолд 
может служить основой для создания противотуберкулезных препаратов.

Модель фермент-ингиби-
торного комплекса mbТК и 
STK045765
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РЕФЕРАТ Коннективность – согласованная активность нейронных сетей, осуществляющая функции моз-
га, выявляется сигналами функциональной магнитно-резонансной томографии, зависящими от содер-
жания кислорода в крови (blood oxygen level-dependent – BOLD), снабжающей мозг. Сигнал BOLD лишь 
косвенно связан с лежащей в его основе активностью нейронов, поэтому открытым остается вопрос, 
являются ли коннективность и ее изменения только проявлениями нормальных или патологических 
состояний мозга, или же в какой-то мере их причинами. Создание хемогенетических рецепторов, ак-
тивируемых синтетическими препаратами (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs – 
DREADD), которые в зависимости от типа рецептора облегчают или, наоборот, тормозят ответ нейрона 
на поступающие к нему физиологические стимулы, позволяет оценить коннективность мозга в свете 
управляемой активности нейронов. Имеющиеся данные свидетельствуют, что коннективность базиру-
ется на активности нейронов и представляет собой проявление связей областей мозга, интегрирующих 
сенсорные, когнитивные и моторные функции. Хемогенетическая модуляция активности разнообраз-
ных групп и типов нейронов изменяет коннективность мозга и его сложноорганизованные функции. 
Хемогенетика может оказаться полезной для перестройки патологических механизмов нервных и пси-
хических заболеваний. Начинающаяся интеграция на основе коннектома всего пути от молекулярно-
клеточных, нейрональных и синаптических процессов до высшей нервной деятельности и поведения 
существенно повысит фундаментальную и прикладную ценность сведений этого раздела нейронаук.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА коннективность мозга, функциональная магнитно-резонансная томография, хемоге-
нетика, активность нейронов, поведение. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ BOLD – сигналы fMRI, зависящие от содержания кислорода в крови (blood 
oxygen level-dependent); CaMKII – промотор, активный в пирамидных глутаматергических нейро-
нах; CEN – центральная исполнительная сеть (Central Executive Network); CNO – клозапин-N-оксид 
(Clozapine N-oxide); DREADD – химерные рецепторы, активируемые исключительно синтетическими 
агонистами (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs); DMN – сеть пассивного режима 
работы головного мозга (Default Mode Network); GABA – гамма-аминомасляная кислота (Gamma-amino 
butyric acid); Gq – активирующий гуанинсвязывающий белок; fMRI – функциональная магнитно-резо-
нансная томография; rs-fMRI – функциональная магнитно-резонансная томография в состоянии покоя; 
hM3D(Gq) – активирующий хемогенетический рецептор; hM4D(Gi) – ингибирующий хемогенетический 
рецептор; hSyn – промотор гена синапсина человека; KORD – ингибирующий хемогенетический ре-
цептор; LC – синее пятно (locus coeruleus); mCherry – маркерный красный флуоресцирующий белок; 
NE – норадреналин (norepinephrine); PFC – префронтальная кора; rAVV – рекомбинантный аденоассо-
циированный вирус; SN – сеть ситуативной значимости (Salience Network). 
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из ключевых задач нейробиологии является 
выяснение связи активности нейронов мозга 
с высшей нервной деятельностью, включающей 
нормальные и  патологические когнитивные 

и психоэмоциональные проявления. Современные 
экспериментальные и клинические данные отме-
чают существенный вклад в механизмы функцио-
нирования мозга не только нейротрансмиттерных, 
нейроэндокринных, нейротрофических, иммуноло-
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гических и молекулярно-генетических регуляторов 
[1–8], но также и взаимодействий структур мозга 
коннективности [9–15] – согласованной активности 
нейронных сетей, вовлеченных в осуществление той 
или иной функции мозга. Об этом свидетельствуют, 
например, наблюдаемые связи между активностями 
нейронных сетей и концентрацией внимания [16, 15], 
памятью [11, 17], а также многими другими поведен-
ческими и психологическими проявлениями [18–20]. 
Прямое или косвенное влияние, которое одна груп-
па нейронов оказывает на другую их группу, обо-
значается как эффективная коннективность.

Возросший интерес к коннективности мозга обу-
словлен возможностью прижизненной неинвазивной 
регистрации ее проявлений методом функциональ-
ной магнитно-резонансной томографии (Functional 
magnetic resonance imaging – fMRI). Этот метод 
позволяет получать сигналы, зависящие от со-
держания кислорода в крови (blood oxygen level-
dependent – BOLD), снабжающей мозг. Считается, 
что локальная оксигенация крови и, следовательно, 
величина BOLD-сигнала в целом соответствует ак-
тивности нейронов структуры. Корреляция между 
низкочастотными флуктуациями в BOLD-сигналах 
удаленных структур мозга в покое, а также при ак-
тивации мозга сенсорной стимуляцией или фарма-
кологической нагрузкой рассматривается в качестве 
показателя коннективности этих структур [12].

При большом числе исследований в этой обла-
сти нейронаук до сих пор остается неясным, яв-
ляются ли коннективность и ее нарушение одним 
из проявлений нормальных или патологических 
состояний мозга, или же в какой-то мере их при-
чиной. Для прояснения этого вопроса необходи-
мо отличить причинно-следственные связи между 
этими состояниями и коннективностью от случай-
ных. Экспериментальные воздействия, вызываю-
щие то или иное проявление функций мозга (по-
веденческие, вегетативные или иные ответы), 
а также сопровождающие их изменения коннек-
тивности, не достаточны для установления между 
ними причинности связи. Как индуцированные 
ответы, так и изменения коннективности могут 
быть независимыми проявлениями состояния, воз-
никающего в результате воздействия. Необходимы 
специфические физиологические вмешательства, 
целенаправленно изменяющие активность нейро-
нов и, как предполагается, коннективность, бази-
рующуюся на этой активности. Большинство та-
ких воздействий к людям не применимы. Поэтому 
для решения этой задачи резонно использовать экс-
перименты на животных [21].

Хемогенетические методы, созданные относитель-
но недавно [22], существенно усовершенствовали 

подходы к исследованию функций мозга. Эти мето-
ды позволяют контролировать активность нужных 
нейронов с помощью искусственно сконструирован-
ных рецепторов, например, сопряженных с гуанин-
связывающими белками или являющихся ионными 
каналами, управляемыми лигандами. К перспектив-
ным среди этих рецепторов относятся активируемые 
исключительно синтетическими препаратами дизай-
нерские рецепторы семейства DREADD (Designer 
Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs). 
Воздействия на такие рецепторы, в зависимости 
от их типа, облегчают или, наоборот, затормаживают 
ответ нейрона на приходящие к нему естественные 
физиологические стимулы, а не навязывают ему ак-
тивность воздействия, внешнего для мозга и нейрона. 
Поэтому они дают возможность наиболее объективно 
взглянуть на нейронно-сетевую организацию функ-
ций головного мозга в свете управления активностью 
нейронов. Описание и систематизация имеющихся 
в настоящее время сведений по этому вопросу и ста-
ли целью данного обзора.

ДИЗАЙНЕРСКИЕ РЕЦЕПТОРЫ, АКТИВИРУЕМЫЕ 
ИСКЛЮЧИТЕЛЬНО ДИЗАЙНЕРСКИМИ ПРЕПАРАТАМИ
Наиболее популярным хемогенетическим под-
ходом, используемым в исследовании регуляции 
разнообразных аспектов деятельности мозга экс-
периментальных животных нейронными сетями, 
является метод DREADD [22–28]. Наряду с реше-
нием задач фундаментальной науки, хемогенетика 
потенциально может оказаться полезной для пе-
рестройки патологических механизмов нервных 
и психических заболеваний и их регуляции с по-
мощью дизайнерских препаратов [29]. DREADD 
взаимодействуют с экзогенными синтетическими 
лигандами, инертными для природных рецепторов 
организма. Активность нейронов, экспрессирую-
щих эти сконструированные рецепторы, может 
быть усилена или, напротив, ослаблена, в зависи-
мости от использованного типа рецептора. Ниже 
описаны варианты DREADD и особенности их экс-
прессии в составе вирусных векторов или транс-
генов, использованных в экспериментах, оцени-
вающих влияние хемогенетических воздействий 
на коннективность мозга. 

Два варианта DREADD, сконструированные 
методами генной инженерии на основе рецепто-
ра ацетилхолина мускаринового типа человека 
(hM3D(Gq) и hM4D(Gi)) находят широкое приме-
нение. Для создания DREADD-hM3D(Gq), которые 
при взаимодействии с синтетическим лигандом 
клозапин-N-оксидом (CNO) повышают ответ нейро-
на на приходящие к нему физиологические стимулы, 
был использован метаботропный рецептор ацетилхо-
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лина третьего типа, сопряженный с активирующим 
гуанинсвязывающим белком Gq. Функциональный 
эффект этих рецепторов связывают с повышени-
ем чувствительности нейрона к стимуляции за счет 
деполяризации его мембраны. DREADD-hM4D(Gi), 
тормозящие при взаимодействии с CNO активацию 
клетки, имеющей такие рецепторы, создан с исполь-
зованием модифицированного метаботропного ре-
цептора ацетилхолина четвертого типа, сопряжен-
ного с ингибирующим гуанинсвязывающим белком 
Gi. Считается, что hM4D(Gi) снижает возбуждение 
нейронов за счет гиперполяризации клетки. Наряду 
с ацетилхолиновыми рецепторами, для создания 
DREADD использовали каппа-опиоидный рецеп-
тор, сопряженный с ингибирующим гуанинсвязы-
вающим белком Gi (KORD), снижающий активность 
клетки при взаимодействии со своим фармаколо-
гически инертным лигандом сальвинорином B [30]. 
Хемогенетическое торможение/инактивацию в экспе-
риментальной нейроповеденческой неврологии часто 
называют и интерпретируют как хемогенетическое 
молчание (silencing).

DREADD поступают в мозг либо в составе транс-
гена, экспрессия которого в желаемой структуре 
и типе клеток достигается путем скрещивания спе-
циально созданных линий мышей [31], либо в со-
ставе вектора, как правило, на основе аденоассо-
циированного вируса [24–28]. Стереотаксическое 
введение вирусного вектора обеспечивает его ло-
кализацию в нужной структуре мозга, а промотор, 
управляющий экспрессией, обеспечивает присут-
ствие DREADD в желаемом типе или типах клеток. 

DREADD хорошо экспрессируются в клетках 
центральной нервной системы в составе вирусных 
векторов или в качестве трансгенов и подходят 
для обратимой активации или ингибирования кле-
ток-мишеней при введении лигандов этих рецепто-
ров системно или непосредственно в мозг. Высокий 
уровень экспрессии в мозге обеспечивают входящие 
в состав вектора неизбирательные по типу нейро-
нов промоторы, такие, как промотор цитомегало-
вируса [32] или синапсина человека (hSyn) [31–36]. 
Использование промоторов, активных лишь в ней-
ронах определенного типа, например, промотора 
CaMKII, активного в пирамидных глутаматергиче-
ских нейронах [31, 37], промоторов, специфичных 
для GABAергических интернейронов, синтезирую-
щих парвальбумин и экспрессирующих продинор-
фин или проэнкефалин [31], а также специфичных 
для серотонинергических [38], норадренергических 
нейронов или нейронов, отвечающих на дофамин 
[39–41], позволяет исследовать влияние изменения 
активности каждого отдельного типа или даже под-
типа нейронов на коннективность в мозге. 

КОННЕКТИВНОСТЬ
Функциональную коннективность определяют 
по уровню корреляции между значениями сигна-
лов, зависящих от содержания кислорода в кро-
ви – BOLD, выявляемых в разных областях мозга 
функциональной магнитно-резонансной томографи-
ей – fMRI. Регистрируемый сигнал при отсутствии 
внешних стимулов относят к состоянию покоя –
resting-state-fMRI. Сигналы BOLD, сопровождаю-
щие решение «задачи», составляют так называемые 
«ответы», например, тактильная fMRT – на стиму-
ляцию конечностей [42]. На основе этих сигналов 
строятся пространственные карты [43], отражающие 
внутреннюю функционально-сетевую организацию 
мозга. 

Каждая сеть состоит из групп нейронов, лока-
лизованных в разных структурах мозга, но ко-
ординированно изменяющих свою активность. 
Например, сеть пассивного режима работы голов-
ного мозга (Default Mode Network – DMN) обеспе-
чивает в здоровом мозге независимое от внешних 
стимулов мышление и саморефлексию. Подавление 
ее активности улучшает выполнение задач, тре-
бующих концентрации внимания [9]. Ядро DMN 
составляют задняя медиальная и теменная кора 
головного мозга, а также отдельные височные 
и лобные модули [44]. Сеть определения значимо-
сти (Salience Network – SN) концентрирует внима-
ние на важных событиях, воспринимает и реагиру-
ет на сигналы, связанные с сохранением гомеостаза 
[45]. Основные структуры SN – передняя часть 
островка (anterior insula), передняя поясная кора 
(anterior cingulate cortex) и вентральное полосатое 
тело (ventral striatum). Центральная исполнитель-
ная сеть (Central Executive Network – CEN) опе-
рирует информацией рабочей памяти и отвечает 
за принятие решений в ходе целенаправленного 
поведения. Ее центрами являются дорсолатераль-
ная префронтальная кора и латеральная задняя 
теменная кора. Эти и другие крупномасштабные 
сети, выявленные впервые у людей [46], обнару-
живают заметную гомологию с подобными сетями 
обезьян и грызунов [47, 48]. 

Активности сетей функциональной коннектив-
ности, определенные с помощью rs-fMRI, хорошо 
согласуются с когнитивными способностями и пове-
дением [49], а также с изменениями уровня возбуж-
дения мозга [10, 50]. Практически важно, что сиг-
налы rs-fMRI пациентов с психическими [13, 20, 51, 
52] или нейродегенеративными [53] заболеваниями 
четко отличаются от функциональной коннективно-
сти в мозге здоровых людей. И хотя это позволяет 
использовать rs-fMRI при диагностике патологий 
[54], результаты, касающиеся таких различий, часто 
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сложно интерпретировать, поскольку сигнал BOLD 
лишь слабо и косвенно связан с лежащей в его ос-
нове активностью нейронов.

В связи с этим разрабатываются подходы к вы-
явлению возможной связи между региональной 
функциональной коннективностью и прямыми ин-
дикаторами активации нейронов, высвобождением 
нейротрансмиттеров или метаболизма в клетках 
мозга. Для этого необходимо индуцировать измене-
ния активности нейронов и при этом регистриро-
вать сигналы rs-fMRI или позитронно-эмиссионной 
томографии. Последний метод используется суще-
ственно реже, чем rs-fMRI, поскольку сопряжен 
с использованием позитрон-излучающих радио-
изотопов, например, 18F-фтордезоксиглюкозы [55]. 
Применимый для человека метод транскраниаль-
ной магнитной стимуляции действительно влияет 
на коннективность DMN [56]. Однако изменения ак-
тивности нейронов, выходящие за пределы ее нор-
мальных паттернов, нарушают структуру и функ-
ционирование сети. Поэтому для оценки влияния 
активности нейронов на коннективность в мозге 
подходит лишь ее модуляция в пределах естествен-
ного диапазона [57]. Этому условию среди разно-
образных способов изменения активности нейронов 
(фармакологических, электрофизиологических, с по-
мощью воздействий магнитным полем, а также оп-
тогенетических) в наибольшей мере удовлетворяет 
хемогенетический подход. Этот метод главным об-
разом облегчает или, наоборот, затормаживает от-
вет нейрона на приходящие к нему естественные 
физиологические стимулы. Некоторым вариантам 
таких методов авторы дали специальные назва-
ния. Например, метод, включающий технологию 
DREADD и визуализацию 18F-фтордезоксиглюкозы 
с помощью позитронно-эмиссионной томографии, 
назван (DREAMM) (DREADD-Assisted Metabolic 
Mapping – метаболическое картирование с помощью 
DREADD) [55]. Объединение технологии DREADD 
с rs-fMRI для изучения изменений спонтанной ак-
тивности нейронов названо chemo-fMRI – хемо-
fMRT [38].

Следует отметить, что активация узловых нейро-
нов сети распространяется даже по ее удаленным 
участкам. Так, например, хемогенетическая стиму-
ляция нейронов, экспрессирующих рецептор D1 до-
фамина, в дорсальном полосатом теле лишь одного 
полушария, активирует электрофизиологические 
ответы медиального таламуса, прилежащего ядра 
и коры обоих полушарий мыши [41]. Подавление 
нейронной активности в узловых участках сети так-
же может иметь волновой характер распростране-
ния, выходящий за рамки связей с узлом, и захва-
тывать другие нейронные сети мозга [35].

Большинство накопленных к настоящему вре-
мени экспериментальных данных, которые будут 
рассмотрены ниже, свидетельствуют об изменении 
коннективности при хемогенетической модуляции 
активности разнообразных групп и типов нейронов 
головного мозга.

ВОЗДЕЙСТВИЯ, НЕИЗБИРАТЕЛЬНЫЕ ПО ТИПУ 
НЕЙРОНОВ 
К настоящему времени ряд лабораторий использует 
неизбирательную по типу нейронов хемогенетиче-
скую модуляцию их активности совместно с fMRI 
[34–39, 58] для исследования ответов коннективно-
сти нейронных сетей мозга лабораторных живот-
ных. 

Мозг млекопитающих является сложной систе-
мой, и изменение активности нейронов даже одной 
области может иметь широкомасштабные послед-
ствия для многих функций. Например, у макак-
резусов хемогенетическая инактивация нейронов 
всех типов, экспрессирующих под промотором 
hSyn DREADD – hM4D, угнетающего актив-
ность нейронов в миндалине, подкорковой области 
с широкими связями в коре, нарушила амигда-
ло-корковую fMRI коннективность и распределе-
ние кортико-кортикальных взаимосвязей между 
функциональными сетями мозга [33]. Большее 
количество DREADD-трансфицированных клеток 
в миндалине ассоциировалось с более существен-
ным нарушением функциональной коннективно-
сти между этой структурой и моносинаптически 
связанными, а также и не связанными с нею на-
прямую областями мозга. Коммуникационные кон-
такты через моносинаптические и полисинаптиче-
ские пути в совокупности объясняли значительную 
часть корреляционной структуры эндогенной ак-
тивности мозга и многие ее изменения, возникаю-
щие в результате снижения активности миндали-
ны. Такие результаты указывают на структурную 
основу нейронной активности и вероятную связь 
невропатологии с удаленными от презумптивного 
очага ее возникновения нейрофизиологическими 
изменениями [33]. 

Сеть пассивного режима работы головного моз-
га DMN является основной сетью мозга млекопи-
тающих. Однако функциональная роль узлов этой 
сети и то, как ее организация связана с поведе-
нием, которое она контролирует, все еще неясны. 
Для получения информации по этим вопросам 
применяли хемогенетическую инактивацию клю-
чевого узла DMN – дорсальной передней поясной 
коры (dorsal Anterior Cingulate Cortex) в сочетании 
с функциональной магнитно-резонансной томогра-
фией в состоянии покоя (rs-fMRI) и поведенче-



8 | ACTA NATURAE | ТОМ 15 № 2 (57) 2023

ОБЗОРЫ

ским тестированием бодрствующих крыс [34]. Этот 
метод авторы назвали «chemo-rsfMRI-behavior 
approach» – химио-fMRT-покоя – поведенческий 
подход. Подавление активности дорсальной перед-
ней поясной коры с использованием DREADD-
hM4Di, экспрессированного под промотором hSyn, 
значительно снизило активность нейронов пре-
лимбической и дорсальной коры средней поясной 
извилины и индуцировало разнонаправленные 
изменения коннективности между узлами DMN. 
Изменения коннективности коррелировали с по-
ведением животных – проявлениями беспокойства 
и двигательной активности в домашней клетке. 
Результаты свидетельствуют, что активность DMN 
у грызунов, как и у людей, скоординирована с по-
веденческими проявлениями [34].

Хемогенетическая активация мезолимбических 
или мезокортикальных путей – проекций от вен-
тральной области покрышки (Ventral Tegmental 
Area) к прилежащему ядру (Nucleus Accumbens) 
или медиальной префронтальной коре (medial 
PreFrontal Cortex), соответственно, индуцировала 
ответы, регистрируемые по уровню оксигенации 
крови BOLD, не только в областях, экспрессиру-
ющих DREADD, но также и в нейронных сетях, 
отдаленных от мест введения хемогенетических 
векторов, в которых DREADD не экспрессирова-
лись [36]. Нейрохимическая природа этих путей, 
очевидно, гетерогенна, поскольку для экспрессии 
DREADD-hM3D(Gq) был использован неизбира-
тельный по типу нейронов промотор-hSyn, а про-
екции из вентральной области покрышки в при-
лежащее ядро, например, высвобождают дофамин, 
глутамат, GABA, мозговой нейротрофический фак-
тор и другие сигнальные молекулы [59]. Время ак-
тивации мозга соответствовало проявлению пове-
денческого ответа – двигательной гиперактивности 
животных с хемогенетически активированным ме-
золимбическим путем. Такая активация специфи-
чески увеличивала активность нейронов, тогда 
как функциональная коннективность, оцениваемая 
с помощью fMRI в состоянии покоя, оставалась 
стабильной. Положительные и отрицательные от-
веты BOLD четко отражали одновременную ак-
тивацию вентрального паллидума и деактивацию 
сетчатой части черной субстанции, соответственно, 
демонстрируя скоординированные противополож-
но направленные изменения активности разных 
участков нейронной сети после стимуляции специ-
фических проекционных нейронов среднего мозга 
[36]. Следует отметить, что, в отличие от Roelofs 
с коллегами [36], отметивших стабильность функци-
ональной коннективности при хемогенетической ак-
тивации подкорковых путей, авторы всех остальных 

рассмотренных в данном обзоре статей наблюдали 
изменения функциональной коннективности после 
хемогенетической модуляции активности нейронов 
разных типов, локализованных во многих структу-
рах головного мозга.

Острое хемогенетическое ингибирование нейро-
нов PFC с помощью DREADD-hM4D(Gi) под не-
селективным к типу нейронов промотором hSyn 
увеличивало fMRI-коннективность между этой об-
ластью и ее прямыми таламо-кортикальными мише-
нями. Торможение PFC усиливало мощность низко-
частотных осцилляций путем снижения разрядной 
активности нейронов, не связанной по фазе с мед-
ленными ритмами, что приводило к увеличению 
когерентности медленных и δ-диапазонов ритмов 
электроэнцефалограммы между областями, демон-
стрирующими сверхконнективность fMRI. Очевидно, 
что инактивация коры может увеличивать коннек-
тивность fMRI через усиление медленных колеба-
тельных процессов [31].

Одновременная хемогенетическая реактива-
ция набора многих ансамблей нейронов, вовлечен-
ных в формирование памятного следа (энграммы) 
об угрожающих условиях и маркированных в этих 
условиях повышенной экспрессией гена раннего 
ответа c-fos, функционально связанных, в частно-
сти, с нейронами гиппокампа или миндалины, бо-
лее эффективно реализовала на уровне поведения 
энграмму, чем реактивация лишь одного ансамбля, 
и воспроизводила более полно страх, вызываемый 
угрожающей обстановкой. Эти результаты пока-
зывают, что коннективность удаленных структур 
является естественным компонентом реализации 
сложноорганизованных функций мозга [60].

Хемогенетическое блокирование коннективности 
орбитофронтальной коры и ростромедиальной ча-
сти хвостатого ядра (rostromedial caudate nucleus) 
макак-резусов путем контралатеральной экспрес-
сии в этих структурах мозга тормозного DREADD 
hM4Di нарушало адекватное определение ценности 
пищевого вознаграждения [32]. В этих эксперимен-
тах экспрессию DREADD обеспечивал цитомегало-
вирусный промотор, и нарушение коннективности 
нельзя отнести на счет снижения активности ней-
ронов какого-либо определенного типа или клеток 
глии [61]. Тем не менее, ясно, что коннективность 
орбитофронтальной коры и ростромедиальной части 
хвостатого ядра, вероятно, имеет решающее значе-
ние для формирования мотивированного поведения 
на базе интеграции внешних стимулов с внутренним 
побуждением обезьян [32].

Не только неизбирательная по типу нейронов 
модуляция их активности, но и изменения актив-
ности нейронов какого-либо определенного типа 
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также влияли на коннективность и, по-видимому, 
на зависящие от нее проявления высшей нервной 
деятельности. 

МОДУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ НЕЙРОНОВ 
МОНОАМИНЕРГИЧЕСКОЙ НЕЙРОТРАНСМИССИИ
Хемогенетическая тоническая активация норадре-
нергических NE-нейронов синего пятна LC в об-
ласти моста головного мозга мышей снижала его 
кровоснабжение и поглощение глюкозы этими ней-
ронами, а также увеличивала синхронную низкоча-
стотную активность fMRI в сети пассивного режима 
работы DMN в лобной коре, существенно удаленной 
от LC. Активация LC-NE индуцировала высвобож-
дение NE, усиливала кальциевые сигналы нейро-
нов и снижала кровоснабжение в передней поясной 
коре. Стимуляция LC-NE также усиливала функ-
циональную коннективность в лобном отделе DMN 
и, очевидно, способствовала проявлению поведе-
ния, связанного с этой сетью мозга [40]. Активация 
LC у людей ассоциируется со сдвигом коннектив-
ности в сетях мозга в пользу обработки наиболее 
значимой информации [62]. Возможную причин-
но-следственную связь в рамках этой ассоциации 
анализировали на мышах путем совмещения хемо-
генетической активации LC с fMRT в состоянии по-
коя [39]. Такой подход назван «хемо-коннектомика» 
(«chemo-connectomics»). Обнаружено, что активация 
LC быстро прерывает текущее поведение и зна-
чительно увеличивает коннективность в масшта-
бах всего мозга, с наиболее глубокими эффектами 
в сети ситуативной значимости SN, а также и в сети 
миндалины. Изменения функциональной коннектив-
ности коррелировали с уровнями транскриптов аль-
фа-1- и бета-1-адренергических рецепторов в голов-
ном мозге, а коннективность функциональной сети 
коррелировала с обменом норадреналина в структу-
рах мозга. Вероятно, эти изменения коннективности 
в крупномасштабных сетях мозга могут оказывать 
влияние на оптимизацию нейрональной обработки 
информации, значимой для повышения бдительно-
сти и обнаружения угроз [39].

Хемогенетическая активация нейронов, экс-
прессирующих рецепторы D1 дофамина в левом 
дорсальном отделе полосатого тела мыши, увели-
чивала фракционную амплитуду низкочастотных 
колебаний (fractional Amplitude of Low Frequency 
Fluctuations – fALFF) в медиальном таламусе, при-
лежащем ядре и коре обоих полушарий. Кроме того, 
локальные полевые потенциалы в гамма-диапазоне 
были увеличены как в стимулированном стриатуме, 
так и в коре обоих полушарий [41].

Нейроны, продуцирующие серотонин, обильно 
иннервируют области мозга через протяженные 

проекции [63]. Использование chemo-fMRI для вы-
явления возможного влияния серотонинергической 
нейротрансмиссии на региональную и глобальную 
функциональную активность позволило обнаружить, 
что эндогенная стимуляция нейронов, продуцирую-
щих серотонин, не влияла на глобальную активность 
мозга, но приводила к региональной активации 
ряда первичных областей-мишеней, охватывающих 
кортико-гиппокампальные и вентральные области 
стриатума. В то же время фармакологическое по-
вышение уровня серотонина приводило к широко 
распространяемой в мозге fMRT-деактивации, ве-
роятно, отражая смешанный вклад центральных 
и периваскулярных констрикторных эффектов. Эти 
результаты идентифицируют основные функцио-
нальные мишени эндогенной серотонинергической 
стимуляции и свидетельствуют о возможной при-
чинно-следственной связи между активацией серо-
тонинергических нейронов и регионарными сигна-
лами fMRT [38].

МОДУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ ПИРАМИДНЫХ 
НЕЙРОНОВ И ИНТЕРНЕЙРОНОВ 
Хемогенетическая стимуляция нейронов ядра 
ложа конечной полоски (Bed Nucleus of the Stria 
Terminalis), экспрессирующих везикулярный 
транспортер гамма-аминомасляной кислоты (ve-
sicular γ-aminobutyric acid (GABA) transporter), 
с  помощью DREADD-hM3Dq способствова-
ла проявлению тревожно-подобного поведе-
ния, а также вызывала длительную депрессию 
глутамат ергической нейротрансмиссии, указы-
вающую на изменения в синаптической пластич-
ности. Метаболическое картирование активности 
всего мозга после этого воздействия выявило по-
вышенную активность структур вентрального 
среднего мозга, включая вентральную область 
покрышки, а также структур заднего мозга, та-
ких, как синее пятно LC и парабрахиальное ядро 
(parabrachial nucleus). Активность этих ядер моз-
га ассоциирована с тревожно-подобным поведени-
ем. Использование микрофлюидного профилиро-
вания рецепторной системы отдельных нейронов 
ядра ложа конечной полоски, экспрессирующих 
везикулярный транспортер гамма-аминомасляной 
кислоты, выявило, что стимуляция сопряженного 
с Gq-белком серотонинового рецептора типа 2с от-
ветственна за тревожно-подобное поведение [64].

Метод, включающий технологию DREADD и ви-
зуализацию 18F-фтордезоксиглюкозы (FDG) с по-
мощью микропозитронно-эмиссионной томографии, 
названный DREAMM (DREADD-assisted metabolic 
mapping), позволил создать метаболические кар-
ты целого мозга в условиях свободного поведения 
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животных [65]. Этим методом обнаружена ассо-
циация различных кортиколимбических сетей со 
специфическими поведенческими проявлениями 
при торможении активности экспрессирующих 
продинорфин или проэнкефалин GABAергических 
тормозных средних шипиковых нейронов (medium 
spiny neurons) оболочки прилежащего ядра (Nucleus 
Accumbens Shell) [65], вовлекаемых в нейропсихиа-
трические расстройства. 

Снижение у мышей активности глутаматергиче-
ских нейронов правой передней поясной области 
коры (Anterior Cingulate Cortex) с помощью инги-
бирующего каппа-опиоидного рецептора DREADD 
(KORD), экспрессированного под промотором 
CaMKII, вызывало в этом отделе мозга ослабление 
зависящего от уровня оксигенации крови BOLD-
сигнала fMRI и его усиление в связанных с перед-
ней поясной областью коры регионах мозга обоих 
полушарий. Изменения активности нейронов на-
блюдались в функциональных сетях, включая связи 
с сенсорной корой, таламусом, базолатеральной мин-
далиной и вентральным паллидумом (globus pallidus 
s. pallidum) – областями, участвующими в процессах 
внимания, рабочей памяти, страха и вознагражде-
ния соответственно. Эти модуляции активности ней-
ронов сопровождались снижением внутри- и меж-
полушарной функциональной коннективности [58].

Хемогенетическое возбуждение главных глу-
таматергических пирамидных нейронов, экспрес-
сирующих активирующий DREADD-hM3D(Gq) 
под CaMKII-промотором, или  ингибирование 
GABAергических интернейронов, синтезирующих 
парвальбумин, в префронтальной коре ослабляли 
ее связи с кортикальными проекциями DMN. Оба 
воздействия повышали локальную скорость возбуж-
дения и сдвигали мощности локального полевого 
потенциала (Local Field Potential – LFP) в сторону 
более высоких частот, эффективно обращая элек-
трофизиологические эффекты, вызываемые инги-
бирующим DREADD-hM4D(Gi), экспрессированным 
в коре под неселективным к типу нейронов промо-
тором hSyn. Стимуляция пирамидных нейронов по-
давляла активность медленного и дельта-диапазона 
LFP более эффективно, чем воздействие на интер-
нейроны. Предполагается, что наблюдаемая в таких 
опытах функциональная сверхконнективность мо-
жет быть обусловлена как повышенным соотноше-
нием возбуждения и торможения в префронтальной 
коре, так и неспецифическим функциональным сни-
жением активности GABAергических нейронов [31].

Хемогенетическая активация глутаматер-
гических нейронов паравентрикулярного ядра 
(Paraventricular Hypothalamic Nucleus) гипотала-
муса, экспрессирующих вектор rAVV-CaMKIIα-

hM3Dq-mCherry, увеличивала выявляемые методом 
хемо-fMRT сигналы BOLD и функциональную кон-
нективность между паравентрикулярным и обоня-
тельным ядрами, поясной корой, паравентрикуляр-
ным ядром таламуса, периакведуктальным серым 
веществом (Periaqueductal Gray Nucleus) и гиппо-
кампом после введения крысам CNO [66].

АКТИВНОСТИ НЕЙРОНОВ МОДУЛИРУЮТ ПОВЕДЕНИЕ 
ЧЕРЕЗ КОННЕКТИВНОСТЬ 
Результаты недавних экспериментов, подобных 
описанным выше, позволяют рассматривать специ-
фические изменения коннективности, вызывае-
мые хемогенетическими воздействиями, не толь-
ко как сопутствующие признаки нарушения тех 
или иных проявлений высшей нервной деятельно-
сти, но и в качестве вероятной причины этих на-
рушений. Так, обнаружена ассоциация различных 
кортиколимбических сетей со специфическими по-
веденческими проявлениями при угнетении актив-
ности GABAергических тормозных средних шипи-
ковых нейронов. Если эти нейроны экспрессировали 
продинорфин, то усиливалось левовращательное 
поведение, а если проэнкефалин, то правовра-
щательное поведение. Угнетение активности этих 
нейронов в состоянии бодрствования или под нар-
козом приводило к изменению активности разных 
нейронных сетей [65]. Хемогенетическая инакти-
вация взаимодействия между орбитофронтальной 
и обонятельной корой с помощью hM4Di-DREADD 
снижала способность обезьян различать в поведен-
ческом тесте ожидаемые размеры вознаграждения 
[67]. Хемогенетические нарушения коннективности 
орбитофронтальной коры и ростромедиальной ча-
сти хвостатого ядра изменяли формирование моти-
вированного поведения на базе интеграции внешних 
стимулов с внутренним побуждением обезьян [32]. 
Подавление активности дорсальной передней по-
ясной коры с использованием DREADD-hM4D(Gi), 
экспрессированного под промотором hSyn, значи-
тельно снижало активность нейронов прелимбиче-
ской и дорсальной коры средней поясной извили-
ны и индуцировало разнонаправленные изменения 
коннективности между узлами DMN. Эти измене-
ния коррелировали с поведением животных – про-
явлениями беспокойства и двигательной активно-
сти в домашней клетке. Очевидно, активность DMN 
у грызунов, как и у людей, скоординирована с по-
веденческими проявлениями [34]. Хемогенетическая 
активация LC-NE индуцировала высвобождение NE, 
усиливала кальциевые сигналы нейронов и сни-
жала кровоснабжение в передней поясной коре. 
Активация LC-NE также усиливала функциональ-
ную коннективность в лобном отделе DMN и, соот-
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ветственно, способствовала проявлению поведения, 
связанного с этой сетью мозга [40].

Контралатеральная, как  и  билатеральная, 
но не ипсилатеральная хемогенетическая инактива-
ция преимущественно глутаматергических нейро-
нов двух структур (дорсального гиппокампа и PFC), 
нарушала обучение крыс в W-образном лабиринте. 
Эти результаты свидетельствуют, что коннектив-
ность дорсального гиппокампа и PFC играет клю-
чевую роль в пространственном обучении и памя-
ти [68]. Совместное применение хемогенетического 
подавления активности первичной соматосенсорной 
коры с тактильной fMRT выявило взаимосвязи ак-
тивности нейронов, коннективности и поведения 
макак. Фокальное хемогенетическое ингибирование 
функционально идентифицированной области руки 
соматосенсорной коры нарушило хватательное пове-
дение. Это же ингибирование ослабляло также сиг-
нал fMRT, вызванный стимуляцией рук, как в ло-
кальном месте ингибирования, так и в анатомически 
и/или функционально связанной нижестоящей сети, 
лежащей в основе индуцированного нарушения хва-
тательного поведения. Более того, ингибирование 
области рук неожиданно растормаживало репрезен-
тацию ног с сопутствующей поведенческой гипер-
сенсибилизацией [42].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Коннективность – проявление естественных связей 
областей мозга, которые избирательно интегриру-
ют сенсорные, когнитивные и моторные активации. 
Эти связи имеют корни в эволюции мозга [69], а их 
индивидуальные особенности закладываются в он-
тогенезе [70]. В формирование индивидуальных осо-
бенностей коннектома существенный вклад вносит 
генетический компонент. Большинство из 19 раз-
личных нейропсихиатрических и идиопатических 
психических состояний, исследованных у более чем 
30000 человек, имели характерные для состояния 
коннектомные профили, коррелирующие с геном-
ными и транскриптомными особенностями этих со-
стояний [71]. Гены играют важную роль в форми-
ровании функционально значимых, метаболически 
затратных взаимодействий между узловыми участ-
ками коннектомов. Эти участки имеют похожие 
паттерны транскрипционной активности, связанные 
с их сходными метаболическими и цитоархитек-
тоническими особенностями. Гены, участвующие 
в формировании и поддержании синапсов и аксо-
нов, важны для установления связей между обла-
стями мозга, а особенности транскриптомов узловых 
центров нейронных сетей обусловлены метаболиче-
скими потребностями этих центров [72, 73]. Следует 
отметить, что при активации DREADD изменяется 

Рис. 1. Схема многоуровневой организации функций 
головного мозга млекопитающих. A – молекуляр-
но-клеточные процессы, включающие гены, белки, 
мембрану клетки со встроенными в нее белками (в 
качестве одного из мембранных белков представлена 
схема хемогенетического рецептора активирующего 
типа hM3D(Gq)), а также электрофизиологическая 
активность нейрона. Б – нейронно-сетевые процессы, 
являющиеся основой структурно-функциональной 
организации мозга, осуществляют ансамбли взаи-
мосвязанных контактами нейронов. В – процессы 
в крупномасштабных сетях головного мозга, каждая 
из которых формировалась в ходе эволюции на основе 
нейронных ансамблей, схемы которых представлены 
в части (Б), для преимущественного выполнения каждой 
из них определенных адаптивных функций. На схемах 
апикальной поверхности мозга человека представлены 
три крупномасштабные сети: сеть пассивного режима 
работы головного мозга (Default Mode Network, DMN), 
центральная исполнительная сеть (Central Executive 
Network, CEN) и сеть ситуативной значимости (Salience 
Network, SN). Наиболее важные участки каждой из се-
тей затемнены. По-видимому, взаимодействия DMN, 
CEN, SN, а также ряда других крупномасштабных сетей 
головного мозга обеспечивают когнитивные и поведен-
ческие проявления у человека (Г)

А

Б

В

Г

DMN CEN SN

гены

белки

ДНК

Мембрана

Активность 
нейрона

hM3D(Gq)

G
a

q

экспрессия генов. Так, хемогенетическая активация 
глутаматергических нейронов верхних бугорков 
четверохолмия значительно изменяла транскрип-
том этой структуры в сторону преобладания ней-
ротрофических процессов [74]. Тринадцать дефек-
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тов развития нервной системы, неврологических 
и психических расстройств, предикторами которых 
являются молекулярно-генетические и биохимиче-
ские нарушения, ассоциировались со структурно-
анатомическими паттернами корковых аномалий, 
затрагивающих основную сетевую архитектуру 
мозга, что указывает на вероятное взаимное усиле-
ние негативных вкладов локальных молекулярных 
и глобальных коннектомных механизмов в патоло-
гию [75].

Во многих исследованиях и обзорах обсуждалась 
вариабельность паттернов экспрессии генов в моз-
ге в одних и тех же психоэмоциональных состоя-
ниях, вплоть до практически полного несовпадения 
у разных линий мышей [76]. Поэтому одним из пу-
тей прояснения структуры и функции механизмов 
таких состояний может быть опора на более близ-
кие к психоэмоциональной регуляции параметры 
мозга, такие, как коннективность, основанная, в том 

числе, и на экспрессии генов [8]. Имеющиеся в на-
стоящее время результаты, включая и рассмотрен-
ные в данном обзоре, дают для этого достаточные 
основания.

Вместе с тем, выявление биологического смыс-
ла, заключенного в коннектоме, требует не только 
данных его регистрации, но и результатов смежных 
наук, таких, как, анатомия, физиология, молекуляр-
ная генетика, анализ поведения. Необходимы све-
дения о внутриклеточных процессах и свойствах 
клеток, пластичности синапсов, об эффектах ней-
ромодуляторов на клетки и синапсы. Такие данные 
позволят интегрировать на основе коннектома весь 
путь от молекулярно-клеточных, нейрональных 
и синаптических процессов до высшей нервной де-
ятельности и поведения (рис. 1). 

Работа выполнена при поддержке РФФИ  
(проект № 20-015-00129) и FWNR-2022-0023.
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Посвящается 130-летию открытия русским ученым 
Д.И. Ивановским новой формы биологической жизни – царства вирусов.

130 лет назад выдающийся русский уче-
ный Д.И. Ивановский описал новую 
форму биологической жизни, так на-

зываемых фильтрующихся контагиозных корпу-
скулярных микроорганизмов («contagium vivum 
fixum») [1, 2], которая впоследствии была выделена 
в отдельное царство вирусов [3, 4]. По современной 
классификации Международного комитета по так-
сономии вирусов (ICTV – International Committee 
on Taxonomy of Viruses; Current ICTV Taxonomy 
Release: https://ictv.global/taxonomy) в домене ви-
русов выделяют шесть надцарств, 65 отрядов, 233 
семейства и 2606 родов и более 10 тысяч вариантов 
(штаммов) вирусов [5].

Согласно общепризнанной классификации 
D. Baltimore [6], основанной на характеристике ге-
номной нуклеиновой кислоты (НК) и стратегии 
ее реализации в инфицированной клетке, вирусы 
были разделены на семь генетических классов: I. 
Двухцепочечные ДНК-вирусы; II. Вирусы с одноце-
почечной (+) смысловой ДНК; III. Двухцепочечные 
РНК-вирусы; IV. Вирусы с одноцепочечной (+) 

смысловой РНК; V. Вирусы с одноцепочечной (-) 
смысловой РНК; VI. Одноцепочечные (+) смысловые 
РНК-вирусы с промежуточной ДНК в жизненном 
цикле; VII. Двухцепочечные ДНК-вирусы с проме-
жуточной РНК. Центральное место в классифика-
ции занимает понятие о положительной полярно-
сти вирусных мРНК, т.е. молекул РНК, способных 
транслироваться клеточными рибосомами с образо-
ванием вирусных белков [7, 8]. Напротив, НК не-
гативной полярности способны кодировать и транс-
лировать белки через промежуточный синтез 
комплементарной (положительно полярной) цепочки 
мРНК. Для геномных вирусных ДНК принято счи-
тать положительной цепочку, идентичную последо-
вательности транслируемой молекулы плюс-мРНК, 
и, наоборот, цепочку, комплементарную мРНК, обо-
значают как отрицательно полярную. 

Различия в структуре вирусного генома и вариа-
ции схем его реализации в инфицированной клетке 
(т.е. стратегий реализации вирусного генома) порож-
дают разнообразие вирусов, пантропную адаптацию 
вирусов к различным организмам, будь то бактерии, 

РЕФЕРАТ В геноме ряда РНК-содержащих вирусов обнаружены амбиполярные гены, локализованные 
в вирусном геноме по принципу «стекинга» (один над другим) и кодирующие белки в противополож-
ных направлениях. Присутствие амбиполярных генов открывает новый путь формирования вирусного 
разнообразия, когда вирионы, имеющие идентичный геном, могут отличаться схемой реализации (стра-
тегией) генома и иметь различные типы дочерних вирионов, отличающихся по полярности геномной 
РНК и составу белков, экспрессированных положительно- или негативно-полярными генами, так на-
зываемые амбиполярные вирионы. Пока такой путь реализации вирусного генома остается гипотети-
ческим и скрытым от нас подобно «темной стороне луны» и заслуживает пристального изучения.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА разнообразие вирусов, стратегия генома, амбисенс-гены, классификация вирусов.
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грибы, растения, рыбы, животные, включая челове-
ка, и обеспечивают глобальное распространение ви-
русов на земле, а, возможно, и в космосе, и на дру-
гих планетах [6].

Генетическое разнообразие вирусов, положенное 
в основу классификации D. Baltimore, рассматрива-
лось с позиции: один уникальный вирусный геном – 
одна стратегия генома, т.е. один геном имеет одну 
схему репликации и направляет образование одного 
структурно-функционального класса вирионов (т.е. 
один тип репродукции вируса). При этом подраз-
умевается однотипный и унифицированный про-
цесс синтеза вирусных частиц (вирионов) в рамках 
одного рода (или семейства) вирусов [7, 8]. Однако 
обнаружение нами у РНК вирусов уникальных ге-
нов, локализованных в геномной РНК по принципу 
стопки (так называемый «genes stacking») и коди-
рующих белки в противоположных (амбиполярных) 

направлениях, приводит к идее о возможном суще-
ствовании нескольких альтернативных стратегий 
реализации генома у одного вируса, ведущих к об-
разованию различных структурных классов вирус-
ных частиц. 

В 2007 году при анализе негативно-полярного 
генома вирусов гриппа А (семейство ортомиксови-
русов) мы обнаружили протяженные рамки транс-
ляции (open reading frame – ORF), которые, в от-
личие от канонических генов вирусов гриппа (РВ1, 
РВ2, РА, НА, NP, NA, M, NS) c негативной поляр-
ностью кодирования в геномной РНК в направле-
нии 3’→5’, имели позитивную полярность кодиро-
вания (в направлении 5’ → 3’ геномной молекулы) 
(рис. 1А). Особенность обнаруженных амбиполяр-
ных генов состояла в том, что они локализовались 
в геноме в участках, перекрывающих соответству-
ющие классические негативно-полярные гены, 

А
Амбиполярные 

вирионы (±)R (+)R

(-)R

NSP8 (25 кДа)

Трансляция вРНК(-)
5’

5’
5’
5’3’

3’
3’

3’
кРНК(+) Репликация

Транскрипция

Трансляция

мРНК(+)

NS1 (27 кДа)

NEP (12 кДа)

Классические 
вирионы

Рис. 1. Локализация амбиполярных генов в РНК-геноме вируса гриппа А и коронавируса, формирование амби-
полярных вирионов. A – схема кодирования генов в сегменте NS генома вируса гриппа на модели A/Aichi/2/68 
(H3N2). Вирус гриппа имеет геном негативной полярности, который кодирует три белка: негативно-полярные 
NS1 и NEP и позитивно-полярный стекинг-белок NSP8. Показан канонический путь стратегии сегмента № 8 (NS). 
Данный путь осуществляется посредством синтеза белков NS1 и NEP с образованием классических оболо-
чечных вирионов, содержащих белки PB1, PB2, PA, НА, NP, NA, M1, M2, а также возможный альтернативный 
путь с образованием неканонического (амбиполярного) белка NSP8 и аналогичных амбиполярных белков по-
зитивно-полярных генов, обнаруженных в сегментах PB1, PB2, PA, NP, M, NS (белки NSP1–NSP8 соответственно 
нумерации РНК сегментов вирусного генома). Неканонические амбиполярные вирионы, структурированные 
белками NSP1–NSP8, пока не обнаружены и имеют гипотетический характер (показано пунктирной стрелкой). 
Б – схема кодирования генов в РНК-геноме коронавируса на модели SARS-CoV2. Коронавирус имеет геном по-
зитивной полярности, кодирующий пять основных структурных (S1/S2, N, E, M) и 16 (nsp 1–16) вспомогательных 
неструктурных полипептидов. Классический путь позитивно-полярной стратегии ведет к образованию класси-
ческих оболочечных вирионов, содержащих белки S1/S2, N, E, M (показан сплошной стрелкой). В негативном 
направлении генома (3’→5’) обнаружены протяженные рамки трансляции со всеми необходимыми элементами, 
такими, как инициаторный AUG, элемент Козак, структура IRES, стоп-кодоны. Эти трансляционные рамки (гены) 
обозначены как NGP (Negative Gene Protein) и наиболее протяженные из них, NGP1-NGP5, имели мол. массу 
в диапазоне 7–20 кДа [17]. Альтернативный путь стратегии генома с образованием неканонических (амбиполяр-
ных) вирионов показан прерывистой стрелкой. Белки и направление их кодирования в геноме показаны двойной 
стрелкой. Синтез амбиполярных полипептидов NGP1–NGP5 возможен посредством образования субгеномной 
(-) мРНК и ее трансляции (путь I), а также возможен через трансляцию полноразмерной комплементарной ге-
номной (-) кРНК (путь II) 
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так называемое стопчатое расположение [9–14]. 
Позднее, в 2019 году в позитивно-полярном РНК-
геноме коронавирусов нами были идентифициро-
ваны протяженные открытые рамки трансляции 
с негативно-полярным направлением кодирования 
(3’→5’) [15–18] (рис. 1Б). Обнаруженные в геномах 
ортомиксо- и коронавирусов амбиполярные гены 
характеризовались наличием всех функциональных 
элементов, необходимых для экспреcсии данных ге-
нетических рамок как трансляционных генов [19, 
20]: стартовых кодонов ATG (или альтернативного 
CUG-кодона), трансляционных стоп-кодонов [21], 
канонических инициаторных последовательностей 
Kозак в зоне инициаторного кодона (Kozak element 
[22]), присутствием в стартовой области амбиполяр-
ного гена типичных по вторичной структуре сайтов 
посадки рибосом (IRES – internal ribosome entry site 
[23]). Компьютерный анализ алгоритмов первичной 
структуры вирусных геномов выявил различные 
структурные и функциональные домены в пока еще 
гипотетических белковых продуктах амбиполяр-
ных генов, в частности, трансмембранных элемен-
тов белков ионных каналов, структурных доменов 
убиквитин-дегидрогеназы, ряда доменов, характер-
ных для белков, способных участвовать в регуляции 
иммунитета и воспаления [9, 14, 18]. 

В настоящее время признана точка зрения, со-
гласно которой геном одного вида (рода) вируса 
имеет одну стратегию, обусловливающую образо-
вание вирусных частиц определенного (канони-
ческого) строения и характерного круга хозяев. 
Обнаружение амбиполярных стекинг-генов в гено-
мах РНК-содержащих вирусов наводит на мысль 
о наличии альтернативных стратегий в геноме од-
ного вида (рода) вируса, реализация которых мо-
жет (1) направлять синтез нескольких структурно-
функциональных классов вирионов, отличающихся 
как белковым составом, так и структурной формой 
(полярностью) геномной РНК, и/или (2) формиро-
вать несколько различных стратегий репликации 
вируса и его патогенеза в инфицированном макро-
организме. Наличие нескольких стратегий у одно-
го вирусного генома создает резерв адаптивных 
свойств вируса, который можно рассматривать 
как способ (или разновидность) генетического хед-
жирования (т.е. генетического спасения вирусов). 

Идея многовариантной стратегии генома у одно-
го вида (рода) вирусов и схемы реализации клас-
сической и альтернативной стратегий отображены 
на рис. 2 на модели вируса гриппа и коронави-
руса. Для вируса гриппа, имеющего геномную (-)
РНК, характерно наличие как классического пути 
реализации генома (путь I; центральная стрелка 
на рис. 2А), так и возможность альтернативных 

стратегий, показанных на рис. 2 цифрами II–V. 
В результате реализации альтернативных страте-
гий генома могут формироваться амбиполярные 
вирионы, которые помимо классических белков 
(PB1, PA, PB2, HA, NA, NP, M1, M2) могут содер-
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(+)R(+)R
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(±)R (±)R

(-)R

(-)R

(-)R
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II II
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Рис. 2. Альтернативные стратегии генома вируса грип-
па, имеющего негативно-полярный геномом, и форми-
рование амбиполярных вирионов. Схема иллюстрирует 
альтернативные стратегии вирусного генома на модели 
генома вирусов гриппа (А) и коронавируса (Б) и при-
менима для других вирусов – пневмо-, парамиксо-, 
рабдо-, филовирусов и т.д., имеющих негативно-по-
лярный РНК-геном (-R). Стратегия генома представлена 
как путь репликации вирусного генома, приводящий 
к формированию канонических вирусных частиц опре-
деленного строения и состава как в части полярности 
вирусного генома, так и белкового состава вирусной 
оболочки. Показано три альтернативных стратегии, 
возможных для одного уникального вирусного генома. 
В настоящее время каноническим считается путь I, ког-
да как четыре другие стратегии пока являются гипотети-
ческими. При этом вполне вероятно, что в определен-
ном биохимическом контексте инфицированных клеток 
могут реализоваться стратегии II–V, когда полнораз-
мерные цепочки геномной РНК ((+)R и (±)R) будут 
упаковываться белками различного состава (показано 
различными значками ( , , , ), включая белки амбипо-
лярных генов. При этом различные типы вирионов могут 
иметь различную оболочечную структуру, содержа-
щую либо не содержащую клеточные липиды, так на-
зываемые оболочечные и не оболочечные вирионы. 
Генетическая реализация репликации вирусного генома 
осуществляется РНК-зависимой полимеразой, которая 
может включаться в состав вириона и обеспечивать 
начало репликации вируса в клетке-мишени. (+)R, (-)R, 
(±)R – три возможных варианта геномной РНК дочер-
них вирионов: одноцепочечной позитивной и негативной 
полярности и двухцепочечной структуры соответ-
ственно. Возможные пути смены стратегии экспрессии 
генома у вируса одного вида показаны пунктирными 
стрелками и знаками (II–V); классический путь негатив-
но-полярной стратегии вируса гриппа показан главной 
стрелкой (I) соответственно. Для раскрытия стратегий 
II–V необходимы целенаправленные исследования по-
иска вирионов, указанных неканонических структурных 
классов II–V 
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жать и белки – продукты амбиполярных генов 
NSP1–NSP8, соответствующих сегментов геномной 
РНК (NSP – Negative Strand Protein) (см. рис. 2А). 
При реализации классической для коронавируса 
стратегии также формируются вирионы, содержа-
щие канонический (+) РНК-геном и классические 
структурные белки: N (нуклеокапсидный белок), S 
(поверхностный гликопротеин), E (мембранный бе-
лок), M (белок внутреннего матрикса), и образуется 
ряд вспомогательных неструктурных регулятор-
ных белков, поддерживающих репликацию вируса 
в клетках-мишенях и подавление иммунного ответа 
хозяина. При этом от внимания ускользают продук-
ты основных амбиполярных генов, обозначенных 
нами NGP1–NGP5 (Negative Gene Proteins, так на-
зываемые белки негативно-полярных генов [17]), 
которые могут формировать новый структурный 
класс вирионов (так называемых амбиполярных 
вирионов; показано на рис. 2Б пунктирной стрел-
кой). Пока такие белки, кодируемые открытыми 
амбиполярными генами, в инфицированных клет-
ках не обнаружены. Возможная причина кроется 
либо в минимальном уровне их синтеза, либо стро-
го селективной экспрессии только в специализиро-
ванных клетках организма, содержащих уникаль-
ные факторы, необходимые для экспрессии данных 
вирусных генов «стекинг»-типа при определенных 
условиях внутриклеточной и/или окружающей вне-
клеточной среды. Вместе с тем, имеются косвенные 
признаки экспрессии амбиполярных генов в инфи-
цированном макроорганизме. У животных, инфици-
рованных вирусом гриппа А, удавалось обнаружить 
клоны цитотоксических лимфоцитов, распознаю-
щих специфические пептидные домены амбиполяр-
ных белков вируса гриппа, в частности белка NSP8, 
кодируемого амбиполярным геном NSP8 сегмента 
NS вируса гриппа А [24–26]. 

Можно предположить, что такие неканонические 
белки будут способны декорировать вирусный ге-
ном, формируя новый класс вирусных частиц, а так-
же выполнять уникальные регуляторные функции 
и изменять поведение вируса в пораженном орга-
низме, например, переключая продуктивный тип 
инфекции на скрытую персистентную (низко репро-
дуктивную) вирусную инфекцию. Более того, не ис-
ключена альтернативная возможность использова-
ния в качестве геномной молекулы цепочки РНК, 
комплементарной (амбиполярной реплики) канони-
ческому геному: минус-цепочки РНК коронавиру-
сов или плюс-РНК у вирусов гриппа (рис. 2). Таким 
образом амбиполярные вирусные частицы могут 
содержать как амбиполярные белки, так и ам-
биполярные реплики геномной РНК, обеспечивая 
альтернативный путь стратегии вирусного генома. 

В результате, на одном уникальном вирусном гено-
ме может реализоваться несколько альтернативных 
стратегий: с участием и без участия амбиполярных 
генов, а сами вирусы могут иметь несколько воз-
можных жизненных путей в зависимости от кон-
текста окружающих клеточных процессов. Эта идея 
отражена на рис. 2. Такой мультивариантный ме-
ханизм стратегии уникального вирусного генома 
можно рассматривать как способ хеджирования (от 
английского bet-hedging – спасение) вирусов, спо-
собствующий формированию альтернативных путей 
размножения вирусов и созданию резервных адап-
тивных потенций у вирусов различных семейств. 
В этом аспекте РНК-вирусы могут иметь сходство 
с ДНК-вирусами и РНК-содержащими ретровирус-
ными (вирус-подобными) транспозонами, имеющи-
ми двойной образ жизни – в форме ДНК-провируса 
и зрелого вируса, соответственно, который опре-
деляет вертикальный (в форме интегрированной 
в клеточный геном ДНК-копии вирусного генома) 
и горизонтальный (в форме зрелых вирионов) пути 
их существования в хозяине в зависимости от ус-
ловий среды размножения и круга хозяев [27–29]. 

Амбиполярные гены вирусов обладают высо-
кой популяционной стабильностью. В частности, 
в природной популяции высоковариабельных ви-
русов гриппа данные гены сохраняются в геноме 
со всеми необходимыми регуляторными элемента-
ми на протяжении более 100 лет, несмотря на за-
метную популяционную вариабельность как кано-
нических, так и выявленных амбиполярных генов 
с характерным высоким коэффициентом dN/dS, 
показывающим выраженное иммунологическое 
давление со стороны макроорганизма-хозяина [14]. 
Эволюционная стабильность сохранения амбиполяр-
ных генов в природной популяции вирусов подчер-
кивает их необходимость для вируса и, как след-
ствие, устойчивость к естественному селективному 
отбору. Присутствие амбиполярных генов в геноме 
РНК-содержащих вирусов открывает новый путь 
формирования вирусного разнообразия, когда вири-
оны, имеющие идентичный геном, могут отличать-
ся схемой реализации (стратегией) генома и иметь 
различные типы, отличающиеся как по составу 
белков, экспрессированных «положительными» 
или «негативными» генами (так называемые ам-
биполярные вирионы), так и по полярности гено-
ма [17]. Наличие альтернативных стратегий генома 
и смена профиля синтезируемых белков и вирусной 
оболочки дают вирусу дополнительные возмож-
ности адаптации к новому хозяину и расширению 
круга хозяев. При этом вирус может не только ис-
пользовать разные стратегии экспрессии своего 
генома, но и способен менять эти стратегии в за-
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висимости от хозяина, что отражено на рис. 2 (по-
казано пунктирными стрелками). Пока такой путь 
множественной реализации вирусного генома оста-
ется гипотетическим и скрытым от нас, подобно 
«темной стороне луны». Экспериментальная про-
верка данного предположения позволит оценить 
возможность существования амбиполярных клас-
сов вирионов-невидимок, скрытых пока от пытли-
вого ока исследователей. На сегодняшний момент 
пока не выявлено образование в инфицированном 
организме зрелых белковых продуктов, кодируе-
мых обнаруженными амбиполярными вирусными 
генами. Но это не означает, что процесс экспрессии 
вирусных генов данного «стекинг»-класса не реали-
зуется в природе. Для идентификации экспрессии 
генов данного типа потребуется целенаправленный 
поиск с применением оригинальных подходов и вы-
сокочувствительных методов идентификации бел-
ков в различных органах и специфических клетках 
инфицированного макроорганизма-хозяина. Не ис-
ключено, что раскрытие альтернативных стратегий 
вирусных геномов может иметь важное значение 
для понимания эволюции вирусов и патогенеза ви-
русных инфекций, как, например, при ковиде-2019, 
когда отдаленные и тяжелые осложнения вирусной 
инфекции могут быть обусловлены формированием 
амбиполярных вирионов, скрытых пока от внимания 
ученых и практикующих медиков. 

Очевидно, что обнаруженный у РНК-содержащих 
вирусов амбиполярный стекинг генов дает вирусу, 
во-первых, увеличение информационной емкости 
генома. Во-вторых, определяет сцепленную (реци-

прокную) эволюцию вирусных генов, когда мутации 
в одном гене будут порождать изменение в сте-
кинг-гене и, таким образом, представлять собой 
разновидность генетической синтении. В-третьих, 
белковые продукты стопчатых генов могут быть 
сцеплены функционально и иметь предопределен-
ное структурное соответствие друг другу, что пока 
остается гипотетическим предположением и тре-
бует экспериментального подтверждения [14, 17]. 
Признак стекинга генов отличает указанные ви-
русы от уже известных в настоящее время четы-
рех родов амбиполярных вирусов (тоспо-, флебо-, 
арена- и буньявирусов), у которых амбиполярные 
гены локализованы в геноме раздельно, не пере-
крывая другие гены, и функционируют как основ-
ные гены, направляющие синтез главных структур-
ных и регуляторных вирусных белков [30]. Данная 
стратегия вирусного генома с разделенными амби-
сенс-генами, т.е. лишенными стекинг-локализации, 
показана на рис. 3 на модели аренавирусов (семей-
ство Arenaviridae, род Mammarenavirus). В этой 
связи различие по признаку стекинга позволяет 
рассматривать две группы амбиполярных виру-
сов. На текущий момент представляется логичным 
следующее разделение: у первой группы вирусов 
(вирусы гриппа, коронавирусы), имеющих стекинг 
генов в вирусном геноме, реализация амбиполяр-
ных стратегий генома может иметь альтернативный 
(необязательный) характер, тогда как для виру-
сов, лишенных стекинга генов (тоспо-, флебо-, аре-
на- и буньявирусов), реализацию амбисенс-страте-
гии генома следует рассматривать как облигатный 

Рис. 3. Схема биполярной (амбисенс) стратегии генома аренавируса (семейство Arenaviridae; род Mammarenavirus). 
Представлен геном аренавируса (вирус лимфоцитарного хориоменингита (LCMV); ас.n. AY847350; AY847351). 
Семейство объединяет возбудителей особо опасных для человека геморрагических лихорадок Ласса, Луйо, 
Мачупо, Хунин, Чапаре, Гуанарито, Сабиа и др. Геном аренавирусов содержат четыре гена, которые кодируют: 
А – белок полимеразы (L, 110 кДа) и неструктурный белок (Z, 11 кДа); Б – нуклеокапсидный белок (N, 55 кДа) 
и поверхностный гликопротеид (GPC; 90 кДа) [31]. Как показано на схеме, кодирование генов L и N имеет не-
гативную, а генов GPC и Z противоположную (позитивную) полярности соответственно. Все четыре гена раз-
общены в геноме аренавируса и не имеют перекрываний, а для экспрессии каждого из генов в инфицированных 
клетках необходим синтез индивидуальных кепированных на 5’-конце мРНК 
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(обязательный) характер для репликации вируса. 
Дальнейший целенаправленный поиск реализации 
альтернативных стратегий генома у одного вирус-
ного вида и идентификация пока гипотетического 
класса амбиполярных вирионов позволят ответить 
на вопрос о существовании данной разновидности 
многообразия вирусной жизни и ее роли в эволюции 

вирусов различных родов и применить эти знания 
в разработке новых типов вакцин и противовирус-
ных лекарств, а также для понимания молекуляр-
ных основ патогенеза вирусных болезней. 

Автор выражает благодарность А.И. Чернышовой 
за помощь в подготовке настоящей статьи.
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ВВЕДЕНИЕ
Муковисцидоз, или кистозный фиброз (CF, cystic fi-
brosis), – одно из наиболее распространенных моно-
генных заболеваний. Кистозный фиброз – системное 
врожденное заболевание, которое вызывается мута-
циями в гене, кодирующем белок-регулятор транс-
мембранной проводимости (МВТР) [1]. В основе 
молекулярного механизма патогенеза заболевания 
лежит дисфункция или полное отсутствие коди-
руемого геном CFTR (cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator) белка-переносчика ионов 
натрия и хлора. Этот ионный канал обеспечивает 
нормальное функционирование клеток эпителия 
в легких, кишечнике, поджелудочной железе и не-
которых других органах. МВТР регулирует перенос 
ионов натрия и хлора через мембрану, а также во-
дный обмен в клетках секреторного эпителия в раз-
личных системах организма: дыхательной, желудоч-
но-кишечной, гепатобилиарной и репродуктивной 

[2, 3]. Нарушение функций этого белка приводит 
к развитию тяжелой прогрессирующей патологии, 
которая клинически проявляется поражением лег-
ких (дыхательная недостаточность), поджелудочной 
железы и печени (в тяжелых случаях возможно 
развитие цирроза), а также повышением концентра-
ции электролитов в потовом секрете. 

Различают несколько форм муковисцидоза: 
в 75–80% случаев встречается смешанная (ле-
гочно-кишечная), в 15–20% случаев диагностиру-
ют легочную форму и в 5% случаев – кишечную. 
Наиболее тяжелой считается смешанная форма му-
ковисцидоза, поскольку она включает в себя кли-
нические проявления как легочной, так и кишечной 
форм. Помимо этого, относительно редко также мо-
гут наблюдаться мекониальная кишечная непро-
ходимость (15–20% случаев), отечно-анемическая, 
цирротическая и другие формы. Тем не менее, не-
обходимо учитывать, что о таком делении на раз-

УДК 616.24-003.4 (056.7) : 577.21

Генная терапия муковисцидоза: 
достижения и перспективы 

М. А. Ломунова*, П. М. Гершович
АО «БИОКАД», Санкт-Петербург, 198515 Россия
*E-mail: lomunova@biocad.ru
Поступила в редакцию 22.03.2023
Принята к печати 22.05.2023
DOI: 10.32607/actanaturae.11708

РЕФЕРАТ Одним из современных подходов к терапии наследственных заболеваний, вызванных дефи-
цитом того или иного гена в организме, является заместительная генная терапия, которая заключа-
ется в том, что функциональную копию гена вводят в клетки и ткани с помощью различных систем 
доставки. С этой целью могут использоваться как вирусные частицы, несущие в себе целевой транс-
ген, так и различные невирусные методы доставки генетического материала с помощью липосом, на-
ночастиц и др. В представленном обзоре рассмотрены молекулярно-генетические механизмы и типы 
генетических мутаций, приводящие к возникновению муковисцидоза, а также описаны современные 
подходы к генной терапии муковисцидоза, которые потенциально могут применяться для коррекции 
этих мутаций и восстановления нормального функционирования белка-переносчика ионов натрия 
и хлора в клетках эпителия дыхательной системы. Восстановление экспрессии этого белка приведет 
к нормализации трансмембранного транспорта этих ионов и воды, а следовательно, и к снижению 
вязкости поверхностной жидкости дыхательных путей – одного из патологических проявлений этого 
заболевания. Также обсуждаются результаты доклинических и клинических исследований различных 
генотерапевтических препаратов, что позволяет сделать выводы о возможных перспективах примене-
ния генной терапии при муковисцидозе.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА генная терапия, муковисцидоз, CFTR, вирусный вектор, наночастицы. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МВТР (CFTR) – трансмембранный регулятор муковисцидоза; НСД – нуклеотид-
связывающий домен; ТМ – трансмембранный; MCC – мукоцилиарный клиренс; КИ – клинические ис-
следования; Ad – аденовирус (Adenovirus); AAV – аденоассоциированный вирус (Adeno-Associated Virus); 
LV – лентивирус (Lentivirus); LNP – липосомные наночастицы (Liposomal NanoParticles); FDA – Food 
and Drug Administration.
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личные формы муковисцидоза можно говорить 
только условно, поскольку при выраженном пора-
жении респираторного тракта обычно имеются так-
же и нарушения органов пищеварения. То же самое 
происходит и при кишечной форме муковисцидо-
за – наряду с поражением кишечника развивает-
ся и поражение бронхолегочной системы. Основные 
осложнения, к которым может приводить муковис-
цидоз: легочные и желудочные кровотечения, ки-
шечная непроходимость, гиперактивность бронхов, 
отеки, абсцессы, пневмо- и пиопневмоторакс, «ле-
гочное сердце», гайморит, цирроз печени, выпадение 
прямой кишки, задержки в развитии, бесплодие, са-
харный диабет и др. [2].

По статистике в России ежегодно рождается при-
мерно 650 человек с диагнозом муковисцидоз [4], 
при этом в мире соотношение составляет один но-
ворожденный с муковисцидозом на 2000–5000 здо-
ровых детей. В США и Европе на данный момент 
насчитывается около 70000 больных муковисцидо-
зом [5]. У мужчин и женщин заболевание встреча-
ется с одинаковой частотой. Диагноз муковисцидоз 
обычно ставится в первые годы жизни ребенка, по-
скольку поражение всех органов (особенно легких 
и кишечника) становится очевидным уже на ранних 
этапах развития. У больных наблюдаются множе-
ственные нарушения почти всех систем организма: 
дыхательной, пищеварительной, опорно-двигатель-
ной, нервной, сердечно-сосудистой и др. У 85–90% 
пациентов наблюдается экзокринная недостаточ-
ность поджелудочной железы (дисфункция прото-
ков). Средняя продолжительность жизни больных 
может составлять 30–40 лет, при этом качество 
жизни напрямую зависит от объема специализи-
рованной помощи и симптоматического лечения. 
Несмотря на это, до 90% больных муковисцидо-
зом умирают от легочных инфекций и связанных 
с ними осложнений [3].

Поскольку причиной муковисцидоза является му-
тация в гене CFTR, полностью вылечить эту болезнь 
имеющимися в арсенале современной медицины ме-
тодами невозможно. До последнего времени лечение 
муковисцидоза было исключительно симптоматиче-
ским: разжижение слизи (муколитики), расширение 
бронхов, противовоспалительная терапия, антибак-
териальная терапия, а также заместительная тера-
пия с помощью ферментов (при кишечной форме 
заболевания). Все эти меры не позволяли увели-
чить продолжительность жизни и лишь на какое-
то время улучшали качество жизни пациентов [6]. 
Появление препаратов-модуляторов МВТР (Vertex 
Pharmaceuticals) для патогенетической терапии су-
щественно увеличило продолжительность жизни 
больных муковисцидозом, однако этот подход также 

не устраняет причину заболевания, обрекая пациен-
тов на дорогостоящую пожизненную терапию. 

 В свою очередь, использование методов генной 
терапии, направленной на восстановление функцио-
нирования гена CFTR в эпителиальных клетках, от-
крывает новые перспективы в лечении муковисци-
доза наряду с другими тяжелыми наследственными 
заболеваниями, где генная терапия уже показала 
свою эффективность и безопасность. Быстрое раз-
витие технологий геномного редактирования дает 
возможность надеяться на развитие этиотропной 
терапии, позволяющей скорректировать мутацию 
CFTR, которая является причиной заболевания, 
и тем самым улучшить качество и продолжитель-
ность жизни больных муковисцидозом.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 
РАЗВИТИЯ МУКОВИСЦИДОЗА
МВТР – трансмембранный белок, локализованный 
на апикальной поверхности эпителиальных клеток. 
Связывание этого белка с АТР приводит к изме-
нению его конформации внутри белка канала, по-
зволяющего ионам Cl− выходить из клетки наружу. 
Окончание гидролиза АТР приводит, в свою оче-
редь, к закрытию канала (рис. 1).

Известно, что для поддержания нормального 
осмотического давления и циркуляции жидкости 
в межклеточном пространстве вблизи внешней 
мембраны клеток должны находиться ионы натрия 
и хлора. При этом одним из условий, необходимых 
для функционирования клеток эпителия легких, ки-
шечника, потовых желез и других органов, явля-
ется постоянный контролируемый ток ионов хлора 
через мембрану. Нарушение переноса ионов хлора 
через мембрану клеток приводит к изменению ее 
проницаемости для молекул воды и, таким образом, 
к дегидратации, что вызывает повышение вязкости 
выделяемого секрета. Поэтому при муковисцидозе 
в первую очередь поражаются именно эти органы: 
на поверхности эпителия образуется густой вяз-
кий секрет, который забивает бронхолегочные пути 
и протоки желез, нарушая таким образом нормаль-
ное функционирование органов [2].

Секреция и абсорбция – два противоположных 
процесса транспорта электролитов, которые регули-
руют вязкоупругие свойства жидкой составляющей 
секретов экзокринных органов. Согласно накоплен-
ным данным, нарушение транспорта электролитов 
при муковисцидозе происходит на обоих уровнях: 
как на уровне абсорбции соли, так и на уровне аб-
сорбции жидкости и ее секреции, опосредованной 
анионами [8]. При понижении концентрации ионов 
хлора в межклеточном пространстве происходит 
активация эпителиального натриевого канала ENaC 
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(epithelial sodium channel), что приводит к уве-
личению концентрации Na в клетке (рис. 2). Это, 
в свою очередь, приводит к усилению абсорбции ио-
нов Cl– и воды и нарушению трансэпителиальной 
электрической разности потенциалов. В результате 
уменьшается объем жидкости на поверхности дыха-
тельных путей, существенно увеличивается ее вяз-
кость и резко снижается уровень клиренса на по-
верхности реснитчатого эпителия (рис. 2). В легких 
такие процессы приводят к обезвоживанию дыха-
тельных путей и, соответственно, к снижению очи-
щающей активности ресничек и слизистой оболочки 
в целом. Помимо этого, застой слизи также способ-
ствует быстрому развитию инфекции [9]. 

Выделяемый секрет представляет собой поли-
мерную сетку, состоящую из О-гликозилированных 
гликопротеинов (муцинов), секретируемых в виде 
нитей и формирующих пористую структуру [11, 
12]. Вязкоупругие свойства секрета и его струк-
тура в нормальном физиологическом состоянии 
адаптированы таким образом, чтобы улавливать 
и удалять вдыхаемые частицы и бактерии. При му-
ковисцидозе повышенная вязкость секрета приво-
дит к формированию бляшек муцина и уменьшению 
размера пор. В норме диаметр пор в секрете со-
ставляет 0.2–1 мкм, а при патологии не превыша-
ет 0.1 мкм. Это приводит к тому, что нейтрофилы, 
обеспечивающие первую линию защиты иммунной 
системы бактерий, не могут мигрировать сквозь 
слой слизи. При этом на уплотненной слизи бак-
терии формируют макроколонии, которые особенно 
устойчивы к действию иммунной системы и анти-
биотиков, что еще больше осложняет терапию [13]. 

Рис. 1. Схематическое 
представление структуры 
белка МВТР в закрытом 
и открытом положениях. 
ТМ – трансмембранные до-
мены, формирующие канал 
для транспорта ионов Cl-. 
НСД1 и НСД2 – нуклеотид-
связывающие внутриклеточ-
ные домены 1 и 2. Р – регу-
ляторный домен с сайтами 
фосфорилирования (Ф). 
Для активации канала необ-
ходим остаток фосфорной 
кислоты на регуляторном 
домене. Открытие канала 
происходит посредством 
взаимодействия с транс-
мембранными доменами 
при связывании и гидролизе 
АТР внутриклеточными до-
менами НСД1 и НСД2 [7]
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Рис. 2. Толщина слизистого слоя (ASL, airway surface 
liquid) в дыхательных путях в физиологическом состоя-
нии (слева) зависит от нормального функционирования 
каналов МВТР и ENaC. MCC – мукоцилиарный клиренс 
или, другими словами, скорость очистки дыхательных 
путей посредством движения слизи по поверхности 
эпителия (в мкм/с). В случае нарушения работы МВТР 
при муковисцидозе (справа) из-за дефектного МВТР 
снижение количества ионов хлора приводит к из-
быточному транспорту ионов натрия, что приводит 
к осушению поверхности эпителия дыхательных путей, 
увеличению вязкости секрета и слипанию ресничек. 
При этом неподвижность секрета также вызывает 
воспалительную реакцию, вызванную размножением 
в нем патогенных микроорганизмов [9, 10]

МВТР МВТРENaC ENaC

МСС 0

МСС 60
A

SL

Хронические инфекции, вызванные беспрепят-
ственным размножением бактерий на поверхности 
дыхательных путей, считаются основной причиной 
смертности при муковисцидозе [14]. 



ОБЗОРЫ

 ТОМ 15 № 2 (57) 2023 | ACTA NATURAE | 23

МУТАЦИИ ГЕНА CFTR
Муковисцидоз – это аутосомное рецессивное забо-
левание, вызванное мутациями в гене СFTR, иден-
тифицированном в 1989 году группой исследовате-
лей под руководством Lap-Chee Tsui [15, 16]. Ген 
CFTR расположен на хромосоме 7, он состоит из 27 
экзонов и кодирует белок из 1480 аминокислотных 
остатков. На данный момент описано более 2000 
мутаций в гене CFTR, и список мутаций постоян-
но пополняется, но только 250–300 из них приводят 
к развитию патологии, причем только 20 из этих 
мутаций встречаются достаточно часто (более чем 
у 0.1% больных) [17]. Выделяют пять классов му-
таций (некоторые ученые выделяют семь) в соот-
ветствии с типом дефекта, который они вызывают 
(рис. 3). Мутации I–III классов (так называемые тя-
желые) ассоциированы c более глубоким нарушени-
ем функций МВТР, IV–V классы (мягкие) ассоции-

рованы с сохранением остаточной функции белка 
МВТР [18]. Разные мутации гена CFTR могут при-
водить к нарушению синтеза, процессинга, стабиль-
ности и функционирования белка МВТР, а также 
его внутриклеточного транспорта из эндоплазмати-
ческого ретикулума до комплекса Гольджи и дегра-
дации, что приводит к разнообразным фенотипиче-
ским проявлениям [19].

Мутации класса I 
Мутации класса I (G542X, W1282X, R553X, 2143delT, 
1677delTA) обнаруживают примерно у 10% пациен-
тов с муковисцидозом. Если ген содержит мута-
цию этого класса, то белок МВТР не синтезируется 
или синтезируется его укороченный вариант, ко-
торый подвергается деградации. К мутациям этого 
класса относятся нонсенс-мутации, мутации сдвига 
рамки считывания и мутации участка сплайсинга, 

Класс  
мутации

 I  II  III  IV  V  VI

Дефект белка
Нарушен 

синтез белка

Нарушен 
транспорт 
белка на 

мембрану

Нарушено 
открытие 

канала

Снижена 
проводимость 

канала

Снижено 
количество 
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Белок не 
стабилен

 Наиболее 
частая  

мутация
G542X  F508del  G551D  R117H

 3489+10kb 
C>T

 4326delTC

 % больных с 
хотя бы одной 

мутацией
22  88  6  6  5  5

 Терапия –
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Рис. 3. Типы мутаций МВТР и терапевтические препараты, одобренные FDA, для коррекции состояний, обуслов-
ленных этими мутациями. Больные муковисцидозом могут иметь более одной мутации. Адаптировано из [23]
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приводящие к образованию стоп-кодона, прежде-
временной терминации синтеза белка и образо-
ванию фрагмента, который не может выполнять 
функции изначально синтезируемого белка [19]. 

Мутации класса II 
Миссенс-мутации класса II считаются наиболее 
распространенными у пациентов с муковисцидозом 
(del F508, del I 507, N1303 K, S541 I, S549 R). Среди 
мутаций II класса самой частой является F508del – 
делеция остатка фенилаланина в положении 508. 
Примерно 70% пациентов содержат мутацию в обе-
их копиях гена CFTR (гомозиготы), у 90% пациентов 
присутствует хотя бы один мутантный аллель [20]. 
Наиболее тяжелое течение заболевания наблюдает-
ся у гомозиготных пациентов, при этом у гетерози-
гот CFTR-F508del с одной нормальной копией гена 
отсутствуют признаки заболевания. 

Мутация F508del вызывает неправильное свора-
чивание (фолдинг) белка и последующий его про-
цессинг, в результате чего большинство мутантных 
молекул не достигает клеточной мембраны и унич-
тожается. Необходимо отметить, что около 1% та-
ких молекул все же способно достигать клеточной 
поверхности, но, поскольку мутация нарушает под-
вижность доменов, необходимых для открывания 
и закрывания канала, эффективность функциони-
рования белка остается очень низкой [21]. Кроме 
того, в течение нескольких минут белок удаляется 
с поверхности и уничтожается [22]. 

Мутации класса III 
Примерно у 4–5% пациентов с муковисцидозом 
встречаются также миссенс-мутации III клас-
са (G551 D, G1224 E, S1255 P), которые приводят 
к нарушению регуляции открытия ионного канала. 
Белок с такой мутацией достигает апикальной мем-
браны, но проводимость и проницаемость канала 
нарушаются. Среди мутаций этого класса наиболее 
распространена замена остатка глицина в положе-
нии 551 домена NBD1 на аспарагиновую кислоту 
(G551D). Эта мутация приводит к тому, что канал 
остается преимущественно закрытым [19, 21].

Мутации IV класса
Мутации класса IV встречаются наиболее редко 
(около 1.7%). Эти мутации (R117H, R334W, R347P) 
снижают транспорт ионов хлора через открытый 
канал МВТР [9]. Эти мутации приводят к замене 
положительно заряженных остатков аргинина в ка-
нале МВТР на незаряженные остатки (предполага-
ется, что для транспорта через канал ионов Cl− не-
обходимо наличие в нем положительных зарядов). 
У пациентов с мутациями этого класса наблюдает-

ся, как правило, легкое течение болезни, чаще всего 
без легочных и панкреатических проявлений.

Мутации класса V–VI 
В некоторых случаях клиницисты также выделяют 
мутации классов V–VI, при которых функциональ-
ный белок МВТР продуцируется, однако наблюда-
ется замедление синтеза этого белка и его быстрое 
удаление с поверхности клеток, в результате чего 
клетки содержат недостаточное количество белка. 
Мутации этого класса приводят к сравнительно лег-
кому течению заболевания [17].

ПАТОГЕНЕТИЧЕСКАЯ ТЕРАПИЯ МУКОВИСЦИДОЗА 
На  сегодняшний день FDA (Food and Drug 
Administration) одобрена схема терапии муко-
висцидоза с использованием малых молекул, ко-
торые способствуют поддержанию нормального 
функционирования хлорных каналов (модулято-
ры МВТР). Препараты под торговыми марками 
Kalydeco (VX-770), Orkambi (VX-809), Symdeco 
(VX-661) разработаны американской компанией 
Vertex Pharmaceuticals (рис. 3). Препарат Калидеко 
/Kalydeco (ивакафтор / ivacaftor) одобрен в США, 
Канаде и ЕС для лечения муковисцидоза у па-
циентов старше 6–12 месяцев, содержащих одну 
из 10 мутаций в гене СFTR (G551D, S1255P, G178R, 
S549N, G1244E, S1251N, G1349D, S549R, G551S 
или R117H). Препарат Оркамби/ Orkambi (лумака-
фтор + ивакафтор / lumacaftor + ivacaftor) приме-
няется для лечения пациентов старше 12 лет с дву-
мя копиями мутации F508del в гене СFTR. Симдеко/ 
Symdeco (тезакафтор + ивакафтор /tezakaftor + 
ivacaftor) предназначен для лечения пациентов 
старше 6 лет. В ходе скрининга на клетках эпите-
лия бронхов пациентов, гомозиготных по мутации 
СFTR-F508del, установлено, что Симдеко в сочета-
нии с ивакафтором повышает транспорт хлорида 
до уровня 15.7% от нормы. Это очень дорогие пре-
параты (от 1 млн рублей за 1 упаковку), которые 
не обеспечивают полного излечения, т.е. оказыва-
ют только поддерживающий эффект. Тем не менее, 
благодаря этой терапии за последнее время достиг-
нут значительный прогресс: средняя продолжитель-
ность жизни больных с муковисцидозом возросла 
более чем в 2 раза.

ГЕННАЯ ТЕРАПИЯ МУКОВИСЦИДОЗА
Открытие модуляторов МВТР, корректирующих ра-
боту дефектного белка, улучшило качество и про-
должительность жизни, а также дало надежду 
большому количеству больных муковисцидозом. 
Однако примерно 10% пациентов к модуляторам 
МВТР невосприимчивы, поскольку у них МВТР 
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либо вовсе не синтезируется, либо синтезируется 
на слишком низком уровне. Кроме того, по данным 
клинических исследований (КИ), 10–20% больных 
муковисцидозом обладают индивидуальной непере-
носимостью препаратов-модуляторов [24].

Поэтому в настоящее время разрабатываются но-
вые подходы к лечению муковисцидоза, в частности, 
основанные на методах генной терапии, с помощью 
которых нуклеиновые кислоты доставляют в клет-
ки больного с целью воздействия на первичную (ге-
нетическую) причину патологии и, таким образом, 
на течение болезни. Несмотря на то что муковисци-
доз поражает многие органы, основным объектом 
генной терапии этого заболевания являются лег-
кие, поскольку летальный исход в 90–95% случа-
ев связан именно с тяжелым поражением легких. 
Основная стратегия генной терапии муковисцидоза 
предполагает доставку гена CFTR в эпителиаль-
ные клетки дыхательных путей больных. При этом 
при выборе способа доставки гена в клетки необхо-
димо учитывать, что присутствие густого секрета 
в бронхиолах значительно снижает эффективность 
введения гена с помощью аэрозоля. Этот секрет 
накладывает дополнительные ограничения на про-
ведение генной терапии, поскольку используемый 
вектор должен не только приводить к эффективной 
экспрессии функционального белка CFTR, но и об-
ладать способностью проникать в клетки подслизи-
стых желез и в поверхностный эпителий слизистой 
оболочки, покрытой плотным слоем секрета [2]. 

Начиная с 1993 года, проводятся КИ генотера-
певтических препаратов, в которых целевые гены 
доставляют в эпителий носовых и бронхиальных 
дыхательных путей больных муковисцидозом с ис-
пользованием как вирусных, так и невирусных си-
стем. На сегодняшний день всего проведено более 
27 КИ генной терапии муковисцидоза, в которые 

были вовлечены более 600 пациентов, однако все 
они по той или иной причине пока не имели значи-
тельных успехов (табл. 1).

Необходимо отметить, что постоянное обновление 
эпителия дыхательных путей делает необходимой 
повторную доставку целевого трансгена в клетки. 
Это ограничивает использование систем на основе 
вирусных векторов, так как их повторное введение 
часто вызывает иммунный ответ и элиминацию век-
торов. Кроме того, недостаток подходящих in vivo 
моделей для тестирования эффективности новых 
векторов также сдерживает развитие исследований 
в данном направлении. Поэтому, несмотря на пер-
воначальный энтузиазм, до сих пор нет ни одно-
го одобренного FDA метода генной терапии муко-
висцидоза [25]. Тем не менее, усовершенствование 
технологий создания новых векторов, понимание 
особенностей разных серотипов векторов и созда-
ние новых in vivo моделей муковисцидоза дают на-
дежду на разработку более эффективных способов 
генной терапии муковисцидоза [5].

Доставка трансгена с помощью векторов 
на основе аденовируса (Ad)
Первые КИ генной терапии муковисцидоза были 
направлены на использование Ad для доставки 
нормальной копии гена в клетки эпителия дыха-
тельных путей (табл. 1). С использованием первого 
поколения Ad проведено два КИ [26–28, 40, 41], од-
нако, несмотря на эффективность данного подхода 
на клеточных моделях и in vivo, результаты КИ по-
ставили под вопрос безопасность применения этих 
векторов у человека. Врожденный и клеточный им-
мунитет препятствовали достижению долгосрочно-
го эффекта при использовании векторов на основе 
аденовируса: наблюдалось увеличение альвеоляр-
ного воспаления наряду с повышением содержания 

Таблица 1. Некоторые КИ генной терапии муковисцидоза* 

Способ доставки гена CFTR Метод Клинические 
исследования Ссылка

Аденовирус (Ad) Назальное введение, эндобронхиальное 
введение

NCT00004779
NCT00004287 [26–29]

Аденоассоциированный вирус (AAV) Введение в гайморовы пазухи, назальное 
введение, эндобронхиальное введение

NCT00073463
NCT00004533 [30–32]

Лентивирус (LV) Интраназальное введение (перфузия) Подготовка КИ [33]

Наночастицы (липосомы),  
синтетические полимеры

Аэрозольное посредством небулайзера, 
интраназальное 

NCT01621867
NCT00789867
NCT00004471
NCT00004806

[34–38]

Одноцепочечный антисмысловой  
РНК-олигонуклеотид (QR-010) Интраназально NCT02564354

NCT02532764 [39]

*Все КИ завершены.
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серотип-специфических нейтрализующих антител, 
что делало неэффективным повторное введение ви-
русных частиц [23].

Впоследствии для доставки трансгена использо-
вали улучшенную Ad-платформу – хелперзависи-
мый аденовирус (HD-Ad) с удаленными вирусными 
генами, что позволило устранить Т-клеточный от-
вет на вирусный белок, который наблюдался у Ad-
векторов первого поколения. Тем не менее, оста-
валось присутствие адаптивного иммунного ответа 
CD8+ T-клеток через презентацию HD-Ad-эпитопов 
дендритными клетками [42].

В легких HD-Ad использовали с применени-
ем лизофосфатидилхолина (LPC) для разрушения 
толстого слоя секрета и улучшения доступа к ба-
золатеральной поверхности клеток, необходимой 
для инфекции. Посредством этой стратегии до-
стигнута более длительная экспрессия трансгена in 
vivo по сравнению с первым поколением Ad, а так-
же продемонстрирован эффективный перенос гена 
в дыхательные пути мышей, свиней и хорьков [43, 
44].

Один из вариантов модификации Ad-платформы – 
использование транспозонов piggyBac, которые обе-
спечивают перенос гена посредством механизма «cut 
and paste» («вырезание и вставка»). Опосредованная 
транспозазой piggyBac-вставка в рекомбинантный 
Ad привела к созданию гибридного вектора piggy-
Bac/Ad, использование которого позволило эффек-
тивно экспрессировать трансген в легких свиней [45].

Еще один подход к терапии муковисцидоза, кото-
рый еще только предстоит подробно исследовать, – 
использование таких инструментов геномного редак-
тирования, как TALEN (Transcription Activator-Like 
Effector Nucleases) и CRISPR (Clustered Regulatory 
Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas9. Эти 
появившиеся относительно недавно молекулярные 
методы редактирования генома уже показали свою 
эффективность и надежность [46]. Относительная 
безопасность и значительная емкость капсида век-
торов HD-Ad (36 т.п.н.) позволяют доставлять одно-
временно несколько конструкций, что дает возмож-
ность использования сайт-специфических нуклеаз 
для прицельного встраивания доставляемого гена 
строго в необходимый локус. Такая специфическая 
вставка нормальной копии гена в конкретный ло-
кус вместо коррекции мутированного белка дает 
преимущество с точки зрения возможности тера-
пии муковисцидоза независимо от типа мутации 
гена CFTR. Один из примеров использования этого 
подхода приведен в работе Emily Xia и соавт. [47], 
в которой экспрессионную кассету с геном CFTR 
встроили в локус AAVS1 in vitro с помощью век-
тора HD-Ad, несущего также нуклеазу TALEN. 

В клетках, трансдуцированных вектором с этой 
кассетой, детектировали экспрессию мРНК белка 
МВТР и восстановление функций этого белка [47]. 
Похожий подход применен in vitro и in vivo с ис-
пользованием HD-Ad-вектора для точной доставки 
CRISPR/Cas9 и копии ДНК в локус GGTA1 генома 
эпителиальных клеток дыхательных путей свиньи. 
Показано, что трансдуцированные клетки экспрес-
сировали функциональный МВТР на уровне мРНК 
и на уровне белка как in vitro, так и в моделях 
in vivo. Также для оценки экспрессии белка МВТР 
после трансдукции с помощью CRISPR/Cas9 созда-
на генно-инженерная клеточная линия CFTR-/- эпи-
телия свиней. Измерение активности канала МВТР 
в трансдуцированных CFTR-/- клетках показало вос-
становление функции анионного транспорта [48, 49]. 
Эти данные предполагают появление нового подхо-
да к генной терапии муковисцидоза с использовани-
ем нуклеаз уже в ближайшем будущем. 

Доставка с помощью аденоассоциированных 
(AAV) векторов
Замена мутированного варианта гена белка МВТР 
его функциональной копией оказалась довольно 
сложной задачей, поэтому после неудачи с Ad-
векторами первого поколения начался поиск аль-
тернативных вариантов системы доставки трансгена 
в целевые клетки. Отчеты о проведенных КИ с ис-
пользованием вектора AAV2 (табл. 1) показывают, 
что введение вектора в легкие больных муковисци-
дозом не вызывало значимых побочных эффектов, 
однако эффективность вызывала разочарование: 
ни одно из КИ не показало значимой экспрессии 
МВТР или коррекции патологических проявлений 
муковисцидоза. Причинами отсутствия положи-
тельного результата могли стать недостаточная эф-
фективность встройки трансгена (что может быть 
связано с невозможностью проникновения вирусных 
частиц через плотный слой секрета в дыхательных 
путях), недостаточная сила промотора в составе 
экспрессионной кассеты или иммунный ответ хо-
зяина на введение вирусного вектора [50]. Поэтому 
в последние годы велись работы, направленные 
на улучшение тропизма AAV-векторов, поиска но-
вых серотипов, новых промоторов, путей усиления 
экспрессии целевого белка и персистенции в лег-
ких, также подходов к снижению иммуногенности. 
Одновременно с этим шло развитие релевантных 
in vivo моделей, включающих свиней [51], овец [52], 
хорьков [53] и мышей [54], которые, наряду с тра-
диционными in vitro тестами на эпителиальных 
клетках человека, позволили бы проводить более 
эффективные доклинические исследования генной 
терапии муковисцидоза.
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Например ,  с   помощью in vivo  селекции 
был отобран AAV-вирус с  высоким тропиз-
мом к эпителию дыхательных путей свиней [51]. 
Усовершенствованный капсид AAV2H22 на осно-
ве AAV2 с пятью точечными мутациями приводил 
к 240-кратному увеличению эффективности специ-
фического инфицирования эпителия дыхатель-
ных путей свиней. Одним из основных параметров 
оценки фенотипической эффективности терапии 
является транспорт Cl-. Введение AAV2H22-МВТР 
в дыхательные пути CFTR-null свиней, у которых 
отсутствовал функциональный ген CFTR, обеспечи-
вало экспрессию МВТР в клетках эпителия, восста-
новление анионного транспорта, нормализацию pH 
секрета на поверхности дыхательных путей и его 
бактерицидных свойств [51].

Эффективность экспрессии трансгена повыша-
ли также с использованием AAV- вектора, содер-
жащего ген укороченного белка CFTRDR под ко-
ротким цитомегаловирусным промотором CMV173. 
Трансдукция клеточных органоидов препаратом 
AAV-CFTRDR приводила к восстановлению функ-
ции МВТР. При этом также регистрировались из-
менения разности потенциалов на мембране клеток 
эпителия носовых дыхательных путей, что свиде-
тельствовало о восстановлении нормального фено-
типа у мышей, несущих самую распространенную 
при муковисцидозе мутацию ΔF508 [54]. Другой 
вариант решения проблемы ограниченного разме-
ра генетической конструкции, которая может быть 
упакована в AAV2, – создание короткого синтети-
ческого промотора [55] или получение гена CFTR 
с частичной делецией регуляторного домена [56].

Помимо этого, протестирован новый химерный 
вектор AAV2/HBoV1, полученный путем псев-
дотипирования: переноса генома AAV2 в капсид 
HBoV1 – респираторного бокавируса человека, кото-
рый инфицирует дыхательные пути человека и об-
ладает высоким тропизмом к апикальной поверхно-
сти клеток эпителия дыхательных путей человека 
[57]. Также это привело к увеличению емкости кап-
сида, что позволило использовать более сильный 
промотор и полноценный ген CFTR [58]. Способность 
rAAV2/HBoV1 трансдуцировать клетки легочного 
эпителия хорьков (Mustela putorius furo) позволила 
создать in vivo модели для проведения доклиниче-
ских исследований [53].

Тестирование девяти охарактеризованных се-
ротипов AAV-векторов на эпителиальных клет-
ках и на легких мышей привело к идентификации 
вектора AAV6 с наибольшим тропизмом к клет-
кам легочного эпителия мыши и человека [59, 60]. 
Показано, что эффективность трансдукции эпите-
лиальных клеток дыхательных путей мыши AAV6 

достигала 80%, при этом данный серотип обладал 
меньшей иммуногенностью по сравнению с AAV2-
векторами, что делает AAV6 одним из наиболее 
предпочтительных векторов для генной терапии 
муковисцидоза и других легочных заболеваний [61]. 
Кроме того, с целью дальнейшего повышения эф-
фективности трансдукции эпителиальных клеток 
вектором AAV6 ввели точечную мутацию в гене, 
кодирующем один из атипичных аминокислот-
ных остатков F129, который обычно присутствует 
в составе белка капсида. Результирующий вектор 
AAV6.2 показал более высокую эффективность 
трансдукции как в клетках дыхательных путей 
мыши, так и в культурах клеток HAEC (human air-
way epithelial cells). Выявлена стабильная экспрес-
сия интраназально введенного макакам трансгена 
(2 × 1011 вирусных частиц) в течение 72 дней [59]. 
Преимущество проникновения AAV6-вектора через 
слизь, полученную от пациентов с муковисцидозом, 
показано также в новой мышиной модели, которая 
наиболее точно мимикрирует легочную патофизи-
ологию при обструктивных легочных заболевани-
ях. Точечная мутация белка капсида предполагает 
потенциальный механизм, посредством которого 
AAV6 избегает адгезии к полимерной сетке, кото-
рую представляет из себя слизь при муковисцидозе 
и которая приводит к агрегации AAV-векторов дру-
гих серотипов [62]. 

Нужно отметить, что на данный момент разработ-
кой генной терапии муковисцидоза на основе AAV 
занимаются несколько фармацевтических компа-
ний. По данным компании Abeona Therapeutics [63], 
доклинические исследования продукта АBO401, 
представляющего собой разработанный в компании 
капсид нового поколения AAV204, несущий функ-
циональную копию mini-МВТР гена человека, по-
зволяет эффективно восстанавливать основной 
фенотипический признак муковисцидоза – работу 
хлорных каналов – в in vitro и in vivo моделях. 
При этом AAV204 более специфично направлен 
на клетки легких, он трансдуцирует также бронхи-
альные и клетки назального эпителия больных му-
ковисцидозом (уровень экспрессии МВТР в 3–5 раз 
выше в сравнении с AAV6-вектором).

Кроме того, в 2020 году препарат Spiro-2101 
компании Spirovant Sciences, предназначенный 
для терапии муковисцидоза, получил от FDA ста-
тус «Орфанного лекарственного препарата», что по-
зволит компании ускорить проведение клиниче-
ских исследований и вывести препарат на рынок. 
В препарате Spiro-2101 также используется новый 
AAV-капсид с улучшенным тропизмом к клеткам 
эпителия дыхательных путей для доставки функ-
циональной копии гена CFTR.
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Доставка с помощью лентивирусных векторов
В генной терапии также широко применяются век-
торы на основе лентивирусов. Привлекательным 
аспектом их применения является тот факт, что они 
обладают низкой иммуногенностью, инфициру-
ют различные типы клеток и способны стабильно 
интегрироваться в геном, что обеспечивает долго-
временную экспрессию и сохранение трансгена 
при делении клетки. Тем не менее, стоит учитывать, 
что стабильная интеграция в геном может приво-
дить к инсерционному мутагенезу и, соответствен-
но, к риску опухолевой трансформации (онкогенезу) 
[64]. На данный момент все разрабатываемые подхо-
ды к терапии муковисцидоза с использованием лен-
тивирусных векторов (LV) находятся на стадии до-
клинических исследований, однако недавние успехи 
применения усовершенствованных лентивирусных 
векторов в различных КИ показали возможность 
и безопасность их использования и в терапии му-
ковисцидоза [65].

Исследования на первичных культурах эпителия 
больных муковисцидозом и животных моделях по-
казали длительную коррекцию фенотипа и низкую 
иммуногенность лентивирусных векторов. В част-
ности, в экспериментах in vivo установлено восста-
новление функций МВТР-каналов в дыхательных 
путях свиней после трансдукции вирусом имму-
нодефицита кошек (FIV, feline immunodeficiency 
virus), псевдотипированным белком GP64, кото-
рый обеспечивает апикальный тропизм к клеткам 
HAE-ALI (human airway epithelium cultured at an 
air-liquid interface). Спустя 2 недели после введения 
FIV-МВТР в виде аэрозоля в нос и легкие наблюда-
лось значительное увеличение трансэпителиального 
транспорта Cl-, а также восстановление pH трахе-
альной поверхностной жидкости и ее бактерицид-
ных свойств [66].

В другом формате эксперимента использовали 
вирус иммунодефицита обезьян (SIV, simian im-
munodeficiency virus), псевдотипированный белком 
слияния вируса Сендай (Sendai virus fusion pro-
tein – F), гемагглютинином и нейраминидазой (HN). 
В доклинических исследованиях показано, что пере-
нос гена МВТР в легкие с использованием этого 
вектора обеспечивал более эффективную трансдук-
цию клеток эпителия бронхов человека и эпителия 
легких мышей in vivo, чем невирусная доставка, 
и не вызывал какого-либо иммунного ответа [33]. 

В 2017 году Alton и соавт. проанализировали ре-
зультаты нескольких доклинических исследова-
ний с целью выбора наиболее перспективного типа 
вектора для инициации и планирования перво-
го КИ с использованием лентивирусной доставки 
трансгена МВТР. Лучшим кандидатом был признан 

rSIV.F/HN, обеспечивающий экспрессию функцио-
нального МВТР, с эффективностью 90–100% при ис-
пользовании клинически релевантных устройств 
для введения. Эти данные позволяют предположить 
возможность использования этого вектора в первом 
КИ у больных муковисцидозом [33]. Тем не менее, 
КИ так и не было начато, что наводит на мысль 
о том, что данный вектор нуждается в дополни-
тельных доклинических исследованиях и в доказа-
тельствах его эффективности для генной терапии 
муковисцидоза. 

Невирусная доставка с помощью липосом 
и полимерных наночастиц
Преимуществом липосом является простота мас-
штабирования конечной формуляции препара-
та и емкость, подходящая для больших молекул 
ДНК. В 2015 году в одном из самых больших КИ, 
в котором липосомы pGM169/GL67A использовали 
для доставки МВТР, была показана безопасность 
применения этого препарата при муковисцидозе 
[67]. Безопасность многократного введения препа-
рата подтверждена в следующем КИ с использо-
ванием липосом pGM169/GL67A. Впервые показа-
ли, что генная терапия смогла замедлить снижение 
функций легких больных муковисцидозом, однако 
эффект оставался недостаточным для признания 
терапии эффективной [34].

В последние несколько лет исследования были 
направлены на улучшение эффективности доставки 
с помощью липосом (рис. 4). В частности, установ-

Ядро

мутантный 
МВТР

эндогенная 
мРНК

Cl- Cl-

cmМВТР МВТР

LNP

Рис. 4. Доставка LNP-cmМВТР. Адаптировано на основе 
[68]
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лено, что использование клинически релевантных 
липосомных наночастиц (LNP) для упаковки и до-
ставки химически модифицированной мРНК МВТР 
(cmМВТР) в бронхиальные эпителиальные клетки 
от пациентов с муковисцидозом приводило к уве-
личению количества локализованного на мембране 
МВТР и восстановлению функционирования хлор-
ных каналов [68]. 

Кроме того, интраназальное введение LNP-
cmМВТР приводило к восстановлению транспор-
та Cl- в эпителии дыхательных путей у мышей 
МВТР-KO, которое продолжалось в течение 14 
дней. Функциональная активность МВТР достигала 
пика на 3-й день после трансфекции, что проявля-
лось в восстановлении потока Cl- до 55% от уров-
ня у здоровых мышей. По эффективности эти ре-
зультаты сравнимы с результатами использования 
ивакафтора (модулятор МВТР) и подтверждают 
возможность использования LNP-cmМВТР для кор-
рекции муковисцидоза и других моногенных забо-
леваний [68].

Известны также различные варианты исполь-
зования полимеров, в частности, покрытие ча-
стиц плотным слоем полиэтиленгликоля (PEG), 
который обеспечивал проникновение частиц че-
рез толстый слой слизи in vitro и таким образом 
увеличивал эффективность трансфекции в легких 
мышей in vivo [69]. Интерес представляет так-
же использование биодеградируемых триплекс-
формирующих пептидно-нуклеиновых кислот 
(PNA, Peptide nucleic acid), которые связываются 
с геномной ДНК и формируют триплексы PNA/
ДНК/PNA, стимулирующие восстановление эн-
догенной ДНК. Доставка таких комплексов вме-
сте с корректирующим геном приводит к сайт-
специфическому исправлению гена [70]. В этом 
случае введение донорской ДНК in vivo в носовые 
пазухи и легкие гомозиготных мышей ΔF508del 
приводило к существенной коррекции мутации 
в эпителии дыхательных путей и облегчало тече-
ние заболевания [71].

Кроме того, описана первая попытка системного 
введения усовершенствованных полимерных нано-
частиц PNA LNP, несущих ДНК-редактирующие 
агенты и обладающие более высокой способностью 
попадать в клетки и более эффективно исправлять 
мутации. Внутривенное введение таких частиц 
приводило к их «правильному» биораспределению: 
частицы накапливались в дыхательных и желу-
дочно-кишечных путях мышей, а функции МВТР 
в эпителиальных клетках полностью восстанавли-
вались. Это первый случай успешного системного 
введения наночастиц для генной терапии муковис-
цидоза [72].

Антисмысловые олигонуклеотиды
Известно, что олигонуклеотиды и их комплек-
сы применялись в качестве терапевтических мо-
лекул для восстановления ДНК-модификаций 
(ДНК-репарации) [73]. Эти олигомеры, содержа-
щие РНК- и/или ДНК-нуклеотиды, используются 
для осуществления сайт-специфической репарации 
дефектной ДНК. 

Недавно компания ProQR Therapeutics завер-
шила два КИ возможности коррекции гена CFTR, 
опосредованной РНК. В этих КИ использовали 
интраназальное введение одноцепочечной анти-
смысловой РНК (eluforsen, QR-010), разработанной 
для специфического связывания с областью F508del 
в мРНК и восстановления функции МВТР в эпи-
телии дыхательных путей. В предварительных 
исследованиях in vitro и in vivo на мышах было 
показано, что QR-010 способен быстро диффунди-
ровать через муковисцидоз-подобный секрет, что, 
по-видимому, обусловлено его небольшим размером 
и отрицательным зарядом. При этом QR-010 оста-
вался стабильным в условиях одновременного при-
менения стандартных терапевтических препаратов 
для муковисцидоза и в условиях бактериального 
инфицирования, а также наблюдались положи-
тельные изменения в транспорте хлоридов [74–77]. 
По результатам КИ показано, что QR-010 восста-
навливает функцию МВТР у пациентов, гомозигот-
ных по мутации CFTR-F508del: отмечено клиниче-
ски значимое улучшение функционирования МВТР 
после трех интраназальных введений в течение 4 
недель, которое проявлялось стабилизацией пара-
метров транспорта Cl и Na [78].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
К настоящему времени, как показано с использова-
нием доклинических моделей и в КИ муковисцидо-
за, уже достигнуты некоторые успехи в применении 
генно-терапевтических методов доставки функцио-
нальной копии гена CFTR. Тем не менее до сих пор 
существует проблема неэффективной доставки гена 
CFTR в эпителиальные клетки бронхолегочных пу-
тей. До сих пор не найден оптимальный подход, обе-
спечивающий экспрессию белка в эпителиальных 
клетках в количестве, необходимом для выражен-
ного терапевтического эффекта. При этом необходи-
мо учитывать, что вирусная доставка генетическо-
го материала при повторном использовании может 
закономерно вызывать иммунный ответ организма 
на вирусный капсид, что приведет к снижению эф-
фективности терапии, а невирусные носители обла-
дают недостаточно высокой проникающей способно-
стью, чтобы преодолеть густой слой плотной слизи. 
Несмотря на то что в настоящее время отсутствует 



30 | ACTA NATURAE | ТОМ 15 № 2 (57) 2023

ОБЗОРЫ

одобренный FDA метод генной терапии муковисци-
доза, основные критические условия, ограничива-
ющие эффективность этой терапии, уже известны 
и ведется работа по их преодолению. Основываясь 
на уже имеющихся данных, необходимо разра-
батывать более эффективные способы доставки, 
повышать эффективность проникновения препа-

рата через слой плотного секрета и минимизиро-
вать иммунный ответ организма на его введение. 
Стремительное развитие технологий генной инже-
нерии в последние годы внушает уверенность в том, 
что этиотропная терапия муковисцидоза может 
стать реальностью уже в ближайшем будущем. 
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из самых распространенных злокачествен-
ных новообразований у женщин по-прежнему яв-
ляется рак молочной железы (РМЖ) [1]. РМЖ ха-
рактеризуется высокой гетерогенностью, которая 
приводит к различиям в чувствительности к тера-
пии, прогнозе, метастазировании и рецидивирова-
нии, что затрудняет проведение успешной терапии. 
Поэтому на первый план при РМЖ выходит на-
значение персонализированного предоперационного 
лечения [2]. В настоящее время хорошо изучены та-
кие молекулярные маркеры РМЖ, как мембранные 
рецепторы опухолевых клеток, белок р53, антиген 
Ki-67, гены BRCA1 и BRCA2, различные микроРНК 
и некоторые другие, что позволяет классифици-
ровать опухоли и прогнозировать исход лечения 
[3]. На данный момент выделяют пять молекуляр-
но-биологических подтипов РМЖ: люминальный 
А ER+: не содержит НЕR2, низкое содержание Ki-67 

(≤20%), высокое содержание рецепторов прогестеро-
на (РR) (≥ 20%); люминальный В HER2-: ER+, HER2-, 
присутствует один из следующих факторов: Ki-67 
высокий (≥ 30%), РR низкие (< 20%); люминальный 
В HER2 положительный: ER положительный, HER2 
положительный, Ki-67 любой, РR любые; HER2+: 
HER2+, ER- и РR-, Ki-67 любой; трижды негативный 
(ТНРМЖ): ER-, РR-, HER2- [4]. Однако мишени, воз-
действие на которые эффективно при трижды не-
гативном РМЖ, практически отсутствуют.

Cовершенствование технологий секвенирования 
генома позволило обнаружить, что помимо белок-
кодирующих РНК, геном человека кодирует не-
транслируемые (некодирующие) РНК (нкРНК), 
которые составляют большую часть генома – око-
ло 98% [5]. Некодирующие РНК вовлечены в про-
цессы генетической и эпигенетической регуляции, 
поэтому в настоящий момент времени идет актив-
ное изучение их функций и участия в процессах 
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РЕФЕРАТ Длинная некодирующая РНК MALAT1 (NEAT2) участвует в регуляции множества клеточных 
процессов, а также в патогенезе различных злокачественных новообразований, в том числе рака мо-
лочной железы. В обзоре рассмотрены результаты экспериментального и клинического исследования 
роли MALAT1 в канцерогенезе и прогрессии рака молочной железы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА MALAT1, NEAT2, рак молочной железы, длинные некодирующие РНК, канцерогенез. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ мяРНК – малые ядерные РНК; РМЖ – рак молочной железы; ТНРМЖ – триж-
ды негативный рак молочной железы; ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход; ∆sv-MALAT1 – 
small variant MALAT1, малый транскрипт MALAT1; ER1 – эстрогеновый рецептор 1; MALAT1 – metastasis 
associated lung adenocarcinoma transcript 1, транскрипт 1, ассоциированный с метастазированием адено-
карциномы легкого; mascРНК – MALAT1-associated small cytoplasmic RNA, мцРНК – малая цитоплазма-
тическая РНК, ассоциированная с MALAT1; MMTV-PyMT – Mouse mammary tumor virus-Polyomavirus 
middle T-antigen, вирус опухоли молочной железы мышей и малый Т-антиген полиомавируса; нкРНК – 
некодирующая РНК; sh-MALAT1 – short hairpin RNA, короткие шпилечные РНК MALAT1; siMALAT1 – 
малые интерферирующие РНК к MALAT1. 
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опухолевой прогрессии [6]. нкРНК подразделяются 
на малые (микро) и длинные некодирующие РНК 
(миРНК и днРНК соответственно). Особый инте-
рес представляют длинные некодирующие РНК, 
которые выполняют множество различных функ-
ций в клетке и участвуют в различных процессах 
[6, 7]. На данный момент установлены функции 2% 
днРНК. Можно выделить три категории функций 
днРНК. днРНК действуют как сигнальные молеку-
лы, регулируют транскрипцию, участвуя в сборке 
РНК-полимераз в области энхансера, инициируют 
расщепление РНК, а также связаны с плюрипо-
тентностью и репрограммированием клеток. днРНК 
действуют в качестве «ловушек» для миРНК, они 
также служат «проводниками», которые связывают-
ся с белками и доставляют их в места, где белки 
участвуют в транс- и цис-регуляции экспрессии 
генов за счет связывания с гетеродуплексами ДНК: 
РНК, триплексами РНК:ДНК:ДНК; взаимодействуют 
с белками группы поликомб и триторакс, не давая 
им модифицировать гистоны, тем самым осущест-
влять эпигенетическую регуляцию и ремоделирова-
ние хроматина. днРНК инициируют сборку РНК-
комплексов, которые служат местами сборки белков 
и контролируют работу белков в стрессовых усло-
виях [6, 8–12]. Одной из интересных днРНК являет-
ся РНК MALAT1, ассоциированная с метастазирова-
нием аденокарциномы легких [13].

ДЛИННАЯ НЕКОДИРУЮЩАЯ РНК MALAT1
Впервые РНК MALAT1 обнаружили при изуче-
нии экспрессии генов в метастатических опухо-
лях немелкоклеточного рака легкого (НМРЛ) [13]. 
MALAT1, известная так же как NEAT2 (nuclear 
enriched abundant transcript 2), располагается 
в нуклеоплазме в ядерных спеклях – структу-
рах, выполняющих разнообразные функции, глав-
ная из которых – регуляция сплайсинга пре-мРНК 
и транскрипции [14]. Безинтронный ген MALAT1, 
локализованный в локусе 11q13.1, кодирует транс-
крипт, состоящий примерно из 8700 нуклеотидов 
[15, 16]. Ген MALAT1 расположен в области c вы-
сокой плотностью генов с очень высокой синтети-
ческой эволюционной консервативностью [17]. Так, 
исключительной особенностью MALAT1 является 
консервативность ее нуклеотидной последователь-
ности (у позвоночных общая консервативность пре-
вышает 50% и 80% – в 3’-концевой области) [18]. 
Транскрипт MALAT1 обычно имеет длительный 
период полужизни – в B-клетках человека он оста-
ется стабильным в течение 16 ч и 9–12 ч в опухоле-
вых клетках [19]. Время полужизни MALAT1 боль-
ше, чем у других днРНК, вероятно, из-за наличия 
структуры тройной спирали на ее 3’-конце [20].

MALAT1 транскрибируется РНК-полимеразой II 
с длинного плеча хромосомы 11 (11q13) человека 
(рис. 1). Образование этой днРНК зависит от про-
цессинга тРНК, который позволяет получить две 
некодирующие РНК с одного локуса, которые ло-
кализуются в разных субклеточных компартментах 
и выполняют разные функции [21]. Эндонуклеаза 
РНКаза P распознает эту тРНК-подобную струк-
туру и расщепляет ее, чтобы одновременно обра-
зовался зрелый 3’-конец длинного транскрипта 
MALAT1 и 5’-конец тРНК-подобной малой РНК. 
Дополнительные ферменты, участвующие в биоге-
незе тРНК, включая РНКазу Z и фермент, добавля-
ющий CCA, затем обрабатывают малую РНК с об-
разованием зрелого транскрипта из 61 нуклеотида, 
известного как mascРНК (малая цитоплазматиче-
ская РНК, ассоциированная с MALAT1). Как толь-
ко первичный транскрипт MALAT1 обработан, 
mascРНК экспортируется в цитоплазму, а длинный 
транскрипт остается в ядре в виде ядерных спеклей 
[22]. 

Длинная некодирующая РНК MALAT1 накапли-
вается в ядре, где играет решающую роль в про-
грессировании рака и формировании ядерных пара-
спеклей соответственно.

MALAT1 выполняет множество различных функ-
ций (рис. 2): 1) действует как ядерный каркас на пе-
риферии спеклей для трансдействующих белковых 
факторов, таких, как белки SR, что приводит к мо-
дуляции пре-сплайсинга и альтернативного сплай-
синга; 2) участвует в посттранскрипционной регуля-
ции генов, ассоциированных с подвижностью клеток 
[23]; 3) участвует в регуляции многих процессов 
совместно с микроРНК [24–27], а также в эпигене-
тической регуляции – например, у больных РМЖ 
MALAT1 связывается с промотором гена EEF1A1, 
кодирующего фактор элонгации трансляции α1 
(Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 Alpha 1), 
что приводит к метилированию гистона Н3 [28]. 

MALAT1 не только играет регуляторную роль, 
но и участвует во множестве сигнальных путей, 
например, в каскадах TGF-β/Smad и р53 [11, 29]. 
Интересно, что MALAT1 может связываться с дру-
гими нкРНК и пре-мРНК в основном только через 
медиаторные белки, а с хроматином – только в об-
ласти активно сплайсируемых генов [14]. 

Стоит отметить и альтернативный сплайсинг, 
изменения в котором все чаще признаются воз-
можным патогенным механизмом канцерогенеза. 
Альтернативный сплайсинг – это посттранскрипци-
онный механизм, который увеличивает сложность 
транскриптома за счет экспрессии множества раз-
личных мРНК отдельных генов, таким образом по-
тенциально генерируя различные изоформы бел-
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ков [30]. Проведенный Meseure D. скрининг базы 
данных dbEST (database Expressed Sequence Tags) 
привел к обнаружению Δsv-MALAT1 (малого транс-
крипта MALAT1), основного продукта альтернатив-
ного сплайсинга MALAT1. В опухолях молочной 
железы Δsv-MALAT1 экспрессируется преимуще-
ственно на низком уровне [31].

УЧАСТИЕ MALAT1 В КАНЦЕРОГЕНЕЗЕ МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ 
Изучение роли MALAT1 в процессах канцерогене-
за представляет большой интерес, поскольку эта 
РНК участвует в регуляции множества клеточных 
процессов. Так, экспрессия транскрипта MALAT1 
нарушена при различных онкологических забо-
леваниях и в опухолях разной локализации [32]. 
Впервые участие MALAT1 в процессах канцеро-
генеза обнаружено у больных немелкоклеточным 
раком легкого и было показано, что MALAT1 свя-
зана с повышенным риском развития метастазов 

и неблагоприятным исходом при плоскоклеточном 
раке и аденокарциноме легкого [13]. Weber и соавт. 
предположили, что уровень MALAT1 в сыворотке 
крови больных раком легкого может быть потенци-
альным биомаркером этого заболевания [33]. Более 
того, сверхэкспрессия MALAT1 наблюдается в клет-
ках гепатоцеллюлярной карциномы человека, РМЖ, 
рака поджелудочной железы, рака толстой кишки 
[32] и вовлечена в регуляцию экспрессии некоторых 
генов, ассоциированных со способностью к метаста-
зированию [10, 34] и опухолевой прогрессии РМЖ 
[27]. Согласно Liu C. и соавт., экспрессия MALAT1 
положительно коррелирует с метастазированием 
рака легкого и отрицательно коррелирует с прогно-
зом заболевания; это важный прогностический мар-
кер для пациентов с НМРЛ [35]. Данные об участии 
MALAT1 в опухолевых процессах вызвали большой 
интерес к изучению онкогенной роли MALAT1 и ее 
участия в метастазировании опухолей молочной 
железы. Так, MALAT1 играет критически значи-

Рис. 1. Схема синтеза длинной некодирующей РНК MALAT1 в клетке
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мую роль в регуляции транскрипции и клеточного 
цикла, в эпигенетической регуляции, процессах вос-
паления и метастазирования опухоли (рис. 2) [36]. 
MALAT1 влияет на возникновение и развитие опу-
холей различных локализаций, включая рак горта-
ни, гортаноглотки, щитовидной железы, пищевода, 
легких, печени и яичников [37–40]. Таким образом, 
MALAT1 является одним из важных факторов, 
играющих роль в регуляции молекулярных путей, 
приводящих к фенотипическим проявлениям рака 
[16]. Далее роль MALAT1 при РМЖ будет рассмо-
трена более детально.

Исследования in vitro
Механизмы, вызывающие миграцию и инвазию кле-
ток, и изучение метастатического каскада при РМЖ 
представляют большой интерес. Участие MALAT1 
в регуляции способности клеток к миграции и ин-
вазии подтверждено во многих работах. Ранее со-
общалось, что MALAT1 регулирует пролифера-
цию клеток рака шейки матки и желудка, а также 
их устойчивость к цисплатину посредством пути 
PI3K/Akt [41, 42]. Одним из первых этапов мета-
стазирования является эпителиально-мезенхи-
мальный переход (ЭМП) опухолевых клеток [43]. 
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В работе Xu S. и соавт. изучена роль MALAT1 
в процессе ЭМП при раке молочной железы: обна-
ружено, что MALAT1 способствует миграции и ин-
вазии клеток рака молочной железы (MDA-MB-231, 
MDA-MB-453, MCF10A, SK-BR-3, BT549) in vitro, 
а более низкий уровень экспрессии MALAT1 свя-
зан с метастазированием рака молочной железы, 
то есть MALAT1 действует как индуктор ЭМП, 
активируя путь PI3K-Akt [23]. Аналогичные ре-
зультаты получены также Wu Y. и соавт., которые 
показали, что путь PI3K/Akt, опосредующий связы-
вание FOXO1 с промотором MALAT1, может быть 
механизмом, при котором MALAT1 индуцирует ЭМП 
и снижает чувствительность клеток HER2+ рака мо-
лочной железы к трастузумабу [44]. Отличительной 
чертой этого исследования является то, что экспрес-
сия MALAT1 была оценена в семи клеточных лини-
ях РМЖ, которые включали клеточные линии под-
типов ER+/HER2-, ER+/HER2+, ER-/HER2+ и ТНРМЖ. 
Среди этих клеточных линий самый высокий уро-
вень MALAT1 выявлен в клетках метастатиче-
ского трижды негативного рака молочной железы 
и в устойчивых к трастузумабу клетках HER2+ [44]. 
Клетки культур трижды негативного РМЖ (MDA-
MB-231, клетки первичных опухолей ТНРМЖ, 
Hs578T, HCC1806) характеризовались более низ-
ким уровнем MALAT1, чем ER+-клетки (MCF-7, 
клетки первичных ER+ опухолей, T-47D) [27, 45, 46]. 
Обнаружено, что сверхэкспрессия MALAT1, ассоци-
ированная с метастазированием, может негативно 
коррелировать с экспрессией продукта Nisch – бел-
ка-супрессора опухолевого роста, экспрессия ко-
торого снижена у больных РМЖ [47]. В культурах 
клеток 231-GFP-Nisch (MDA-MB-231 со сверхэк-
спрессией Nisch) уровни экспрессии Nisch ассоции-
рованы с уровнями MALAT1 – нокаут транскрипта 
гена Nisch в таких клетках приводит к усилению 
способности клеток к пролиферации и миграции [47]. 

Zhang P. и соавт. показано, что опухолевые клет-
ки секретируют MALAT1 в клетках-реципиентах 
для регуляции пролиферации рецепторных клеток 
в микроокружении опухоли. MALAT1 экспрессиру-
ется на значительном уровне в клетках рака молоч-
ной железы: экзосомы MDA-MB-231 значительно 
увеличивают пролиферацию клеток MDA-MB-231 
и ZR-75-1; однако экзосомы из клеток MDA-MB-231, 
обработанных MALAT1-siРНК (small interfering 
RNA, малые интерферирующие РНК, MALAT1-
направленная siРНК), вызывали снижение проли-
ферации клеток при раке молочной железы [48]. 
Ранее в своем исследовании Jin C. и соавт. показали, 
что нокдаун MALAT1 в клетках ТНРМЖ приводит 
к подавлению способности клеток к пролиферации, 
инвазии и запускает апоптоз, что достигается пу-

тем обратной регуляции транскриптома РНК miR-1 
и ее белка-мишени – эпителиально-мезенхималь-
ного перехода – Slug [45]. Механизм функциони-
рования данного процесса более подробно описан 
на культурах MDA-MB-231 и MCF-7 с примене-
нием метода трансфекции плазмидных векторов. 
Сверхэкспрессия MALAT1 увеличивает способность 
клеток к миграции и инвазии за счет связывания 
с miR-1 и снижению уровня Cdc42 – белка, задей-
ствованного в процессе ЭМП [26]. Более того, с ис-
пользованием ингибирования MALAT1 при помощи 
siMALAT1 и, наоборот, путем встраивания вектора, 
сверхэкспрессирующего MALAT1 в линии клеток 
РМЖ, выявили, что экспрессия MALAT1 напрямую 
влияет на экспрессию miR-124 – микроРНК, свя-
занной с подавлением прогрессии РМЖ, сверхэк-
спрессия MALAT1 подавляет ингибиторный эффект 
miR-124 на рост опухоли молочной железы, приводя 
к увеличению ее размеров [25].

На культуре клеток 4T14T1 – высокометастати-
ческой клеточной линии рака молочной железы, 
полученной из спонтанной опухоли молочной же-
лезы мышей BALB/c, Li Z. и соавт. обнаружили но-
вый механизм, с помощью которого MALAT1 может 
участвовать в регуляции ЭМП в опухолях молочной 
железы. Было показано, что транскрипт обладает 
провоспалительной активностью и способностью 
регулировать воспаление и ЭМП клеток, индуциро-
ванные липополисахаридом [49]. Обнаружен также 
антисмысловой транскрипт гена MALAT1, транс-
крибируемый с противоположной цепи и названный 
TALAM1 [50]. Проведя собственное исследование 
на основании данного открытия, Gomes C. и соавт. 
показали, что для линий клеток РМЖ характер-
на сверхэкспрессия данных транскриптов, а так-
же положительная корреляция между уровнями 
их экспрессии в исследуемых клеточных линиях. 
MALAT1 и TALAM1 работают «совместно»: TALAM1 
опосредует активность MALAT1 в присутствии ци-
токина TGF-β [51], известного активатора ЭМП. 
Тем не менее, достаточно сложно оценить влияние 
MALAT1 на способность клеток к метастазирова-
нию, так как разные авторы по-разному описывают 
данный механизм. Основные причины противоре-
чий в данных об активности MALAT1 не установ-
лены. По-видимому, различия в результатах, по-
лученных на культурах опухолевых клеток, могут 
быть связаны с особенностями экспрессии белков 
в клетках разного типа, а также с тем, что транс-
крипт MALAT1 формирует комплексы с разными 
белками, вызывая противоположные эффекты [47]. 
К возможным причинам можно отнести и исполь-
зование клеточных линий с разным генетическим 
фоном или различия в условиях культивирования.
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Интересно отметить, что  влияние MALAT1 
на функционирование клеток показано в исследо-
ваниях на клеточных линиях рака легкого A549. 
Клетки А549 трансфицировали MALAT1 siРНК1 
и MALAT1 siРНК2; контрольные клетки трансфи-
цировали control siРНК1 и siРНК2 соответственно. 
Показано, что нокдаун MALAT1 с помощью siРНК 
вызвал снижение уровня MALAT1 на 70–80%, 
что в значительной степени повлияло на подвиж-
ность клеток, снизив ее по сравнению с клетками, 
трансфицированными контрольной siРНК. Кроме 
того, нокдаун MALAT1 приводил к снижению ско-
рости миграции. Однако влияния на пролиферацию 
клеток не наблюдалось [52].

Исследования на модельных объектах in vivo
Функции MALAT1 in vivo изучают преимуще-
ственно с использованием ксенотрансплантации 
опухолей человека или культур клеток в орга-
низм бестимусных мышей. Исследования in vitro 
на культурах клеток и с использованием опухоле-
вых ксенотрансплантатов выявили противоречивые 
эффекты MALAT1 на рост и инвазию опухолевых 
клеток. Показано, что целенаправленная инактива-
ция гена MALAT1 в модели рака молочной железы 
у трансгенных мышей без изменения экспрессии со-
седних генов способствует метастазированию в лег-
кие, и этот фенотип может быть обращен генети-
ческим добавлением MALAT1. Точно так же нокаут 
MALAT1 в клетках рака молочной железы человека 
индуцирует их способность к метастазированию, ко-
торая устраняется повторной экспрессией MALAT1 
[53]. Кроме того, MALAT1 стимулирует рост опухоли 
молочной железы: трансфекция siMALAT1 в куль-
туры клеток MDA-MB-231 и ZR-75-1 приводила 
к подавлению способности клеток к пролиферации, 
при этом подкожное введение трансфицированных 
опухолевых клеток мышам также снижало рост 
опухоли и ее размер [48]. На основании результатов, 
полученных на культурах клеток (нокдаун MALAT1 
приводил к ингибированию пролиферативной и ин-
вазивной способности и запуску апоптоза в куль-
турах клеток ТНРМЖ), Jin C. и соавт. подкожно 
вводили мышам ксенотрансплантаты опухолей с но-
каутом MALAT1 и получили сходные результаты: 
рост опухоли ингибировался, опухоль уменьшилась 
в размерах, гипоэкспрессия MALAT1 приводила 
к апоптозу опухолевых клеток, снижению скорости 
их пролиферации и числа Ki-67+ клеток в опухо-
ли [45]. На модели ксенографтов с siMALAT1, ин-
гибитор miR-124 и ингибитор miR-124+ показано, 
что сверхэкспрессия MALAT1 связана с экспресси-
ей CDK4 и с пролиферацией клеток через сигналь-
ный путь CDK4/E2F1 в РМЖ [25]. Интересно также 

отметить, что Yang C. и соавт. создана модель ксе-
нотрансплантата опухоли мыши для обнаружения 
функции MALAT1 при HER2+ раке молочной желе-
зы: экспрессия MALAT1 значительно повышалась 
при HER2+ раке молочной железы как в клетках, 
так и в тканях. Сайленсинг MALAT1 ингибировал 
пролиферацию HER2+ клеток рака молочной желе-
зы. Полученные результаты позволили сделать вы-
вод, что MALAT1 может быть потенциальным био-
маркером и терапевтической мишенью при HER2+ 
рака молочной железы [54]. 

Существует несколько исследований, направ-
ленных на изучение возможности воздействия 
на MALAT1 с целью улучшения эффекта терапии 
злокачественных новообразований. Исследования 
в области РНК-терапии позволяют в настоящее 
время создавать препараты на основе РНК, а имен-
но антисмысловые олигонуклеотиды (ASO), неболь-
шие последовательности, комплементарные мРНК, 
несущей информацию об исследуемом белке, кото-
рые могут блокировать его синтез [55]. Изучение 
роли MALAT1 в развитии рака молочной железы 
на модели MMTV (вирус опухоли молочной желе-
зы мыши)-PyMT показало, что нокдаун MALAT1 
с помощью подкожно доставленного ASO приводит 
к уменьшению частоты метастазирования. У мы-
шей, которым вводили MALAT1-специфичные ASO1 
или ASO2, был достигнут нокдаун MALAT1 (от 20 
до 80%) в сравнении с контрольными мышами, кото-
рым вводили контрольные скремблированные ASO 
(ScASO). У мышей экспериментальной группы на-
блюдалось также снижение скорости роста опухоли 
на 50% по сравнению с мышами контрольной груп-
пы, которым вводили ScASO [56].

Исследования in vivo больных РМЖ
Согласно опубликованным данным, MALAT1 ис-
пользует разные механизмы в  разных моле-
кулярных подтипах рака молочной железы [2]. 
При ТНРМЖ экспрессия MALAT1 повышается, 
и у пациентов с повышенным уровнем MALAT1 на-
блюдается плохая общая выживаемость. Так, Samir 
A. и соавт. исследовали не только днРНК MALAT1, 
но и X-неактивный специфический транскрипт 
(XIST). Им удалось показать, что, хотя miR-182-5p 
проявляла онкогенный эффект, XIST оказывал до-
минирующее влияние на регуляцию сигнального 
пути PD-L1 посредством ингибирования онкоген-
ной функции MALAT1 [57]. Это может объяснить 
результаты, полученные Xiping Z. и соавт., согласно 
которым подавление MALAT1 снижает экспрессию 
PD-L1. В этом исследовании показано, что гене-
тическое редактирование MALAT1 позволяет эф-
фективно подавлять пролиферацию и способность 
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к инвазии трижды отрицательных и HER2+ клеток 
рака молочной железы [2]. В образцах ТНРМЖ 
MALAT1 экспрессируется на гораздо более высо-
ком уровне, чем в образцах HER2+ рака молочной 
железы. Lin R. и соавт. показано, что сниженная 
экспрессия MALAT1 или ее отсутствие характерны 
преимущественно для нормальной ткани, а сверхэк-
спрессия – для РМЖ, рака поджелудочной железы, 
печени, рака легких, толстого кишечника и проста-
ты [32]. Показано также значительное повышение 
экспрессии мРНК MALAT1 в тканях РМЖ. Эти ре-
зультаты согласуются с результатами предыдущих 
исследований, показывающих, что днРНК MALAT1 
может способствовать пролиферации и инвазии 
клеток при ТНРМЖ и раке легкого [57]. Из этих 
результатов следует, что MALAT1 может быть ис-
пользован в качестве многообещающего биомарке-
ра в клинической диагностике и прогнозировании 
агрессивных опухолей РМЖ. То есть становится 
понятным, что активация MALAT1 играет важную 
роль в развитии РМЖ. Однако интересно заметить, 
что уровень MALAT1 в сыворотке также может 
быть потенциальным диагностическим онкомарке-
ром РМЖ. В своем исследовании in vitro Miao Y. 
и соавт. показали, что подавление днРНК MALAT1 
значительно ингибировало пролиферацию, мигра-
цию и инвазию клеток РМЖ, индуцировало апоптоз 
и остановку клеточного цикла G1, что неоднократно 
показано и в других независимых исследованиях. 
Кроме того, уровень MALAT1 в сыворотке крови 
больных РМЖ был значительно выше, чем у боль-
ных доброкачественными заболеваниями молочной 
железы (p <0.001) [58]. 

С другой стороны, при анализе данных РНК-
секвенирования (The Cancer Genome Atlas) Kim J. 
и соавт. обнаружили, что наименьшие уровни экс-
прессии имели более агрессивные опухоли, и экс-
прессия MALAT1 в клетках РМЖ была ниже, чем 
в нормальной ткани. Это противоречит результа-
там других исследований – в большинстве случа-
ев в клетках РМЖ наблюдали сверхэкспрессию 
транскрипта MALAT1 по сравнению с нормаль-
ной тканью [25, 28, 45, 46, 59–61]. Kim J. и соавт. 
для нокаута MALAT1 использовали систему ре-
дактирования CRISPR-Cas9 и наблюдали увеличе-
ние метастазирования. Возможно, причиной подоб-
ных различий в результатах могут быть различия 
в подходах, использованных для получения мышей 
с нокдауном MALAT1. Так, согласно опубликован-
ным данным, сверхэкспрессия MALAT1 наблюдает-
ся в опухолях ER+, PR+-подтипов, ТНРМЖ [27, 31, 
46, 62]. Сравнение уровней экспрессии транскрип-
та в клетках ТНРМЖ и HER2-подтипа выявило 
сверхэкспрессию MALAT1 в клетках трижды нега-

тивного рака, что может свидетельствовать о свя-
зи экспрессии MALAT1 со способностью к метаста-
зированию, а отличия связаны с опосредованным 
участием MALAT1 в разных клеточных процессах 
[2]. Сверхэкспрессию MALAT1 связывают с низки-
ми показателями дифференцировки опухоли, ре-
зистентностью к гормонотерапии [59, 62], а низкую 
экспрессию – с относительно высокой 5-летней об-
щей выживаемостью больных РМЖ [63].

КЛИНИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ MALAT1
MALAT1 не только обычно сверхэкспрессирует-
ся при различных видах рака, но часто мутирует. 
Некоторые исследователи сообщают о высокой ча-
стоте мутаций локуса MALAT1; например, описана 
транслокация MALAT1 в клетках карциномы поч-
ки и гастробластомы [17]. На данный момент суще-
ствует мало исследований о связи мутаций MALAT1 
с развитием РМЖ и клинико-патологическими по-
казателями опухоли, поэтому по-прежнему остается 
открытым вопрос, является ли данный ген драйвер-
ным при канцерогенезе РМЖ [64]. В исследова-
нии Kandoth C. и соавт. говорится о низкой часто-
те (1.1%) мутаций MALAT1 при РМЖ в сравнении 
с другими типами злокачественных новообразова-
ний [31, 65]. Однако полногеномное исследование 
опухоли от больных РМЖ Nik-Zainal S. и соавт. вы-
явило высокую частоту мутаций в MALAT1 (заме-
ны нуклеотидов, инсерции и делеции), но являют-
ся ли данные мутации драйверными или возникли 
как следствие высокой мутационной нагрузки опу-
холи данной области генома, остается неясным [66]. 

Показано, что MALAT1 входит в группу генов 
профиля люминального В РМЖ: мутации MALAT1 
связаны с такими клинико-патологическими пока-
зателями, как высокая степень злокачественности 
и высокий уровень экспрессии Ki-67. Также у боль-
ных РМЖ люминальных подтипов наблюдались 
делеции MALAT1 [67], высокая частота инсерций 
и делеций, с большей вероятностью возникших 
в процессе транскрипции. В данном исследовании 
упоминается, что мутации MALAT1 не связаны 
с изменением уровней экспрессии гена, они так-
же, по-видимому, возникли в ходе транскрипции 
[64]. Вероятность активации онкогенного действия 
MALAT1 на клетки вряд ли связана с амплифи-
кацией гена. К такому выводу пришли Meseure D. 
и соавт., так как ген MALAT1 расположен в локу-
се хромосомы, который редко амплифицируется 
[31]. Согласно нашим данным [68], частота делеций 
локуса, в котором находится MALAT1, в опухолях 
молочной железы люминального В-подтипа состав-
ляет 18%. Амплификация локуса 11q13.1 отмечена 
у 10% больных, в подавляющем большинстве слу-
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чаев (72%) в опухолевых клетках сохраняется нор-
мальная копийность этого локуса [68].

Кроме того, показана связь полиморфизма 
rs619586 днРНК MALAT1 с ответом на химио-
терапию препаратами на основе платины [69]. 
Обнаружено, что в доминантной генотипической мо-
дели наличие дикого генотипа (A/A) связано с вы-
соким шансом ответа больных немелкоклеточным 
раком легкого на химиотерапию (OR 0.60; 95% CI 
0.36–0.97, при p = 0.04), особенно в возрасте до 57 
лет (OR 0.49; 95% CI 0.24–0.98, при p = 0.04), у муж-
чин (OR 0.53; 95% CI 0.31–0.92, при p = 0.02), ку-
рильщиков (OR 0.46; 95% CI 0.24–0.89, при p = 0.02) 
и у пациентов с плоскоклеточным раком легкого 
(OR 0.24; 95% CI 0.10–0.60, при p < 0.001) [69]. 

MALAT1 как прогностический фактор
Согласно ранее представленным данным, MALAT1 
может быть использован в  качестве много-
обещающего биомаркера в клинической диагно-
стике и прогнозировании агрессивности РМЖ. 
Прогностическим фактором могут служить данные 
об уровне экспрессии MALAT1. Анализ данных 14 
исследований выявил ассоциацию сверхэкспрессии 
MALAT1 с низкими показателями выживаемости 
пациентов (HR = 1.95; 95% CI 1.57–2.41, p < 0.001) 
[48, 70, 71]. Низкие показатели безрецидивной вы-
живаемости, ассоциированные со сверхэкспрессией 
MALAT1, также характерны для пациентов с ER-
профилем экспрессии опухоли (HR = 2.83; 95% 
CI 1.02–7.83, p = 0.045) и для группы с люминаль-
ными подтипами РМЖ (ER+), получавших лечение 
тамоксифеном (HR = 2.56; 95% CI 1.04–6.0, p = 0.034) 
[62]. Похожие результаты получены для больных 
ТНРМЖ и HER2+-подтипами РМЖ с отсутствием 
лимфогенного метастазирования, повышенный уро-
вень MALAT1 коррелировал с худшим прогнозом 
[27]. Авторы [72] пришли к выводу, что не все па-
циенты с ТНРМЖ имеют плохой прогноз; пациен-
ты, отрицательные по одному из генов – MALAT1 
и BACH1 – или по обоим, имеют удовлетворитель-
ный прогноз, поэтому их можно лечить с помо-
щью онкопластической хирургии молочной желе-
зы. Эти данные могут объяснить неоднозначность 
результатов независимых исследований. Далее 
Wang Y. и соавт. провели метаанализ с акцентом 
на метастазирование и показали, что сверхэкспрес-
сия MALAT1 связана с плохим исходом заболева-
ния. Безрецидивная выживаемость больных РМЖ 
при повышенной экспрессии данного гена в 95% 
случаев имела более низкие значения (HR = 1.97; 
95% CI 1.25–3.09, p = 0.003), при этом не обнару-
жено связи между экспрессией MALAT1 и лим-
фогенным метастазированием (OR = 1.32; 95% CI 

0.34–5.21) [73]. Однако интересно заметить, что в об-
разцах ТНРМЖ и HER2+ РМЖ Xiping Z. и соавт. 
выявили положительную корреляцию между повы-
шенным уровнем экспрессии транскрипта MALAT1 
и количеством метастатических лимфатических 
узлов, а также обратную зависимость между уров-
нем экспрессии и безрецидивной выживаемостью 
больных с HER2+-подтипом РМЖ [2]. Другой эф-
фект описан для безметастатической выживаемо-
сти больных РМЖ: снижение экспрессии MALAT1 
у таких пациентов приводило к ухудшению пока-
зателей выживаемости (HR = 0.81; 95% CI 0.67 – 
0.99, p = 0.0420; HR = 0.65; 95% CI, p = 0.005) [23]. 
Однако следует заметить, что в данном случае вы-
вод был сделан на основе результатов эксперимента, 
показавшего, что MALAT1 действует как индуктор 
ЭMП при раке молочной железы, активируя путь 
PI3K-Akt. Следовательно, отсутствуют прямые до-
казательства корреляции между низкой экспресси-
ей MALAT1 и худшим прогнозом.

Вдобавок, в недавнем метаанализе показано, 
что высокий уровень экспрессии MALAT1 свя-
зан с PR+-профилем опухоли (95% CI 1.18–1.82, 
p = 0.0006) и, более того, со снижением инфиль-
трации опухоли иммунными клетками, что может 
быть одной из причин неблагоприятного прогноза 
выживаемости у больных РМЖ со сверхэкспресси-
ей MALAT1 [71]. И в завершении хотелось бы до-
бавить, что Meseure D. и соавт. показали, что про-
гностическими факторами могут служить не только 
уровни экспрессии полного транскрипта MALAT1, 
но и экспрессия альтернативно сплайсированного 
транскрипта MALAT1 (Δsv-MALAT1), имеющего две 
делеции: в 19% случаев наблюдалась гипоэкспрес-
сия Δsv-MALAT1 в опухоли, причем это положи-
тельно коррелировало с большими размерами опу-
холи, ER- и PR-негативными, трижды негативными 
подтипами РМЖ и низкой безметастатической вы-
живаемостью [31]. Таким образом, можно предполо-
жить, что изменение экспрессии гена влияет на на-
правление развития опухоли. 

Важно отметить, что MALAT1 является прогно-
стическим маркером и при других локализациях 
опухолей человека. Так, согласно результатам ис-
следования опухолевых клеток предстательной 
железы, устойчивых к энзалутамиду (антиандро-
генный энзалутамид) – препарату, применяемо-
му в терапии рака предстательной железы, ось 
MALAT1/AR-v7 (вариант 7 сплайсинга рецепторов 
андрогенов, AR) может быть перспективным тера-
певтическим маркером. Подчеркнута связь между 
экспрессией AR-v7, который играет роль в разви-
тии устойчивости к энзалутамиду, и экспрессией 
MALAT1 [74]. Экспрессия обоих генов в клетках 
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EnzR-PCa (клеточная линия, устойчивая к энзалу-
тамиду) была выше, чем в клетках, чувствитель-
ных к препарату. Введение MALAT1 siРНК и/или 
ASC-J9 (5-hydroxy-1,7-bis(3,4-dimethoxyphenyl)-
1,4,6-heptatrien-3-one) приводило к подавлению 
прогрессирования опухолевых клеток EnzR-PCa. 
Показано, что AR связывается с элементами отве-
та на андрогены (ARE) на промоторе гена MALAT1. 
В присутствии энзалутамида данное взаимодей-
ствие подавлялось, что приводило к повышению 
активности промотора MALAT1. MALAT1-ѕіРНК 
в свою очередь угнетала экспрессию AR-v7 [74].

Таким образом, уровень экспрессии MALAT1 мо-
жет служить прогностическим фактором при РМЖ. 
Выявленные закономерности позволяют сделать 
вывод о том, что днРНК MALAT1 действительно 
может быть хорошим предиктивным маркером, ис-
пользуемым для подбора схемы терапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Важным представляется анализ роли днРНК в кан-
церогенезе различных типов опухолей, так как по-
лучение новых данных о принципах действия длин-
ных некодирующих РНК позволит узнать роль 
некодирующей части генома в патогенезе опухоле-
вых образований, а также дополнить знания о воз-
можных прогностических маркерах онкозаболе-

ваний, в частности, РМЖ. Интерес представляет 
не так давно открытый ассоциированный с мета-
стазированием аденокарциномы легкого транскрипт 
MALAT1, обнаруженный при изучении механизмов 
метастазирования при раке легкого. Данная РНК 
задействована во множестве клеточных процессов, 
таких, как транскрипция, сплайсинг, метастазирова-
ние, пролиферация клеток и многих других. На ос-
новании ряда исследований можно прийти к выводу, 
что высокий уровень данного транскрипта является 
маркером низкой выживаемости при РМЖ, а также 
может участвовать в регуляции механизмов ЭМП, 
инвазии и метастазировании. По этой причине сбор 
информации о данной нкРНК представляет важ-
ную задачу для поиска более эффективных методов 
диагностики и лечения злокачественных опухолей 
молочной железы. Дальнейшие исследования функ-
ций MALAT1 позволят понять основные механизмы 
образования и прогрессии опухолевых новообразо-
ваний. 
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РЕФЕРАТ Опухолевые клетки способны создавать богатую аденозином иммуносупрессорную среду, 
что может препятствовать успешной противоопухолевой иммунотерапии. В настоящее время разра-
батываются подходы, нацеленные на подавление продукции аденозина или его сигналов, включая ис-
пользование антител, ингибирующих CD39 или СD73, и антагонистов рецепторов аденозина. Однако 
изобилие путей, управляющих балансом АТP-аденозин, а также недостаточно изученные пути внутри-
клеточной регуляции аденозина не позволяют добиться ожидаемого успеха. Особый интерес представ-
ляет аденозинкиназа (ADK), фермент, который катализирует превращение аденозина в аденозинмоно-
фосфат, регулируя тем самым его уровень. Изучен уровень экспрессии гена ADK, а также уровень мРНК 
его длинной (ADK-L) и короткой (ADK-S) изоформ в образцах периферической крови больных колорек-
тальным раком (КРР) (n = 31) и в контрольных образцах крови здоровых доноров (n = 17). Проведен 
анализ взаимосвязи уровней экспрессии гена аденозинкиназы и генов CD39, CD73 и A2aR. Показано, 
что в группе больных КРР с III–IV стадиями уровень мРНК ADK-L снижен (p < 0.001) по сравнению 
с контролем. У больных КРР впервые выявлена средняя корреляционная связь между уровнем экс-
прессии CD39 и ADK-S (r = -0.468 при p = 0.043) и между CD73 и ADK-L (r = 0.518 при p = 0.0232). С по-
мощью проточной цитофлуориметрии оценено содержание CD8+, CD4+ и регуляторных T-лимфоцитов, 
экспрессирующих CD39/CD73, и их связь с уровнем мРНК аденозинкиназы у больных КРР. Однако 
статистически значимых корреляционных связей не обнаружено. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА аденозинкиназа, ADK-S, ADK-L, СD39, CD73, CD8+ Т-клетки, CD4+ Т-клетки, Treg, 
колоректальный рак.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ADK – аденозинкиназа; ADK-L – длинная изоформа аденозинкиназы; ADK-S – 
короткая изоформа аденозинкиназы; CD39 – эктонуклеозидтрифосфат-дифосфогидролаза, ENTPD1; 
CD73 – экто-5’-нуклеотидаза, 5’NT; A2aR – рецептор аденозина А2А; КРР – колоректальный рак.

ВВЕДЕНИЕ
Роль внеклеточного аденозина в микроокруже-
нии опухоли хорошо изучена [1]. Аденозин мо-
жет регулировать врожденные и  адаптивные 
иммунные реакции [2], снижая действие эффек-
торного звена и стимулируя иммуносупрессорное 
звено. Поэтому внеклеточный аденозин представ-
ляет собой барьер для противоопухолевой имму-
нотерапии. Терапевтический потенциал блокады 
ферментов – эктонуклеотидаз CD39 (эктонуклео-
зидтрифосфат-дифосфогидролаза, ENTPD1) и CD73 

(экто-5’-нуклеотидаза, 5’NT), расщепляющих ATP 
до аденозина, а также ингибирование аденозиновых 
рецепторов (в основном A2a) показан в доклини-
ческих исследованиях и проходит проверку на I/II 
стадиях клинических испытаний для онкологиче-
ских больных [3]. Однако пока не удалось добиться 
эффективности, ожидаемой по результатам докли-
нических исследований [4].

Многочисленные пути, управляющие балансом 
АТР и аденозина, остаются недостаточно хорошо 
изученными. При разработке подходов к блокаде 
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аденозинового сигнального пути слабо учитывается 
внутриклеточная регуляция аденозина. В послед-
нее время обсуждается не только «классический» 
путь образования внеклеточного аденозина из АТP 
эктонуклеотидазами CD39-CD73, но и роль альтер-
нативного пути, в котором участвует внеклеточный 
никотинамидадениндинуклеотид (NAD+), в прогрес-
сии рака [5]. Поэтому актуальным представляется 
изучение и других компонентов метаболизма аде-
нозина в условиях развития опухоли. 

Концентрация аденозина регулируется аденозин-
конвертирующими ферментами: аденозинкиназой 
(ADK) и аденозиндезаминазой [6, 7]. ADK добавля-
ет остаток фосфорной кислоты к аденозину и пре-
вращает его в АМР. Аденозиндезаминаза удаляет 
аминогруппу с молекулы аденозина с образованием 
инозина. Кроме того, уровень аденозина может ре-
гулироваться путем его доставки во внеклеточное 
пространство через двунаправленные переносчики 
нуклеотидов. 

Особый интерес представляет аденозинкина-
за, которая регулирует доступность аденозина 
и является важным звеном сложных гомеостати-
ческих и метаболических сетей [8]. Баланс адено-
зина и ADK строго поддерживается в здоровых 
клетках, а изменения экспрессии этого фермента 
приводят к разной степени активации аденозино-
вых рецепторов, что часто и определяет роль ADK 
в развитии патологий [9]. ADK участвует не толь-
ко в метаболизме пуринов, но и в регуляции транс-
метилирования. Показана связь экспрессии ADK 
с метилированием ДНК. Использование специфи-
ческих ингибиторов ADK может дозозависимо 
снижать уровень глобального метилирования ДНК 
в клетках HeLa [10]. ADK человека представлена 
двумя изоформами, которые отличаются молеку-
лярной массой и, предположительно, функциями. 
Короткая изоформа, ADK-S, находится в цитоплаз-
ме. Она обеспечивает рутинное метаболическое уда-
ление аденозина в нормальных условиях путем его 
фосфорилирования с образованием АМР. Основная 
функция ADK-S состоит в регуляции уровня вне-
клеточного тканевого аденозина. Длинная изоформа 
ADK-L локализуется в ядре и биохимически на-
прямую связана с S-аденозилметионин-зависимым 
путем трансметилирования, который управляет ме-
тилированием ДНК и гистонов. Высокий уровень 
и активность ADK-L связаны с повышенным гло-
бальным метилированием ДНК [1]. 

Роль ADK в развитии рака изучена недостаточ-
но. Результаты проведенных исследований [10–15] 
указывают на потенциальную роль ADK в канцеро-
генезе, в частности колоректального рака (КРР) [14], 
рака молочной железы [15] и печени [12]. На воз-

можность участия ADK в развитии опухоли указы-
вает также связь ADK с клеточной пролиферацией 
в процессе онтогенеза и c ангиогенезом, а также из-
менения в экспрессии этого фермента в опухолевой 
ткани и его ассоциация с эпигенетической регуля-
цией [8]. 

 КРР – одно из распространенных злокачествен-
ных заболеваний, входит в число основных причин 
смертности от рака. Значимую роль в патогенезе 
КРР отводят аденозинергическому пути [16], тесно 
связанному с супрессией адаптивного иммуните-
та. Однако связь ADK с иммунными механизмами 
при КРР не исследована. 

В связи с этим цель исследования состояла в из-
учении уровня мРНК ADK, ADK-L, ADK-S и его 
связи с содержанием Т-лимфоцитов, экспрессирую-
щих CD39/CD73, в периферической крови больных 
КРР.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалом для исследования служила веноз-
ная кровь, собранная из локтевой вены натощак 
в пробирки с антикоагулянтом К3EDТА. В рабо-
те про анализирован 31 образец крови пациентов 
в возрасте 65 ± 12.4 лет с аденокарциномой тол-
стой кишки в основном (91%) умеренной степени 
дифференцировки. Диагноз у всех пациентов уста-
новлен на основании клинико-инструментально-
го обследования и подтвержден гистологически. 
Клиническая характеристика пациентов представ-
лена в табл. 1. Критериями включения пациен-
тов в исследование были возраст старше 18 лет 
и подтвержденный диагноз рака толстой киш-

Таблица 1. Характеристика участников исследования

Показатель Больные
КРР

Здоровые 
доноры

Количество 31 17

Пол
М 11 (35.5%) 6 (35.3%)

Ж 20 (64.5%) 11 (64.7%)

Возраст, медиана  
(min–max)

65.0 лет  
(45–78 лет)

55.0 лет  
(28–79 лет)

Стадия  
КРР

1–2 16 (51.6%) 
–

3–4 15 (48.3%)

Степень  
дифференцировки 

опухоли

G1 3 (9.7%)

–G2 23 (74.2%)

G3 5 (16.1%)
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ки. Критериями исключения были неоадъювант-
ная терапия, аутоиммунные и воспалительные 
заболевания в последние 3 месяца. В качестве 
контроля проанализированы 17 образцов крови 
здоровых лиц соответствующего возраста (56.10 
± 17.70 лет). Исследование проведено согласно 
требованиям Хельсинкской декларации 2013 г. 
и одобрено Комитетом по медицинской этике 
при Министерстве здравоохранения и социального 
развития Республики Карелия и Петрозаводском 
государственном университете (протокол № 25 
от 12.02.2013 г.). Все обследованные лица подписали 
информированное согласие на участие в исследо-
вании. Исследование выполнено с использованием 
приборной базы Центра коллективного пользова-
ния научным оборудованием ИБ КарНЦ РАН.

Анализ экспрессии генов 
Суммарную РНК выделяли из крови с помощью 
реагента TRIzol LS (ThermoFisher Scientific, США) 
и очищали от примесей ДНК, обрабатывая образ-
цы ДНКазой I (Lucigen, США). Количество и ка-
чество полученной РНК оценивали на спектрофо-
тометре SmartSpec Plus (Bio-Rad, США). Синтез 
кДНК выполняли с использованием случайных 
гексапраймеров и обратной транскриптазы MMLV 
(«Евроген», Россия). Амплификацию кДНК, а так-
же анализ продуктов амплификации в режиме 
реального времени проводили с использованием 
реакционной смеси с интеркалирующим красите-
лем SYBR Green I («Евроген») в соответствии с ин-
струкцией производителя на приборе iCycler с оп-
тической приставкой iQ5 (Bio-Rad, США) в двух 
повторах и c контролем без матрицы. Экспрессию 
интересующих генов нормировали по экспрессии 
референсного гена GAPDH. Праймеры, использо-
ванные для оценки экспрессии генов ADK, ADK-L, 
ADK-S, A2AR, CD39 и СD73 («Синтол», Россия), 
представлены в табл. 2. Оптимальную температу-

ру отжига подбирали постановкой температурного 
градиента. Для ADK, ADK-L, ADK-S: денатурация 
кДНК 5 мин, 95°С; 40 циклов: денатурация – 95°С, 
30 с; отжиг – 61°С, 30 с; элонгация – 72°С, 30 с. 
Для A2AR, CD39 и СD73: денатурация кДНК 5 мин, 
95°С; 40 циклов: денатурация – 95°С, 30 с; отжиг – 
64°С, 30 с; элонгация – 72°С, 30 с. Специфичность 
ПЦР контролировали с помощью анализа кривых 
плавления. Относительный уровень экспрессии ге-
нов рассчитывали методом 2–ΔΔCt, где Сt – пороговый 
цикл, а ΔСt – разница между значениями порого-
вых циклов для референсного и таргетного генов. 
Итоговый уровень экспрессии генов рассчитывали 
относительно уровня в контроле (здоровые доноры), 
принимая величину экспрессии каждого исследу-
емого гена в контроле за единицу. Данные пред-
ставлены в относительных единицах, рассчитывали 
среднее значение ± стандартная ошибка среднего 
(M ± SE).

Проточная цитофлуориметрия
Образцы цельной крови окрашивали антителами 
и затем инкубировали в течение 20 мин при ком-
натной температуре в темноте в соответствии с про-
токолом производителя. Эритроциты лизировали 
реагентом BD FACS Lysing Solution (BD Biosciences, 
США). В работе использовали следующие моно-
клональные антитела: CD3-PC5 (клон UCHT1), 
CD4-FITC (клон OKT4), CD4-PC7 (клон OKT4), 
CD8-PC7 (клон RPA-T8), CD25-PC5 (клон BC96), 
CD127-PC7 (клон EBIORDR5), CD73-PE (клон AD2), 
CD39-PE (клон EBIOA1), CD39-FITC (клон EBIOA1) 
(eBioscience, США), а также соответствующие им 
изотипические контроли. Все события получены 
на цитометре Cytomics FC500 (Beckman Coulter, 
США). В каждом образце анализировали не менее 
30000 событий в лимфоцитарном гейте, основанном 
на прямом и боковом светорассеянии. Данные пред-
ставлены в виде M ± SD. 

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных в работе

Ген
Праймер 5’ → 3’

Прямой Обратный

ADK TTACTACGAGCAGAATGAGCAG TGGCAGCAGCAAGATTAGC

ADK-L TGTAGAGCCAAAGTGGGGTG GCCTCCACCTTCAGCTTTTTG

ADK-S AAGCAGTTGCTGTGGTACCTG AGCAGAGGATTTCCCATTCCA

A2AR CTTGGGTTCTGAGGAAGCAG CAGCAGCTCCTGAACCCTAG

CD39 AGCAGCTGAAATATGCTGGC GAGACAGTATCTGCCGAAGTCC

CD73 ATTGCAAAGTGGTTCAAAGTCA ACACTTGGCCAGTAAAATAGGG

GAPDH GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACAG GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT
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Статистический анализ
Статистическая обработка материала и расчет по-
казателей проведены с использованием программы 
GraphPad Prism v.7. Значимость различий между 
количественными показателями вычисляли, исполь-
зуя непараметрический критерий Манна–Уитни. 
Различия считали значимыми при р < 0.05. Степень 
взаимосвязи параметров оценивали с помощью кор-
реляционного анализа по Спирмену.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Уровень экспрессии мРНК аденозинкиназы 
в периферической крови больных КРР
Опубликованы данные об экспрессии гена ADK 
в ткани КРР [14], однако не известно, как экспрес-
сируется ген ADK и его изоформы в перифериче-
ской крови больных КРР и как он связан с кли-
ническими признаками заболевания. Нами оценено 
относительное содержание мРНК гена ADK и его 
изоформ в периферической крови пациентов с КРР. 
Сравнение группы больных КРР и здоровых доно-
ров выявило пониженный уровень мРНК ADK-L 
(p = 0.002) при КРР. Содержание мРНК гена ADK 
и изоформы ADK-S не отличалось от содержания 
в контрольной группе. Показано, что в образцах 
крови больных с III–IV стадиями КРР уровень 
мРНК ADK-L снижен (p < 0.001) по сравнению со 
здоровыми донорами (рис. 1). При этом различия 
между уровнями мРНК ADK-L у больных на на-
чальных стадиях заболевания (I–II стадии) и в кон-
трольной группе не имели статистической значи-
мости. Содержание мРНК гена ADK и изоформы 
ADK-S в образцах крови больных с начальными 
и поздними стадиями КРР также было приближено 
к уровню у здоровых лиц.

В работе рассмотрена также связь между уров-
нями мРНК исследуемого гена и клиническими 
признаками заболевания. Выявлена средняя отри-
цательная корреляция между содержанием мРНК 
ADK-L и размером опухоли (Т2–Т4), которая со-
ставила 0.508 при p = 0.038. Однако не обнаружено 
значимых корреляционных связей между уровнем 
мРНК ADK-L и стадией заболевания. Различия 
в уровне мРНК гена аденозинкиназы у больных 
КРР с наличием и отсутствием отдаленных мета-
стазов (М0–М1) или метастазов в регионарные лим-
фатические узлы (N0–N2) не имели статистической 
значимости. 

Уровень внеклеточного аденозина регулируется 
сетью ферментов, в том числе и эктонуклеотидаза-
ми CD39 и СD73, которые играют ключевую роль 
в канцерогенезе [17]. Ранее нами было показано, 
что в периферической крови больных КРР повышен 

уровень мРНК гена СD39, тогда как уровень мРНК 
гена СD73 был таким же, как у здоровых лиц [18]. 
Нами проанализирована связь между относитель-
ной экспрессией генов CD39, CD73 и A2AR и экс-
прессий гена ADK и его изоформ в периферической 
крови больных КРР. Получены новые данные о су-
ществовании связи между экспрессией этих генов: 
выявлена отрицательная корреляция между отно-
сительным содержанием мРНК ADK-S и мРНК гена 
CD39. Показана положительная корреляционная 
связь уровней мРНК ADK-L и CD73 (табл. 3). 

Рис. 1. Изменение относительного уровня мРНК гена 
ADK и изоформ ADK-S, ADK-L в крови пациентов с КРР 
по сравнению со здоровыми донорами. Относитель-
ный уровень мРНК в контроле принят за 1. Нормализа-
ция выполнена по мРНК гена GAPDH
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Таблица 3. Значения коэффициентов корреляции 
между уровнем мРНК гена ADK, изоформ ADK-S, 
ADK-L и содержанием мРНК генов CD39, CD73, A2AR 
при колоректальном раке 

Уровень 
мРНК

ADK ADK-S ADK-L

rS p rS p rS p

A2AR -0.284 0.21 0.02 0.9346 0.406 0.0843

CD39 -0.038 0.097 -0.468 0.043 -0.329 0.168

CD73 -0.033 0.889 -0.16 0.511 0.518 0.0232

Примечание. Жирным шрифтом выделены статистиче-
ски значимые показатели.
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Взаимосвязь между уровнем экспрессии гена 
ADK и содержанием CD39+/CD73+ Т-клеток
Установленная на уровне мРНК связь аденозинки-
назы с эктонуклеотидазами CD39 и CD73 в перифе-
рической крови предполагает существование связи 
ADK с иммунными клетками, экспрессирующими 
CD39/CD73. Ключевое значение в противоопухо-
левом иммунном ответе имеет баланс эффектор-

ных CD8+, CD4+ Т-клеток и иммуносупрессорных 
регуляторных Т-клеток (Treg). Эти лимфоциты, 
как и многие другие клетки, чувствительны к дей-
ствию аденозина, которое проявляется в основном 
через аденозиновый рецептор A2aR, а также спо-
собны участвовать в продукции аденозина, исполь-
зуя экспрессию на своей поверхности CD39 и/или 
СD73 [3]. Для выявления связи между уровнем экс-
прессии ADK и уровнем Т-клеток, участвующих 
в генерации аденозина, проанализировано относи-
тельное содержание CD39+/CD73+ эффекторных 
Т-лимфоцитов (CD4+ Т-хелперов и CD8+ цитотокси-
ческих клеток) и супрессорных Treg-клеток у боль-
ных КРР (n = 20) и здоровых лиц (n = 17) (рис. 2).

Как у здоровых, так и у больных лиц, CD39-
положительные клетки преобладали в популяции 
Treg-клеток, тогда как экспрессия CD73 была более 
характерна для CD8+ Т-клеток (рис. 3). Это отме-
чают и другие авторы [19]. Поскольку популяция 
эффекторных CD4+ Т-клеток содержит 3–5% Treg-
клеток, которые характеризуются повышенной экс-
прессией CD25, то для исключения вклада Treg-
клеток в экспрессию CD39/СD73 Т-хелперными 
клетками рассматривали фенотип CD4+CD25-/int.

Показано, что около 64% всех Тreg-клеток в кро-
ви больных КРР были CD39+, что значимо отлича-
лось от содержания Treg-клеток в крови здоровых 
доноров (p = 0.0008), у которых CD39+ Treg-клетки 
составили 42%. Достоверные различия показаны 
и для CD4+CD39+ Т-хелперов (p = 0.037). В популя-
ции CD8+ Т-клеток больных КРР содержание CD73-
положительных клеток было снижено (p = 0.024). 
Содержание CD73+ Тreg-клеток, CD73+CD4+ 
Т-клеток и CD39+CD8+ Т-клеток у больных КРР 
было таким же, как в контроле. 

Для оценки взаимосвязи ADK c содержанием 
CD39+/CD73+ Т-лимфоцитов проведен анализ воз-

Рис. 2. Относительное содержание CD39+ и CD73+ 
Т-клеток в периферической крови больных КРР и здо-
ровых доноров 
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Таблица 4. Значения коэффициентов корреляции между уровнем мРНК гена ADK, изоформ ADK-S, ADK-L и от-
носительным содержанием CD39+ и CD73+ Т-клеток в крови больных колоректальным раком 

Субпопуляция Т-клеток
ADK ADK-S ADK-L

rS p rS p rS p

CD8+CD73+ 0.107 0.840 0.178 0.713 -0.036 0.951

CD8+ CD39+ 0.033 0.948 -0.217 0.581 0.126 0.295

CD4+CD25-/intCD73+ -0.217 0.581 -0.300 0.437 0.393 0.295

CD4+CD25-/intCD39+ -0.021 0.929 0.255 0.278 0.002 0.995

CD4+CD25+CD127lo/-CD73+ -0.381 0.359 -0.381 0.360 0.256 0.549

CD4+CD25+CD127lo/-CD39+ 0.051 0.827 0.278 0.235 -0.151 0.522
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можных связей между уровнем мРНК гена ADK, его 
изоформ ADK-L, ADK-S и содержанием CD39/CD73-
экспрессирующих Т-клеток в периферической кро-
ви больных КРР. Однако статистически значимых 
корреляционных связей не выявлено (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящее время установлено, что аденозинерги-
ческий путь представляет интерес в качестве пер-
спективной мишени для противоопухолевой тера-
пии. Экспрессия и активность основных участников 
этого пути, CD39/CD73/A2aR, повышены в опухоле-
вой ткани и часто ассоциируются с клиническими 
признаками заболевания и неблагоприятным про-

Рис. 3. Пример гистограмм распределения экспрессии CD39 и СD73 на поверхности CD8+ и CD4+ Т-клеток здоро-
вого донора. По оси Х – интенсивность флуоресценции флуорохромов FITC и PE, конъюгированных с антителами 
к CD39 и CD73 соответственно. По оси Y показано количество событий в гейте лимфоцитов. Справа под гори-
зонтальной линией отмечены клетки, экспрессирующие CD39/CD73, слева находятся клетки, негативные по экс-
прессии CD39/CD73 
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гнозом при некоторых типах рака [17]. В клиниче-
ских испытаниях получены предварительный оп-
тимальный профиль безопасности блокаторов A2aR 
и CD73 и повышенная общая частота ответа на них 
[4, 20]. Тем не менее, положительные результаты 
как монотерапии, так и комбинированной терапии 
были в основном ниже, чем ожидалось на основа-
нии доклинических исследований. Это указывает 
на необходимость более тонкого отбора пациентов 
или использования биомаркеров, которые могли бы 
прогнозировать и оптимизировать результаты тера-
пии [4, 20].

Фермент ADK действует как регулятор уров-
ня аденозина, превращая его в AMP. В настоящее 
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время нет четкого понимания роли ADK при раз-
витии опухоли. Ранние работы показывают повы-
шение уровня экспрессии гена ADK [14] и фермен-
тативной активности ADK [21] в опухолевой ткани 
больных КРР по сравнению с нормальной тканью. 
У больных раком печени, напротив, уровень бел-
ка ADK был ниже, чем в здоровой ткани. Кроме 
того, в экспериментальной модели снижение уров-
ня ADK в печени увеличивало чувствительность 
к острым токсическим эффектам канцерогена 
(ди этилнитрозамин) [12]. Ряд экспериментальных 
работ описывает ограничение пролиферации опу-
холевых клеток и индукцию апоптоза при обработ-
ке ингибиторами ADK, в том числе и в клеточной 
линии HT-29 колоректального рака [22]. Довольно 
мало известно о роли изоформ ADK при канцеро-
генезе. Так, Shamloo и соавт. [15] определили более 
значимую роль длинной изоформы ADK при раке 
молочной железы. Нокдаун гена этой изоформы 
приводит к событиям, предполагающим ее участие 
в митогенезе, канцерогенезе и инвазии опухолевых 
клеток. Практически не определен уровень ADK 
в периферической крови, а также связь ADK с ак-
тивацией ключевых для противоопухолевого им-
мунного ответа популяций лимфоцитов (CD8+/CD4+ 
Т-клеток, Тreg-клеток) у больных КРР.

Полученные нами результаты подтвержда-
ют изменение экспрессии ADK в патогенезе КРР. 
Согласно опубликованным данным, в опухолевой 
ткани идет локальное повышение активации ADK. 
Это может быть связано с накоплением аденозина 
в микроокружении опухоли и его активным метабо-
лизмом. На периферии, в крови, напротив, мы на-
блюдали снижение уровня мРНК ADK-L в груп-
пе больных с III–IV стадиями КРР по сравнению 
с группой здоровых лиц, а также обратную связь 
между изменением уровня мРНК ADK-L у боль-
ных с распространенным процессом (Т2–Т4), тогда 
как уровень ADK-S не изменялся по сравнению 
с контролем.

Как известно, некоторые популяции лейкоци-
тов экспрессируют эктонуклеотидазы CD39/СD73 
и могут участвовать в генерации аденозина [23], 
что может привести к иммунной супрессии и росту 
опухоли, в том числе и при КРР [3, 24]. В нашей ра-
боте обнаружены значимые корреляционные связи 
между уровнем мРНК гена CD39 и мРНК ADK-S 
в периферической крови (r = -0.468 при p = 0.043), 
а также между уровнем мРНК гена CD73 и мРНК 
ADK-L (r = 0.518 при p = 0.0232) у больных КРР. 

Кроме того, не выявлена связь генной экспрессии 
ADK и изоформ с изменением экспрессии гена, ко-
дирующего аденозиновый рецептор A2aA, актива-
ция которого на лимфоцитах способствует развитию 
иммунной супрессии. 

В нашей работе впервые проанализирована 
связь между содержанием основных эффектор-
ных и супрессорных популяций лимфоцитов, экс-
прессирующих на своей поверхности CD39/CD73, 
и изменениями экспрессии ADK у больных КРР. 
Определение содержания CD4+, CD8+ Т-клеток 
и Treg-клеток в периферической крови показало, 
что наиболее значимо при КРР изменяется содер-
жание CD39+ Т-клеток (табл. 3). Впервые про-
веден анализ связи между содержанием CD39+ 
и CD73+ Т-клеток и содержанием мРНК ADK и ее 
изоформ в периферической крови больных КРР. 
Достоверных корреляционных связей не обнару-
жено.

На сегодняшний день известно, что нести на сво-
ей поверхности эктонуклеотидазы CD39 и CD73 
могут не только Т-лимфоциты, но и нейтрофилы, 
составляющие большинство в периферической кро-
ви, а также В-клетки, моноциты и эндотелиальные 
клетки [22, 25]. РНК для анализа экспрессии в на-
шей работе выделяли из цельной крови. Возможно, 
для определения взаимосвязи между исследуе-
мыми показателями требуется проведение более 
глубокой оценки с использованием в качестве ис-
ходного материала для анализа экспрессии генов 
фракции мононуклеарных клеток (лимфоциты 
и моноциты), а также увеличение объема выборки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные нами, а также опубликованные данные 
свидетельствуют об изменении экспрессии ADK 
в патогенезе КРР. Обнаружена связь экспрессии 
длинной и короткой изоформ ADK с экспресси-
ей CD39 и CD73 – эктонуклеотидаз, участвующих 
в генерации внеклеточного аденозина. Показана 
перспективная роль мРНК ADK-L в качестве био-
маркера КРР. Однако взаимосвязь между уровнями 
экспрессии гена ADK, изоформ ADK-L, ADK-S и со-
держанием Т-лимфоцитов, экспрессирующих CD39/
CD73, в периферической крови больных КРР в дан-
ном исследовании не обнаружена. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда  

(грант № 21-75-00013).
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РЕФЕРАТ Методы лечения заболеваний печени, при которых фиброз является ключевым патогенетиче-
ским звеном, до сих пор остаются актуальной проблемой гепатологии. Проведен анализ уровня мРНК 
MMP-9, количества FAP+-, α-SMA+-, CD45+-клеток в девяти временных точках фиброза и цирроза. 
Установлено, что в случае фиброза печени выбор оптимального референсного гена зависит от стадии 
фиброгенеза. При детальном изучении конкретных стадий, а не всего процесса в длительном экс-
перименте следует использовать дополнительный выбор оптимального референсного гена. Уровень 
экспрессии мРНК MMP-9 стоит рассматривать как маркер инициации и развития фиброза печени, 
но не прогрессирования цирроза. В печени одновременно выявлены две морфологически неоднород-
ные популяции миофибробластов, которые синтезировали различные типы иммуногистохимических 
маркеров. Показано, что FAP+-клетки вносят основной вклад в развитие портального и начального 
этапа мостовидного фиброза. В выбранной экспериментальной модели инициация и развитие фиброза 
до начала перестройки паренхимы протекают с низким уровнем воспаления.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА крысы, печень, мРНК MMP-9, иммуногистохимия, FAP+-, α-SMA+-, CD45+-клетки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ HSC – стеллатные клетки; портальные PF – фибробласты; ТАА – тиоацетамид; 
ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в режиме реального времени. 

ВВЕДЕНИЕ
Белок ММР-9, также известный как коллагеназа 
IV типа (желатиназа В), принадлежит к крупному 
семейству матриксных цинкзависимых протеиназ 
(MMP). Практически все члены этого семейства 
играют важную роль в регенерации печени, кон-
троле количества белков внеклеточного матрик-
са, участвуют в фиброзе и циррозе, канцерогенезе 
и других процессах [1]. Благодаря многолетнему из-
учению молекулярных механизмов развития фи-
броза печени стало известно, что белки ММР-2 
и ММР-9 вовлекаются в этот патологический про-
цесс практически на всех стадиях и выполняют 
ключевую функцию в его прогрессировании [2, 3]. 
Наряду с этим, уровень ряда ММР в плазме кро-
ви является маркером фиброза, а некоторые те-
рапевтические подходы направлены на ММР-9 
как на специфическую мишень [4–7]. 

В ряде работ отмечено увеличение экспрессии 
белка ММР-9 и соответствующей мРНК на фоне 

прогрессирования фиброза печени. При этом этио-
логические факторы, вызывающие фиброз, не име-
ют большого значения. Показано, что рост экс-
прессии ММР-9 наблюдается при токсических 
поражениях печени, равно как и на фоне вирусного 
гепатита [8, 9]. По мере развития фиброза проис-
ходит увеличение удельного объема соединитель-
ной ткани и в ряде случаев сообщают о корреля-
ции этого процесса с ростом уровня мРНК MMP-9. 
Металлопротеиназа в норме отвечает за деграда-
цию соединительной ткани, обновление коллагена 
и поддержание оптимального уровня белков внекле-
точного матрикса [10, 11].

Однако связь между ростом уровня мРНК MMP-
9 и прогрессированием фиброза печени до сих пор 
не изучена [1–3]. Кроме этого, на существующих 
экспериментальных моделях животных изучают 
конкретные, далеко отстоящие друг от друга, клю-
чевые позиции, – норма, фиброз и цирроз, либо фи-
брогенез не на всем протяжении времени. Эти огра-
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ничения могут скрывать важные детали динамики 
уровня ММР-9 [8–11]. 

Стеллатные клетки (HSC) принято считать основ-
ной клеточной популяцией, синтезирующей межкле-
точное вещество при патологиях печени. В научной 
литературе стеллатные клетки имеют разные на-
звания: жиронакапливающие клетки, липоциты, пе-
рисинусоидные клетки, звездчатые клетки печени, 
клетки Ито и перициты [12–15]. В условиях физио-
логической нормы HSC локализуются в перисинусо-
идном пространстве, регулируют кровоток в синусо-
идах, функционируя как перициты, обладают низкой 
пролиферативной активностью и способностью к се-
креции коллагенов [13, 15]. Поражения печени пре-
имущественно вирусной и токсической этиологии 
стимулируют активацию и трансдифференцировку 
HSC в миофибробластический фенотип с избыточной 
экспрессией α-SMA [12, 14–16]. Процессы активации, 
трансдифференцировки HSCs в настоящее время 
до конца не изучены и эффективная антифибротиче-
ская терапия не разработана. Источник покоящихся 
и активированных HSC не установлен. Предполагают, 
что их пул пополняется за счет клеток костного моз-
га, но нельзя исключать и то, что это самоподдержи-
вающаяся популяция клеток [12, 16–18]. 

При холестатических заболеваниях печени источ-
ником миофибробластов считают резидентные пор-
тальные фибробласты (PF) [13]. Окончательная роль 
PF в развитии холестатического фиброза до сих пор 
остается дискуссионной. В исследованиях с исполь-
зованием Col-GFP и Mdr2-/--мышей на начальных 
стадиях холестатического фиброгенеза источни-
ком миофибробластов выступали PF. Дальнейшее 
прогрессирование фиброза приводило к трансдиф-
ференцировке HSC в фиброгенный фенотип [16]. 
В других работах отмечено, что холестатический 
фиброз сопровождается одновременной активацией 
PF и HSC [16–18]. 

В настоящей работе мы предположили, что рост 
уровня мРНК MMP-9 может быть связан со скоро-
стью образования соединительной ткани в ходе фи-
брогенеза. В соответствии с этим, целью настоящей 
работы было получение новых данных об уровне 
экспрессии мРНК MMP-9 и фиброгенной популя-
ции клеток на разных стадиях токсического фибро-
за печени.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Дизайн эксперимента был одобрен на заседании 
Комиссии по биоэтике и гуманному обращению с ла-
бораторными животными при учреждении образо-
вания «Витебский государственный ордена Дружбы 
народов медицинский университет» (протокол № 6 
от 03.01.2019). В работе использовали половозре-

лых крыс-самцов Wistar весом от 190–210 г. Фиброз 
и цирроз печени моделировали путем хронической 
интоксикации тиоацетамидом (ТАА; Acros Organics). 
Свежеприготовленный раствор ТАА вводили интра-
гастрально через зонд в дозе 200 мг/кг массы тела 2 
раза в неделю в течение 17 нед. Крысы контрольной 
группы (n = 12) получали воду без ТАА в аналогич-
ном объеме. Животных рандомизировали на 8 групп 
(n = 12 в каждой) в зависимости от длительности 
воздействия ТАА: 3 нед. (1-я группа), 5 нед. (2-я 
группа), 7 нед. (3-я группа), 9 нед. (4-я группа), 11 
нед. (5-я группа), 13 нед. (6-я группа), 15 нед. (7-я 
группа), 17 нед. (8-я группа). 

Гистологические и морфометрические методы 
исследования
После декапитации под кратковременным эфирным 
наркозом с применением гильотины из большой 
левой доли печени крыс забирали образцы диа-
метром 5–10 мм, которые помещали в 10% раствор 
нейтрального формалина («Биовитрум», Россия) 
на фосфатном буфере и фиксировали в течение 
24 ч. Затем проводили обработку фиксированно-
го материала с последующей заливкой в парафин 
с использованием автомата для гистологической 
обработки ткани STP-120 (Thermo Fisher Scientific, 
Германия) и станции для заливки ткани парафи-
ном EC350 (Thermo Fisher Scientific). От каждого 
животного получали по одному блоку для каждо-
го метода окрашивания и с помощью ротационного 
микротома НМ340Е (MICROM, Laborgerate GmbH, 
Германия) готовили в среднем по 3–4 среза толщи-
ной 4 мкМ и помещали их на предметные стекла. 
Для получения обзорных гистологических препа-
ратов срезы печени окрашивали гематоксилином 
и эозином, а для выявления соединительной тка-
ни – по Маллори с помощью автомата для окраски 
HMS70 (Thermo Fisher Scientific) [19].

Иммуногистохимическое исследование проводили 
на парафиновых срезах [20]. В качестве маркера ак-
тивированных PF применяли поликлональные анти-
тела кролика FAP (FAP-alpha, пролилэндопептидаза 
FAP, разведение 1 : 100), активированных HSC – мо-
ноклональные антитела мыши к α-SMA (alpha-SMA, 
АСТА2, разведение 1 : 1000), гемопоэтических ство-
ловых клеток – поликлональные антитела кроли-
ка (CD45, разведение 1 : 200). Антитела производ-
ства Wuman Elabscience Biotechnology Incorporated 
Company, каталожный номер Е-АВ-32870 (FAP), 
Е-АВ-22155 (α-SMA), Е-АВ-16319 (CD45). В рабо-
те также использовали набор 2-step plus Poly-HRP 
Anti Rabbit/Mouse IgG Detection System/with DAB 
Solution; Retrieve-All Antigen (Unmasking System 
Basic), буфер для разведения антител (BioLegend), 
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Твин-20 (Glentham Life Sciences), PBS (Melford). 
Для лучшей ориентации в препарате и правильной 
идентификации клеток, содержащих искомый анти-
ген, срезы докрашивали гематоксилином Майера 
в течение 1 мин. Для объективной интерпретации 
результатов каждой исследуемой серии (группы 
животных) использовали положительный и отрица-
тельный контроли. Иммуногистохимическую окра-
ску оценивали как положительную только при от-
сутствии окрашивания в отрицательном контроле 
и, наоборот, как отрицательную при окрашивании 
в положительном контроле.

Морфометрический анализ
Гистологические препараты исследовали с исполь-
зованием компьютерных программ ImageScope 
Color и cellSens Standard. Площадь соединительной 
ткани определяли в процентах к общей площади 
среза [21]. Измерения осуществляли, используя ми-
крофотосъемку случайных полей зрения (не менее 
3 в каждом гистологическом срезе) препаратов пе-
чени цифровой камерой OLYMPUS XC30 (Япония) 
на базе микроскопа OLYMPUS BX51 (Япония) 
при  увеличении объектива 20×. Количество 
FAP-позитивных клеток (FAP+-клетки), α-SMA-
позитивных клеток (α-SMA+-клетки) и CD45-
позитивных клеток (CD45+-клетки) подсчитывали 
в трех полях зрения каждого гистологического сре-
за при увеличении объектива 40×. Степень фибро-
за оценивали с использованием полуколичественной 
шкалы Ishak K.G. (табл. 1) [22, 23].

Оценка относительного уровня мРНК гена MMP-9
Для исследования мРНК MMP-9 образцы пече-
ни помещали в криопробирки и далее в жидкий 
азот для хранения до начала процедуры выделе-
ния суммарной РНК. Общую фракцию РНК вы-
деляли согласно инструкции производителя на-
бора АртРНК MiniSpin («АртБиоТех», Беларусь). 
кДНК cинтезировали с использованием олиго(dT)-
праймеров и набора реагентов ArtMMLV Total 
(«АртБиоТех») в соответствии с инструкцией про-
изводителя. В каждой реакции использовали 200 нг 
общей фракции РНК. Олигонуклеотидные прайме-
ры и зонды для полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени (ПЦР-РВ) подбирали с по-
мощью бесплатного онлайн-приложения Primer3 
v. 0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).). В каче-
стве кандидатов в референсные гены были выбраны 
hes1, sdha и hprt. Последовательности олигонуклео-
тидов представлены в табл. 2.

ПЦР-РВ проводили с  использованием ре-
агентов производства «Праймтех», Беларусь. 
Конечный объем реакционной смеси составлял 

25 мкл и содержал все необходимые компонен-
ты в следующих концентрациях: 2 мМ хлорида 
магния, 0.1 мМ смеси дезоксинуклеотидтрифос-
фатов, 500 нМ олигонуклеотидов, включая зонд 
для ПЦР-РВ, 1.25 ед. термостабильной Taq-ДНК-
полимеразы с соответствующим буферным раство-
ром. Режим термоциклирования: 95оС – 2 мин, за-
тем 40 циклов: 95оС – 5 с, 60оС – 45 с. Детекция 
по каналу FAM после каждого цикла. В работе ис-
пользовали прибор CFX96touch (BioRad, США). 
Эффективность реакций определяли с помощью ме-
тода стандартной кривой и серий разведений кон-
центрированных образцов кДНК. ПЦР-РВ каждого 
образца биологического материала проводили в трех 
повторах. В каждой экспериментальной и контроль-
ной группах каждый из 12 образцов анализировали 
по отдельности для получения наибольшей досто-
верности и учета внутригрупповой вариации, фено-
типической гетерогенности уровня экспрессии генов. 

Статистический анализ 
Полученные результаты обрабатывали в програм-
ме Statistica 10.0 (StatSoft, Inc.), Microsoft Office 
Excel (Microsoft Corp.). В каждой выборке опреде-
ляли нормальность частотного распределения каж-
дого признака. Поскольку выборки не были малыми 
(n = 60>50), проверку осуществляли по критерию 
Лиллиефорса. Данные представлены в виде средних 
арифметических (М) и соответствующих доверитель-
ных интервалов (95%ДИ), медианы и значения 15 
и 85 процентилей (Ме (15%; 85%)). Об уровне стати-
стической значимости различий изучаемых призна-

Таблица 1. Стадии фиброза печени по шкале K.G. Ishak

Стадии фибро-
за по шкале 
Ishak K.G.

Морфологическая характеристика  
степени выраженности фиброза

F0 Фиброз отсутствует

F1
Фиброзное расширение портальных 

зон с короткими фиброзными септами 
и без них

F2
Фиброзное расширение большинства 
портальных зон с короткими фиброз-

ными септами и без них

F3
Фиброзное расширение большинства 
портальных зон с единичными мосто-
видными портопортальными септами

F4

Фиброзное расширение большинства 
портальных зон с выраженными 

мостовидными портопортальными 
и портоцентральными септами

F5
Многочисленные мостовидные септы 

с единичными узелками  
(неполный цирроз)

F6 Цирроз
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ков в группах с нормальным распределением данных 
судили по t-критерию Стьюдента; при отличии вы-
борок от нормального распределения использовали 
U-критерий Манна–Уитни. Для наглядности резуль-
таты статистической обработки данных представ-
ляли в виде графиков однофакторного и двухфак-
торного параметрического дисперсионного анализа. 
Так как во всех группах было одинаковое количество 

исследуемых признаков, допустимо использовать па-
раметрический дисперсионный анализ [24].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Патоморфологический анализ печени крыс
У животных интактной группы выявили незначитель-
ное количество соединительной ткани вокруг меж-

Таблица 2. Олигонуклеотидные праймеры и флуоресцентно меченные зонды, использованные в работе

Название олигонуклеотида Нуклеотидная последовательность, 5’ → 3’ Метка,  5’ Метка, 3’
mmp-9F CTACTCGAGCCGACGTCAC
mmp-9R AGAGTACTGCTTGCCCAGGA
mmp-9P GATGTGCGTCTTCCCCTTCG FAM BHQ1
hes1F GAAAGATAGCTCCCGGCATT
hes1R CGGAGGTGCTTCACTGTCAT
hes1P CCAAGCTGGAGAAGGCAGACA FAM BHQ1
hprtF GGACAGGACTGAAAGACTTGCT
hprtR ACAGAGGGCCACAATGTGAT
hprtP CATGAAGGAGATGGGAGGCC FAM BHQ1
sdhaF CCCACAGGTATCTATGGTGCT
sdhaR TTGGCTGTTGATGAGAATGC
sdhaP CATCACAGAAGGGTGCCGTG FAM BHQ1

Рис. 1. Фрагменты печени крыс контрольной группы (А), через 3 нед. (Б), 7 нед. (В), 9 нед. (Г), 13 нед. (Д), 
17 нед. (Е) после начала эксперимента. Окраска по методу Маллори. ×40 (А, Б), ×20 (В, Г). Окраска гематок-
силином-эозином. ×20 (Д, Е). А – незначительное количество соединительной ткани в области центральной 
вены (стрелка); Б – соединительная ткань в портальной зоне (стрелки); В – соединительнотканные септы между 
портальными зонами (стрелки); Г – сформированная ложная печеночная долька (выделена овальной рамкой); 
Д – сформированные ложные печеночные дольки разной формы и диаметра; Е – резко выраженная деструкция 
органа, клетки лимфоидно-гистиоцитарного инфильтрата (стрелки)

А Б В

Г Д Е
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дольковых сосудов и желчных протоков портальных 
зон, центральных и собирательных вен (F0, рис. 1А). 

Важно отметить, что по мере прогрессирования 
фиброза печени скорость разрастания соединитель-
ной ткани была неодинаковой (рис. 2). 

К 3 нед. эксперимента отмечали умеренное фор-
мирование фиброзной соединительной ткани в пор-
тальных зонах (F1, рис. 1Б). На 5 нед. процесс обра-
зования фиброзной ткани замедлился, но при этом 
она одновременно определялась как в портальных 
зонах, так и в паренхиме (мостовидный фиброз, F2/
F3). К 7 нед. эксперимента интенсивность синтеза 
соединительной ткани сохранилась практически 
на том же уровне, как и на 5 нед. (F3/F4, рис. 1В). 
На этапе перехода от фиброза к циррозу снова на-
блюдали усиленное формирование соединительной 
ткани, аналогичное началу эксперимента (3 нед.). 
Через 9 нед. у портальных зон происходило обра-
зование ложных печеночных долек, что было мор-
фологическим критерием начальной трансформации 
фиброза в цирроз (F4/F5, рис. 1Г). В период с 11 
по 17 нед. разрастание соединительной ткани до-
стигало максимально значения (F6, рис. 1Д,Е). 

В печени интактных животных клетки лимфоид-
но-гистиоцитарного инфильтрата практически от-
сутствовали. Это указывает на чрезвычайно низкую 
выраженность воспаления или его полное отсутствие. 
Вопреки распространенному мнению о росте уровня 
воспаления при развитии фиброза, на 3 нед. и да-
лее на 5 и 7 нед. не выявили морфологически значи-
мых очагов воспаления, что свидетельствовало о том, 
что инициация и развитие фиброза до начала пере-
стройки паренхимы протекали в данной токсической 
модели с низким уровнем воспаления. Начиная с 9 
нед. эксперимента, на этапе активной трансформа-
ции фиброза в цирроз наблюдали диффузные очаги 
воспаления в соединительнотканных септах и пор-
тальных зонах. К 11 нед. (стадия неполного цирро-
за) уровень воспаления оценивали как умеренный. 
Количество клеток лимфоидно-гистиоцитарного ряда 
увеличилось. С 13 по 17 нед. на стадии развитого 
цирроза уровень воспаления стремительно нарастал 
и расценивался нами как высокий (рис. 1Д,Е). 

Изменение количества клеток, экспрессирующих 
маркеры FAP, α-SMA и CD45 
Клетки, синтезирующие маркер FAP+, в печени ин-
тактных животных отсутствовали (рис. 3А). В си-
нусоидах α-SMA+-клетки не отмечены (рис. 3Б), 
но в отдельных случаях их выявляли в стенках 
междольковых артерий, междольковых и поддоль-
ковых вен. CD45+-клетки крайне редко локализо-
вались в просветах сосудов и синусоидах, вместе 
с тем в паренхиме не визуализировались (рис. 3В).

Начиная с 3 нед., наблюдали рост количества 
всех клеток, несущих указанные маркеры, однако 
число α-SMA+-, CD45+-клеток превышало число 
FAP+-клеток (рис. 4). 

На 5 нед. количество клеток, несущих целевые 
маркеры, увеличилось, при этом разрыв между 
FAP+-клетками и α-SMA+-клетками сократился. 
В то же время прирост CD45+-клеток был мини-
мальным. Далее на 7 и 9 нед. ситуация с FAP+- 
и α-SMA+-клетками повторяется. На 7 нед. прирост 
числа α-SMA+-клеток более выражен (в % отноше-
нии), на 9 нед. разрыв между количеством FAP+- 
и α-SMA+-клеток снова сокращается. Наблюдали 
также рост CD45+-клеток, однако по мере про-
грессирования фиброза его темпы замедляются, 
что переводит данный параметр в разряд минор-
ных по критерию темпов роста. С 11 по 13 нед. экс-
перимента при переходе фиброза в цирроз снова 
наблюдали увеличение разрыва в темпах роста 
FAP+- и α-SMA+-клеток, на фоне которого зафик-
сировали некоторое снижение числа CD45+-клеток. 
Их доля на 15 и 17 нед. оставалась самой низкой 
на фоне FAP+- и α-SMA+-клеток при зафиксиро-
ванном росте. В то же время количество α-SMA+-
клеток быстро нарастало. На всех сроках выявлена 
статистически значимая сильная корреляция меж-
ду площадью соединительной ткани и количеством 
FAP+-, α-SMA+-, CD45+-клеток. 

На гистологических препаратах α-SMA+-клетки 
округлой формы наблюдали в синусоидах и оча-
гах некроза до начала процесса трансформации 
фиброза в цирроз (9 нед.). С 11 по 17 нед. они на-
ходились как в синусоидах, так и в соединитель-
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Рис. 2. Изменение площади соединительной ткани 
на разных этапах исследования
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нотканных септах (рис. 3Г). FAP+-клетки округлой 
формы на первом этапе эксперимента располага-
лись вокруг междольковых сосудов и вблизи меж-
дольковых желчных протоков портальных зон, а с 7 
нед. их выявляли в соединительнотканных септах 
и синусоидах (рис. 3Д). С помощью метода окра-
ски по Маллори мы наблюдали направленное раз-
растание волокон фиброзной соединительной ткани 
с FAP+-клетками от двух портальных зон через па-
ренхиму печени навстречу друг другу, предопреде-
ляя путь для патологической ткани и формирования 
соединительнотканных мостов – мостовидный фи-
броз. CD45+-клетки локализовались диффузно среди 
других клеток лимфоидно-гистиоцитарного инфиль-
трата соединительнотканных септ и портальных зон, 
а также в просвете сосудов (рис. 3Е). Реже они вы-
являлись в синусоидах ложных печеночных долек.

Уровень экспрессии мРНК MMP-9
В качестве референсного гена для нормализа-
ции данных ПЦР-РВ выбрали ген hes1, поскольку 
уровень его экспрессии был наиболее стабильным 
на протяжении всего эксперимента. Использование 
генов hprt1 и sdha в качестве референсных призна-
но нецелесообразным в силу высокой вариабель-
ности уровня их мРНК. Эффективность ПЦР-РВ 
для мишени (MMP-9) и референсного гена (hes1) 

отличалась менее чем на 1% [25], поэтому относи-
тельный уровень мРНК оценивали с использовани-
ем стандартного метода K.J. Livak, T.D. Schmittgen 
[26]. Данные о нормализованном уровне экспрессии 
мРНК гена MMP-9 представлены на рис. 5.

В анализ включили все значения, полученные 
в рамках исследования, не исключая «выбросов». 
Невысокий уровень мРНК MMP-9 отмечен в кон-
трольной точке (интактные крысы). Интересно от-
метить, что к 3 нед. эксперимента на фоне разви-
вающегося фиброза относительный уровень MMP-9 
не увеличился и даже несколько снизился по срав-
нению с контрольным значением. В то же время 
уровень ММР-9 повысился на сравнительно неболь-
шом промежутке между 5 и 9 нед. эксперимента 
с последующим снижением до начального уровня. 
На фоне роста экспрессии мРНК MMP-9 проис-
ходил процесс трансформации фиброза в цирроз. 
Начиная с 11 нед., уровень мРНК MMP-9 снизился 
и, в итоге, уже с 13 по 17 нед. соответствовал на-
чальному в контрольной точке. 

Важно отметить, что рост уровня мРНК MMP-9 
в рамках фиброгенеза отмечен во многих работах, 
выполненных на лабораторных животных [27, 28]. 
Однако исследователи часто не уделяют достаточ-
ного внимания как подробному анализу всех этапов 
фиброза, так и выбору подходящего референсного 

А Б В

Г Д Е

Рис. 3. Фрагменты печени крыс контрольной группы (А, Б, В), через 15 нед. (Г, Д), через 17 нед. (Е) после на-
чала эксперимента. Иммуногистохимическое окрашивание: на FAP – (А, Д); на α-SMA – (Б, Г); на CD45 – (В, Е). 
Докраска гематоксилином Майера. Увеличение ×40. А – FAP+-клетки отсутствуют; Б – α-SMA+-клетки в сину-
соидах не выявлены; В – CD45+-клетки в паренхиме отсутствуют; Г – α-SMA+-клетки (стрелки); Д – FAP+-клетки 
(стрелки); Е – CD45+-клетки в соединительнотканной септе (стрелки)
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гена для нормализации данных ПЦР-РВ. На рис. 6 
представлены результаты нормализации получен-
ных нами данных с использованием двух других 
референсных генов (hprt1, sdha). Диапазон значе-
ний Ct указанных генов в рамках эксперимента был 
выше, чем у гена мишени – MMP-9. 

На рис. 6 приведен пример неадекватного исполь-
зования референсных генов для нормализации дан-
ных ПЦР-РВ. Например, при использовании hprt1 
в среднем регистрируется повышение уровня мРНК 
MMP-9 и также снижение на 3 нед. Однако относи-
тельные показатели варьируют в значительной степе-
ни. Мы считаем, что точность таких измерений может 
быть достаточной лишь при небольшом количестве 
контрольных точек эксперимента, но не рекоменду-
ем использовать hprt1 при подробном анализе стадий 
фиброза. В случае sdha становится невозможной реги-
страция падения уровня MMP-9 на 3 нед. эксперимен-
та, равно как и начало его падения на 11 нед. Стоит 
отметить, что выбор оптимального референсного гена 
зависит от стадии фиброза. При подробном изучении 
конкретных стадий, а не всего процесса в длительном 
эксперименте, следует дополнительно выбирать опти-
мальный референсный ген [19].

ОБСУЖДЕНИЕ 
В рамках настоящей работы мы не оценивали уро-
вень белка ММР-9 и не можем сказать, какие клет-
ки его синтезируют. Это будет предметом дальней-
ших исследований. Показано, что в печени MMP-9 
секретируется в основном клетками Купфера (ре-
зидентные макрофаги) [29, 30]. MMP-9 активирует 
латентный TGFβ (трансформирующий фактор роста 
бета) и способствует таким образом трансдиффе-
ренцировке HSC в миофибробластический фенотип 

Рис. 4. Изменение 
количества FAP+-, 
α-SMA+-, CD45+-
клеток на различных 
этапах исследования 
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и прогрессированию фиброза печени в дальней-
шем [31–33]. При этом Atta H. и соавт. отмечают, 
что MMP-9 может способствовать апоптозу транс-
формированных HSC при низком уровне TIMP1 
(тканевый ингибитор матриксных металлопротеи-
наз), и в этом процессе важную роль выполняют 
клетки Купфера [29, 30, 34]. Противоречивость дан-
ных затрудняет понимание роли клеток Купфера 
в фиброгенезе печени, что указывает на необходи-
мость фундаментальных исследований.

На начальных этапах инициации и развития 
фиброза печени наблюдалось увеличение площа-
ди соединительной ткани (3 нед. эксперимента). 
При этом уровень мРНК гена MMP-9 несколько 
снизился по сравнению со значениями в группе ин-
тактных животных. Вероятно, это снижение можно 
рассматривать как один из факторов относительно 
быстрого накопления белков внеклеточного матрик-
са. Снижение уровня мРНК MMP-9 может быть 
связано как с общим токсическим эффектом в от-
вет на воздействие ТАА, так и с более сложными 
процессами. Во-первых, развитие фиброза характе-
ризуется дисбалансом между выработкой металло-
протеиназ и соответствующих ингибиторов (белки 
семейства TIMP). Вероятно, TIMP индуцируется 
до того, как клетки начинают вырабатывать боль-
шее количество металлопротеиназ в ответ на ток-
сические повреждения. Во-вторых, экспрессия гена 
MMP-9 контролируется эпигенетическими меха-
низмами, и увеличение экспрессии может занимать 
какое-то время и/или ингибироваться на уровне 
транскрипции. 

К 5 нед. эксперимента на фоне роста уровня мРНК 
MMP-9 ощутимо снижаются темпы образования со-
единительной ткани. Вероятно, повышается экспрес-
сия соответствующего белка, что приводит к эффек-
тивному разрушению коллагена и других белков 
внеклеточного матрикса. Такую реакцию можно 
считать попыткой органа противодействовать про-
грессированию фиброза за счет гиперактивации ме-
таллопротеиназ. Аналогичная ситуация наблюдается 
и на 7 нед. эксперимента. На фоне незначительного 
роста уровня мРНК MMP-9 (по сравнению с 5 нед.) 
скорость синтеза соединительной ткани продолжа-
ет снижаться. Так, прирост площади соединительной 
ткани к 3 нед. по сравнению с контрольной группой 
составил – 2.1 раза (201%, р<0.05), к 5 нед. – 26.6% 
(р<0.05) и к 7 нед. всего 5.2% (р<0.05). 

На этапе начала перестройки органа и перехода 
от фиброза к циррозу уровень мРНК MMP-9 дости-
гает максимума – рост в 2.07 раза (р<0.05) по срав-
нению с контрольной группой животных. Однако 
скорость разрастания соединительной ткани замет-
но возрастает к 9 нед. и примерно на 50% (р<0.05) 

превышает количество, зафиксированное к 7 нед. 
По-видимому, на этой стадии происходит смена ро-
лей и уровень MMP-9 перестает быть важным фак-
тором сдерживания развития фиброза. Возможно, 
на передний план выходят факторы, связанные 
с воспалением, поскольку его роль заметно возрас-
тает, что выражается в росте числа диффузных 
очагов лимфоидно-гистиоцитарного инфильтрата.

К 11 нед. на стадии неполного цирроза уровень 
мРНК MMP-9 снижается и, вероятно, не играет 
важной роли в регуляции скорости увеличения пло-
щади соединительной ткани. Снижение ее образо-
вания происходит за счет каких-то альтернативных 
механизмов защиты/регенерации. Прирост мРНК 
MMP-9 составил всего 13% (р<0.05) по сравнению 
с 9 нед. При этом более выраженными становят-
ся признаки воспаления и в септах и портальных 
зонах значительно повышается количество клеток 
лимфоидно-гистиоцитарного инфильтрата. 

На стадии развитого цирроза в период 13–17 нед. 
уровень мРНК MMP-9 достигает значений в кон-
трольной группе животных. При этом уровень вос-
паления в органе достигает максимума. 

Иммуногистохимическим методом в печени крыс 
одновременно выявлены две морфологически неод-
нородные популяции миофибробластов, которые экс-
прессировали различные типы маркеров. При этом 
α-SMA+-клетки на ранних стадиях фиброза не распо-
лагались вместе с FAP+-клетками. До начала процесса 
трансформации фиброза печени в цирроз α-SMA+-
клетки отмечали в синусоидах печени и в очагах не-
кроза, а затем они локализовались как в синусоидах, 
так и в соединительнотканных септах. FAP+-клетки 
на стадии портального фиброза располагались око-
ло междольковых сосудов и междольковых желчных 
протоков портальных зон, а с 7 нед. их выявляли 
в соединительнотканных септах и синусоидах. 

Низкий уровень воспаления до стадии транс-
формации фиброза печени в цирроз дает основания 
предположить, что функция клеток, продуцирующих 
маркер CD45, заключается в их участии в регуляции 
функций полиморфных клеток патологических септ. 
Это требует более детальных исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты нашей работы показывают, что при из-
учении фиброгенеза печени выбор оптимального ре-
ференсного гена зависит от стадии фиброза. При под-
робном изучении конкретных стадий, а не всего 
процесса в длительном эксперименте, следует допол-
нительно проводить выбор оптимального референс-
ного гена. Уровень экспрессии мРНК MMP-9 стоит 
рассматривать как маркер инициации и развития фи-
броза печени, но не прогрессирования цирроза.
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Иммуногистохимическим методом в печени вы-
явлены одновременно две морфологически неодно-
родные популяции миофибробластов, которые син-
тезировали различные типы маркеров. FAP+-клетки 
вносят основной вклад в развитие портального и на-
чального этапа мостовидного фиброза. Их можно рас-
сматривать как одну из популяций миофибробластов 
при индуцированном тиоацетамидом фиброгенезе пе-
чени. В выбранной экспериментальной модели иници-
ация и развитие фиброза до начала перестройки па-
ренхимы протекают с низким уровнем воспаления. 
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ВВЕДЕНИЕ
Взаимодействие различных факторов роста и их 
рецепторов регулирует автономный рост раковых 
клеток [1]; так эпидермальный фактор роста (EGF) 
и его рецептор (EGFR) играют важную роль в пато-
генезе и прогрессировании различных типов злока-
чественных опухолей [2]. EGFR (или HER1) входит 
в семейство рецепторных тирозинкиназ ErbB, ко-
торое также включает HER2, HER3 и HER4. EGFR 
содержит внеклеточный домен, гидрофобный транс-

мембранный домен, внутриклеточный каталитиче-
ский тирозинкиназный домен и несколько внутри-
клеточных остатков тирозина [3].

В настоящее время в терапии опухолей исполь-
зуют два типа ингибиторов ErbB: моноклональ-
ные антитела против внеклеточного домена EGFR 
или HER2, такие, как цетуксимаб, матузумаб, па-
нитумумаб, трастузумаб, пертузумаб, и ингибиторы 
тирозинкиназы, которые конкурируют за связыва-
ние в тирозинкиназном домене EGFR с молекулами 

РЕФЕРАТ Рецептор эпидермального фактора роста (EGFR) – онкогенная тирозинкиназа, которая уча-
ствует в возникновении и прогрессировании опухоли, поэтому ингибиторы EGFR и моноклональные 
антитела к этому рецептору имеют большое значение в терапии опухолей. Экспрессия трансгена EGFR 
в линии клеток MCF7 (MCF7-EGFR) аденокарциномы молочной железы человека, как показано нами 
ранее, стимулирует рост клеток в виде 3D-сфероидов. В представленной работе изучено, влияет ли 
ингибирование EGFR на сборку сфероидов или приводит к разрушению уже сформированных сфе-
роидов. Сравнили действие анти-EGFR siРНК, моноклонального антитела цетуксимаб против EGFR 
и ингибитора тирозинкиназы AG1478 на диссоциированные и целые сфероиды клеток MCF7-EGFR. 
Чувствительность клеток MCF7-EGFR к цитотоксическому действию цетуксимаба и AG1478 была в 2.5 
раза выше, чем у клеток родительской линии MCF7. Обнаружено, что подавление мРНК EGFR c по-
мощью siРНК уменьшало образование сфер, тогда как обработка уже сформированных сфероидов 
не вызывала такого эффекта. Обработка диссоциированных сфероидов цетуксимабом и AG1478 также 
тормозила образование сфер MCF7-EGFR. Мы предполагаем, что экспрессия EGFR важна по край-
ней мере на стадии формирования сфероидов. Обнаружено значительное увеличение уровня белка 
адгезии N-кадгерина при переходе от адгезивной клеточной культуры MCF7wt к сфероидам MCF7-
EGFR. При воздействии siРНК и цетуксимаба на клетки MCF7-EGFR уровень N-кадгерина снижался. 
Таким образом, показано участие N-кадгерина в EGFR-зависимом образовании сфероидов MCF7-EGFR. 
Сфероиды MCF7-EGFR являются релевантной моделью для изучения агрессивных гормон-положи-
тельных опухолей молочной железы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА 3D-культура клеток, сфероиды, MCF7, EGFR, siРНК, цетуксимаб, AG1478.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ EGFR – рецептор эпидермального фактора роста; siРНК – малая интерфери-
рующая РНК; LF – Lipofectamine 3000; PI – йодид пропидия; wt – дикий тип; AG – ингибитор EGFR 
(AG1478); ДМСО – диметилсульфоксид; FDA – диацетат флуоресцеина; SD – стандартное отклонение; 
IC50 – концентрация препарата, при которой гибель клеток достигает 50%.
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АТР, например, гефитиниб, эрлотиниб, лапатиниб, 
AEE788 [4]. В 2004 году Управление по санитарно-
му надзору за качеством пищевых продуктов и ме-
дикаментов США впервые одобрило применение 
цетуксимаба при метастатическом колоректальном 
раке, а в 2011 году – в терапии рака головы и шеи 
[5, 6]. Цетуксимаб – рекомбинантное химерное моно-
клональное антитело IgG1 человек/мышь, которое 
связывается с рецептором эпидермального фактора 
роста. Конкурентное специфическое связывание це-
туксимаба с EGFR ингибирует фосфорилирование 
рецептора, сигнальный путь EGFR и, как итог, про-
лиферацию опухолевых клеток [7].

Нокдаун терапевтически значимых генов-мише-
ней также может быть эффективной стратегией те-
рапии опухолей. Ингибирование процессинга мРНК 
с помощью малых интерферирующих РНК (siРНК) 
рассматривается как один из способов блокирова-
ния специфической мишени. РНК-интерференция 
является защитным механизмом от попадающих 
в клетку экзогенных нуклеиновых кислот, напри-
мер, вирусной РНК [8]. В настоящее время проходят 
доклинические и клинические испытания несколько 
агентов на основе siРНК, предназначенных для ле-
чения рака предстательной железы и головного 
мозга [9].

Ранее нами была получена линия клеток MCF7 
аденокарциномы молочной железы человека с по-
вышенной экспрессией EGFR и установлено, что из-
быток EGFR в клетках MCF7 приводит к спонтан-
ному образованию сфер в стандартных условиях 
культивирования [10, 11]. Сфероиды MCF7-EGFR 
имеют округлую форму с четко выраженной внеш-
ней границей и медианным диаметром, равным 100 
мкм; размер крупных сфероидов может превы-
шать 400 мкм. Поскольку нами показано, что про-
дукция EGFR влияет на адгезионные свойства 
клеток MCF7-EGFR, можно предположить, что ин-
гибирование EGFR может вызывать разрушение 
сформированных сфероидов или подавлять сборку 
сфероидов из отдельных клеток. Чтобы подтвер-
дить эту гипотезу, мы изучили влияние анти-EGFR 
siРНК, цетуксимаба и ингибитора тирозинкиназы 
AG1478 на структуру и формирование сфероидов 
MCF7-EGFR.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии
В работе использовали клеточные линии адено-
карциномы молочной железы человека MCF7wt 
(#ACC 115, Германия) и MDA-MB-231 (#ACC 732, 
Германия). Клетки культивировали в виде моно-
слойной культуры в среде IMDM или DMEM со-

ответственно, содержащей 10% FBS и 1% пеницил-
лина-стрептомицина-амфотерицина (далее – полная 
среда), как описано ранее [12].

Клеточная линия аденокарциномы молочной же-
лезы человека MCF7-EGFR, формирующая сфе-
роиды, описана ранее [10]. Сфероиды MCF7-EGFR 
культивировали в стандартных условиях в планше-
тах с неадгезивным покрытием (Nest Bio-technology 
Co., Китай).

Сферообразование и подсчет сфероидов
Для построения кинетических кривых сферообра-
зования клетки диссоциировали с помощью реа-
гента Stempro™ Accutase™ (Gibco, США), высевали 
в количестве 3 × 104 клеток/лунку в 48-луночный 
планшет с неадгезивным покрытием (Eppendorf, 
Германия) и культивировали в стандартных усло-
виях как описано выше. Сфероиды подсчитывали 
в трех или шести независимых лунках планшета 
с использованием инвертированного микроскопа 
(Eclipse Ti, Nikon, Япония) при 40-кратном увели-
чении. В светлом поле подсчитывали все свободно 
плавающие сфероиды, размер которых превышал 
30 мкм. Затем рассчитывали среднее количество 
сфероидов на лунку и стандартное отклонение (SD). 
Предварительный подсчет во всех экспериментах 
проводили с использованием программного обеспе-
чения ImageJ (версия 1.52a, США) (данные не при-
ведены). Точное количество сфероидов рассчитыва-
ли вручную.

Конструирование анти-EGFR siРНК
Для оценки ингибирования EGFR на сфероидах 
MCF7-EGFR были сконструированы siРНК на осно-
ве последовательностей, описанных в работе [13]. 
Синтез олигонуклеотидов проводили в лаборатории 
химии РНК ИХБФМ СО РАН. Использовали следу-
ющие siРНК: senScr 5’-CAA GUC UCG UAU GUA- 
GUG GUU-3’, antiScr 5’-CCA CUA UAU ACG AGA- 
CUU GUU-3’, senEGFR 5’-GUC CGC AAG UGU- 
AAG AAG UTT-3’, antiEGFR 5’-ACU UCU UAC ACU- 
UGC GGA CTT-3’. Средняя концентрация рибооли-
гонуклеотидов в растворе составляла 0.203 мМ.

Гибридизация siРНК
Эквимолярные количества sen- и anti-цепей siРНК 
смешивали с 5-кратным буфером для гибридизации 
siРНК (100 мМ C2H3NaO2, 30 мМ HEPES-KOH, 2 мМ 
Mg(CH3COO)2, pH 7.4) в соотношении 2:2:1. Образцы 
нагревали на водяной бане в течение 2 мин при 90°С 
и охлаждали до комнатной температуры. К полу-
ченной смеси добавляли два объема 1× буфера 
для гибридизации siРНК. Конечная концентрация 
siРНК-дуплексов составила 27 мкМ.
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Трансфекция клеток siРНК
Трансфекцию siРНК проводили с использованием 
реагента Lipofectamine 3000 (Invitrogen, США) в со-
ответствии с протоколом производителя. Клетки 
высевали за 24 ч до эксперимента, обрабатыва-
ли 100 нМ siРНК и инкубировали в течение 4 ч 
при 37°С, после чего среду заменяли на полную 
среду, подходящую для данной культуры клеток, 
и продолжали культивирование. 

Анализ выживаемости клеток
Жизнеспособность клеток определяли через 72 ч 
после обработки препаратом с помощью МТТ-теста 
как описано в [12]. Значения IC50 рассчитывали 
с помощью программного обеспечения CompuSyn 
версии 1.0.

Исходный раствор (5 мг/мл) цетуксимаба 
Эрбитукс® (Merck Healthcare, Германия) храни-
ли при +4°C. Для экспериментов на культуре кле-
ток цетуксимаб разводили в полной среде IMDM. 
Исходный раствор (31.7 мМ) AG1478 (Sigma-Aldrich, 
США) в ДМСО:МеОН (1:1) хранили при -20°С. 
Для экспериментов на культуре клеток AG1478 раз-
водили в полной среде IMDM так, чтобы концентра-
ция ДМСО в лунках составляла 0.5%.

Окрашивание FDA
Исходный раствор (1 мг/мл) диацетата флуорес-
цеина – FDA (Sigma-Aldrich, США), разведенного 
в ДМСО, хранили при -20°C. Раствор добавляли 
в культуральную среду до конечной концентрации 
вещества – 10 мкг/мл. Сфероиды инкубировали 
в полной среде IMDM с растворенным FDA в тече-
ние 30 мин. После этого сфероиды собирали центри-
фугированием и промывали PBS. Жизнеспособность 
клеток и цитотоксичность анализировали с исполь-
зованием флуоресцентного микроскопа (Eclipse Ti, 
Япония) и проточной цитометрии.

Проточная цитометрия
После обработки препаратом сфероиды диссоции-
ровали с помощью реагента Stempro™ Accutase™, 
промывали в PBS и инкубировали с антителами 
к EGFR для определения уровня EGFR. Клетки 
для анализа жизнеспособности инкубировали с йо-
дидом пропидия (PI) или FDA в соответствии с про-
токолом производителя. Использовали следующие 
антитела: моноклональные антитела IgG мыши 
к белку EGFR (Invitrogen, США), вторичные анти-
тела, конъюгированные с флуоресцентной меткой 
Alexa Fluor 647 (Abcam, Великобритания). Все ана-
лизы выполняли с использованием проточного цито-
метра FACSCantoII (BD Biosciences, США), данные 
анализировали с помощью программного обеспече-

ния FACSDiva (BD Biosciences, США). Популяции 
клеток выделяли с использованием прямого и боко-
вого светорассеяния, чтобы исключить мелкие ча-
стицы. В каждом эксперименте собирали не менее 
10000 событий.

Вестерн-блот-анализ
Вестерн-блот-анализ проводили согласно прото-
колу, описанному в [14]. Клетки лизировали, из-
меряли концентрацию белка, после чего образ-
цы (15 мкг) разделяли с помощью 10% SDS-PAGE 
и переносили на мембрану PVDF. Мембрану бло-
кировали раствором 5% сухого молока, инкубиро-
вали последовательно с первичными и вторичными 
антителами, конъюгированными с пероксидазой 
хрена. Использовали следующие антитела: первич-
ные антитела IgG к актину (Sigma-Aldrich, США), 
EGFR (Santa Cruz Biotechnology, США), SNAIL + 
SLUG (Abcam), N-кадгерину (Invitrogen, США), 
E-кадгерину (Abcam) и конъюгаты вторичных ан-
тител с пероксидазой хрена к антигенам кролика 
(Thermo Fisher, США) и мыши (Thermo Fisher). 
Хемилюминесцентный сигнал регистрирова-
ли с помощью набора реагентов Novex ECL HRP 
(Invitrogen) и прибора GE Amersham Imager 600 
(GE, США). Денситометрический анализ вестерн-
блотов проводили с использованием программного 
обеспечения для анализа изображений GelAnalyser 
версии 2010a.

Статистический анализ
Результаты представлены как среднее арифмети-
ческое ± SD для выборки. Статистический анализ 
проводили с использованием t-критерия Стьюдента. 
Различия считали статистически значимыми 
при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние анти-EGFR siРНК на сфероиды 
MCF7-EGFR
Влияние понижения экспрессии EGFR на образова-
ние сфероидов MCF7-EGFR мы оценили с исполь-
зованием анти-EGFR siРНК. Используя междуна-
родную базу данных NCBI Nucleotide установлено, 
что выбранная анти-EGFR siРНК комплементарна 
последовательности экзона 8 гена EGFR челове-
ка. Этот экзон кодирует фрагмент субдомена III 
EGFR, отвечающего за связывание рецептора с ли-
гандом [15].

Сфероиды MCF7-EGFR диссоциировали на от-
дельные клетки, а затем высевали в планшеты 
с 100 нМ анти-EGFR siРНК. В качестве трансфи-
цирующего агента использовали Lipofectamine 3000 
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(LF). SiРНК, имеющую случайную последователь-
ность (Scramble siРНК), использовали в качестве 
отрицательного контроля, а клетки, обработанные 
только LF, – в качестве контроля цитотоксической 
активности LF. Динамику роста и образования сфер 
после обработки siРНК и в контрольных образцах 
оценивали методом автоматического и прямого под-
счета сфер. Обработка клеток анти-EGFR siРНК 
приводила к уменьшению числа сфероидов по срав-
нению с контрольными клетками и клетками, обра-
ботанными Scramble siРНК (рис. 1А,Б). 

Уровень общего клеточного EGFR в клетках 
MCF7-EGFR был почти в 10 раз выше, чем в клет-
ках MCF7wt (рис. 2В,Г). Нокдаун EGFR под дей-
ствием анти-EGFR siРНК оценивали методом про-
точной цитометрии и вестерн-блотинга, используя 
антитела к поверхностному и внутреннему доменам 
белка соответственно. Показано, что снижение уров-
ня поверхностного EGFR на вторые сутки после об-

работки siРНК сфероидов MCF7-EGFR составило 
примерно 20–25% (pис. 2). Данные вестерн-блотинга 
хорошо согласуются с результатами определения 
уровня поверхностного EGFR в клетках, обработан-
ных siРНК. 

Чтобы выявить влияние анти-EGFR siРНК 
на сформированные структуры, сфероиды EGFR-
MCF7 помещали в неадгезивный планшет, а затем 
инкубировали с siРНК. Обнаружено, что анти-EGFR 
siРНК не влияла на структуру сфероидов (рис. 3). 
Обычно для эффективного ингибирования экспрес-
сии белка-мишени используют siРНК в концентра-
ции 20–200 нМ [16–18]. Однако siРНК могут хуже 
проникать в сфероиды, чем в клетки, растущие 
в монослое, поэтому в экспериментах со сфероида-
ми часто используют более высокие концентрации 
siРНК или проводят трансфекцию в среде с сы-
вороткой [19, 20]. В нашем исследовании увели-
чение концентрации анти-EGFR siРНК до 200 нМ 

Рис. 1. Влияние анти-EGFR siРНК 
на образование сфероидов 
MCF7-EGFR. A – фотографии 
контрольных и обработанных 
siРНК сфероидов MCF7-EGFR. 
Б – динамика роста сфероидов 
MCF7-EGFR. Разрушенные 
сфероиды высевали в 48-луноч-
ные планшеты, обрабатывали 
siРНК (100 нМ) и подсчитывали 
в отдельных лунках с указани-
ем числа сфероидов на лунку. 
Контрольные клетки обрабаты-
вали LF
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не приводило к дополнительному снижению уровня 
EGFR. Проведение трансфекции в среде с сыворот-
кой не повышало эффективность подавления EGFR 
в сфероидах MCF7-EGFR (данные не приведены). 
Дальнейшая оптимизация трансфекции сфероидов 
MCF7-EGFR с помощью siРНК представляется нам 
весьма актуальной. 

На основании полученных данных можно сде-
лать вывод, что подавление EGFR специфически-
ми siРНК на стадии сборки сфероидов приводит 
к снижению темпа сферообразования в культу-
ре MCF7-EGFR. В то же время подавление EGFR 
в зрелых сфероидах не приводит к их разрушению.

Влияние цетуксимаба на клетки MCF7wt 
и зрелые сфероиды MCF7-EGFR
Поскольку связывание цетуксимаба с мишенью вы-
зывает гибель клеток, этот препарат применяют 
в иммунотерапии EGFR-положительных злокаче-
ственных новообразований [21]. Оценили цитоток-
сическую активность цетуксимаба в отношении 
сфероидов MCF7-EGFR: к сфероидам добавляли 
препарат (25–200 мкг/мл) и продолжали культи-
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Рис. 2. Оценка снижения уровня EGFR в клетках MCF7-EGFR под действием анти-EGFR siРНК. А – количествен-
ная оценка клеточной популяции EGFR+. Данные представлены как средняя интенсивность флуоресценции (MFI) 
EGFR+-клеток по отношению к контрольным клеткам ± SD по двум независимым экспериментам. Б – репрезен-
тативное изображение цитометрического анализа. В, Г – изменения уровня EGFR после обработки анти-EGFR 
siРНК. В качестве контрольных клеточных линий использовали MDA-MB-231, MCF7wt. Сфероиды MCF7-EGFR 
диссоциировали и обрабатывали Scramble siРНК, анти-EGFR siРНК (100–200 нМ) в течение 48 ч. В – репрезента-
тивные изображения вестерн-блот-анализа. Г – Вестерн-блот-анализ EGFR/актин в клетках

Рис. 3. Анализ воздействия анти-EGFR siРНК на структу-
ру сфероидов MCF7-EGFR. Кинетика роста сфероидов 
MCF7-EGFR. Целые сфероиды высевали, обрабатыва-
ли siРНК (100 нМ) и подсчитывали в отдельных лунках 
24-луночных планшетов с указанием числа сфероидов 
на лунку. Контрольные сфероиды обрабатывали LF. 
Данные представлены как среднее ± SD трех незави-
симых экспериментов
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Рис. 4. Цитотоксическая активность цетуксимаба в отношении сфероидов MCF7-EGFR (А) и клеток MCF7 дико-
го типа (Б). Определение значений IC50 по данным МТТ-анализа. В, Г – оценка доли живых клеток сфероидов 
MCF7-EGFR после обработки цетуксимабом методом проточной цитометрии. Клетки MCF7-EGFR инкубировали 
с цетуксимабом (50 мкг/мл) в течение 72 ч и окрашивали FDA. В – средний % живых клеток ± SD двух неза-
висимых экспериментов. Г – MFI – средняя интенсивность флуоресценции живых клеток. Различия были зна-
чимыми при *p< 0.05, **p< 0.01. Д, Е – изменения уровня EGFR после обработки цетуксимабом. Сфероиды 
MCF7-EGFR диссоциировали и обрабатывали цетуксимабом (25–50 мкг/мл) в течение 48 ч. Д – репрезентатив-
ные изображения вестерн-блот-анализа. Е – Вестерн-блот-анализ EGFR/актин в клетках
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вировать в стандартных условиях в течение 72 ч. 
После этого клетки окрашивали йодистым пропиди-
ем (PI) и методом проточной цитометрии определя-
ли процент PI-негативных клеток, что соответствует 

популяции живых клеток (рис. 4А). Значение IC50 
цетуксимаба составило 136 мкг/мл для сфероидов 
MCF7-EGFR и 304 мкг/мл для клеток родительской 
линии MCF7wt, что в 2.5 раза выше, чем в случае 
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клеток сфероидов MCF7-EGFR, и свидетельству-
ет об устойчивости клеток к препарату (рис. 4Б). 
Сравнение экспериментальных значений IC50 
с опубликованными данными для других EGFR-
положительных опухолевых клеток, например рака 
легкого A549 (IC50 = 146 мкг/мл) [22], позволяет 
охарактеризовать клеточную линию MCF7-EGFR 
как чувствительную к цетуксимабу. Таким образом, 
клетки сфероидов MCF7-EGFR, культивируемые 
в стандартных условиях, доступны для воздействия 
цетуксимаба.

Поскольку в задачи исследования входила оценка 
эффекта цетуксимаба на сферы, отличного от ци-
тотоксического, далее использовали концентрацию 
цетуксимаба, меньшую, чем значение IC25. Для ви-
зуализации живых клеток использовали диацетат 
флуоресцеина (FDA) – субстрат эстеразы, способ-
ный проникать в клетку. FDA можно использовать 
в качестве инструмента для анализа жизнеспособ-
ности, который измеряет как ферментативную ак-
тивность, так и целостность клеточной мембраны 
[23]. Сфероиды MCF7-EGFR обрабатывали цетук-
симабом (50 мкг/мл) в течение 72 ч и окрашивали 
FDA. С помощью проточной цитометрии клеток, об-
работанных цетуксимабом, выявлено снижение по-
пуляции живых клеток до 20% от значений в кон-
троле (рис. 4В,Г). В образцах сфероидов, к которым 
не добавляли цитотоксический агент, также присут-
ствовали погибшие клетки, наличие которых мож-
но объяснить формированием некротического ядра 
сфероидов, вызванным недостатком транспорта кис-
лорода и питательных веществ, как описано нами 
ранее [10]. Цетуксимаб сильнее снижал уровень 
EGFR, чем анти-EGFR siРНК: до 60% относительно 
необработанных клеток MCF7-EGFR (рис. 4Д,Е).

Добавление цетуксимаба на стадии 
диссоциированных сфероидов снижает 
образование сфер MCF7-EGFR
Чтобы подтвердить способность цетуксимаба ин-
гибировать образование сфероидов MCF7-EGFR, 
мы оценили динамику сферообразования после 
обработки цетуксимабом. Сфероиды MCF7-EGFR 
диссоциировали и культивировали в стандартных 
условиях в присутствии цетуксимаба (50 мкг/мл). 
Обработка цетуксимабом вела к полному подавле-
нию образования сфер на шестые сутки культиви-
рования (рис. 5).

Также мы оценивали влияние цетуксимаба 
на сформированные сфероиды. Сфероиды MCF7-
EGFR высевали на неадгезионный культураль-
ный планшет в среде с добавлением цетуксимаба 
(50 мкг/мл) на 72 ч. Обработка цетуксимабом приво-
дила к уменьшению количества сфероидов, что сви-

детельствует о стимуляции разрушения сфероидов 
MCF7-EGFR при ингибировании EGFR (рис. 6А,Б). 
Сфероиды, обработанные цетуксимабом и окра-
шенные FDA, анализировали с помощью флуорес-
центной микроскопии. Показано, что в присутствии 
цетуксимаба появилось много отдельных клеток, 
а число крупных и структурированных сфероидов 
уменьшалось по сравнению с контролем (рис. 6В).

После воздействия ингибитора цетуксимаба ко-
личество сфер снижалось по сравнению с необ-
работанными образцами, и этот эффект показан 
как для диссоциированных сфероидов, так и уже 
сформированных сфер. Мы считаем, что цетукси-
маб оказывает преимущественно стойкое антипро-
лиферативное действие как в новых, так и в уже 
существующих сфероидах. В отличие от siРНК, 
эффективность доставки цетуксимаба в клетки 
внутреннего слоя сфероида не вызывает сомнений, 
так как эффекты цетуксимаба подтверждены на ор-
ганизменном уровне [5].

Влияние AG1478 на образование сфер клетками 
MCF7-EGFR
Мы  проанализировали действие на  клетки 
MCF7-EGFR ингибитора EGFR – тирфостина 
(AG1478, или AG), который ингибирует связывание 
молекул ATP с внутриклеточным доменом рецеп-
тора. Значение IC50 AG1478 для клеток MCF7 ди-
кого типа было почти вдвое выше, чем для клеток 
MCF7-EGFR (рис. 7А,Б). Таким образом, показано 
изменение чувствительности клеток MCF7-EGFR 
к EGFR-ингибирующим агентам по сравнению 
с клетками MCF7wt. 

Рис. 5. Анализ влияния цетуксимаба на сферообразо-
вание MCF7-EGFR. Сфероиды диссоциировали, вы-
севали в 48-луночный неадгезионный планшет, обраба-
тывали цетуксимабом (50 мкг/мл) и подсчитывали их 
количество в отдельных лунках. Данные представлены 
как среднее значение ± SD трех независимых экспери-
ментов; *р < 0.05
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Для анализа влияния AG1478 на сферообразо-
вание сфероиды MCF7-EGFR диссоциировали, вы-
севали в планшеты и через 24 ч культивирования 
добавляли к клеткам AG1478 (10 мкМ). Обработка 
AG1478 значительно снижала количество сфероидов 
по сравнению с контрольными клетками (рис. 7В).

Влияние siРНК и цетуксимаба на уровень белков 
адгезии и белков-регуляторов эпителиально-
мезенхимального перехода
Рао и соавт. показали, что EGFR регулирует ак-
тивацию интегрина и пространственную организа-
цию фокальных спаек [24]. Поэтому представля-
ет интерес изучение взаимосвязи между уровнем 
EGFR и образованием сфер, когда между клет-
ками формируются не только горизонтальные, 
но и вертикальные взаимодействия и происходят 
существенные изменения адгезионных свойств. 
Важным компонентом, контролирующим взаимо-
действие между клетками и их окружением, явля-
ется клеточная адгезия. Показано, что EGFR мо-
жет дестабилизировать адгезию, опосредованную 
Е-кадгерином, усиливая эндоцитоз Е-кадгерина, 
модифицируя его взаимодействие с цитоскелетом 
и снижая его экспрессию, тем самым способствуя 
онкогенезу [25].

Чтобы сравнить влияние анти-EGFR-агентов 
на уровень определенных белков в сфероидах 
MCF7-EGFR, обработанных siРНК или цетуксима-
бом, и в родительских клетках MCF7wt мы про-
анализировали уровень SNAIL/SLUG, N-кадгерина 
и E-кадгерина методом вестерн-блотинга. 

Транскрипционные факторы SNAIL и SLUG уча-
ствуют в регуляции эпителиально-мезенхимального 
перехода, важного фактора в трехмерных моделях 
[26]. Мы не обнаружили различий в базовом уровне 
белков SNAIL/SLUG между клеточными линиями 
MCF7wt и MCF7-EGFR. Инкубация с siРНК не вли-
яла на уровень SNAIL/SLUG, но обработка цетукси-
мабом приводила к двукратному увеличению уров-
ня SNAIL/SLUG в клетках MCF7-EGFR (рис. 8А,В).

Соотношение N-кадгерина и E-кадгерина в клет-
ке считается важным фактором, определяющим 
межклеточную адгезию и образование сферои-
дов [27]. Нами обнаружено, что базовый уровень 
N-кадгерина в клеточной линии MCF7-EGFR был 
более чем в 5 раз выше, чем в исходной клеточ-
ной линии MCF7wt. Обработка анти-EGFR-агентами 
приводила к снижению уровня N-кадгерина в сфе-
роидах MCF7-EGFR (рис. 9А,Б). Базовый уровень 
Е-кадгерина в клетках MCF7-EGFR не отличал-
ся статистически значимо от уровня в сферои-
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Рис. 6. Влияние цетуксимаба на структуру сфероидов MCF7-EGFR. А – фотографии контрольных и обрабо-
танных цетуксимабом сфероидов MCF7-EGFR. Б – кинетика роста сфероидов MCF7-EGFR, культивируемых 
в среде с цетуксимабом и без него. Целые сфероиды высевали, обрабатывали цетуксимабом (50 мкг/мл), 
подсчитывали в отдельных лунках 48-луночного планшета и указывали количество сфероидов на лунку. Данные 
представлены как среднее значение ± SD трех независимых экспериментов; **р < 0,01. В – микроскопический 
анализ сфероидов MCF7-EGFR, обработанных цетуксимабом в течение 72 ч и окрашенных FDA
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Рис. 8. Изменения 
клеточных белков по-
сле обработки анти-
EGFR siРНК и цетук-
симабом. В качестве 
контрольных клеточ-
ных линий использо-
вали MDA-MB-231, 
MCF7wt. Сфероиды 
MCF7-EGFR диссо-
циировали и обраба-
тывали Scramble siРНК, 
анти-EGFR siРНК 
(100–200 нМ)  
или цетуксимабом 
(25–50 мкг/мл)  
в течение 48 ч. 
А – репрезентатив-
ные изображения 
вестерн-блотов. 
Б – Вестерн-блот-
анализ SNAIL+SLUG/
актина в клетках

MCF7-EGFR

Актин42 кДа

29 кДа SNAIL+SLUG

SNAIL+SLUG/Актин

100 200

100 200

100 200

100 200

25  50

25  50

Н
о

р
м

ал
из

о
ва

нн
ая

  
ин

те
нс

ив
но

ст
ь 

си
гн

ал
а,

 % 250

200

150

100

50

0

А

Б

MCF7-EGFR

Scr siРНК ЦетуксимабАнти-EGFR 
siРНК

Scr siРНК Цетуксимаб
Анти-EGFR 

siРНК

M
DA-M

B-2
31

M
DA-M

B-2
31

M
CF7w

t

M
CF7w

t

Контр
оль

Контр
оль

Контр
оль L

F

Контр
оль L

F

MCF7wt

IC50 = 33 мкМ IC50 = 17 мкМ

PI
-п

о
ло

ж
ит

е
ль

ны
е

 
кл

е
тк

и,
 %

PI
-п

о
ло

ж
ит

е
ль

ны
е

 
кл

е
тк

и,
 %

AG, мкМ
0 10 20 40 0 10 20

80
70
60
50
40
30
20
10

0

70
60
50
40
30
20
10

0

MCF7-EGFR

AG, мкМ

К
о

ли
че

ст
во

 с
ф

е
р

о
ид

о
в,

 ш
т.

Дни
0 1 2 3 4 5 6

100

80

60

40

20

0

Контроль AG 10

А Б

В
Рис. 7. Цитотоксическая активность AG1478 (AG) в от-
ношении клеток MCF7wt (А) и сфероидов MCF7-EGFR 
(Б). Клетки MCF7wt или сфероиды MCF7-EGFR инкуби-
ровали с AG (10–40 мкМ) в течение 5 дней. Контроль-
ные клетки обрабатывали ДМСО. После обработки 
сфероиды диссоциировали, окрашивали PI и анализиро-
вали с помощью проточной цитометрии. Данные пред-
ставлены как средний % PI-положительных клеток ± SD 
двух независимых экспериментов. В – кривые роста 
сфероидов MCF7-EGFR. Разрушенные сфероиды вы-
севали в 48-луночные планшеты и после 24 ч инкубации 
обрабатывали AG (10 мкМ). Подсчитывали количество 
сфероидов в отдельных лунках. Данные представлены 
как среднее значение ± SD шести независимых экспе-
риментов. Статистические различия между контроль-
ной и опытной группами обозначены * при p<0.05, 
** при p <0.01, *** р < 0.001
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дах MCF7-EGFR. Более того, уровень Е-кадгерина 
в сфероидах MCF7-EGFR не зависел от добавления 
анти-EGFR siРНК или цетуксимаба (рис. 9А,В).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами обнаружено, что тирозинкиназный рецептор 
EGFR участвует в поддержании образования сфер 
клеток MCF7-EGFR. Значение EGFR для форми-
рования сфероидов подтверждено в экспериментах 
с ингибиторами EGFR. Показано, что подавление 
EGFR на стадии отдельных клеток снижало сфе-
рообразование, тогда как обработка уже сформи-
рованных сфероидов такого эффекта не выявила. 
Мы предполагаем, что экспрессия EGFR важна, 
по крайней мере, на стадии формирования сферо-
ида. Чтобы получить значительный эффект нокда-
уна гена EGFR с применением siРНК на больших 
сфероидах, необходимо повысить эффективность 
системы трансфекции. Также показано, что переход 
клеток MCF7-EGFR в трехмерные структуры свя-
зан с значительным повышением экспрессии бел-
ка N-кадгерина. На основании полученных данных 

мы предполагаем, что образование сфер клетками 
MCF7-EGFR частично связано с клеточными путя-
ми, регулирующими эпителиально-мезенхимальный 
переход. Полученные результаты, по-видимому, ча-
стично обусловлены свойствами клеток MCF7, по-
скольку клетки MDA-MB-231 с высоким уровнем 
EGFR не образуют сфероидов без добавления фак-
торов роста и матриксов. Тем не менее, разработка 
такой клеточной модели с аномальной активацией 
N-кадгерина важна для выявления потенциальных 
молекулярных мишеней опухолевой прогрессии. 
Более того, сфероиды MCF7-EGFR могут служить 
моделью для тестирования терапевтических эффек-
тов комбинации ингибиторов EGFR и N-кадгерина. 

Исследование поддержано грантом РНФ 
№ 20‐74‐10039 (культивирование раковых 

клеток и сфероидов), грантом правительства 
Новосибирска № 7 (Гр-7) (эксперименты с siРНК) 

и проектом бюджетного финансирования 
№ 121030200173-6 (эксперименты 

с цетуксимабом).
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Рис. 9. Изменения клеточных белков после обработки анти-EGFR siРНК и цетуксимабом. В качестве контрольных 
клеточных линий использовали MDA-MB-231, MCF7wt. Сфероиды MCF7-EGFR диссоциировали с помощью акку-
тазы и обрабатывали Scramble siРНК (scr siРНК), анти-EGFR siРНК (50–200 нМ) или цетуксимабом (25–50 мкг/мл) 
в течение 48 ч. Репрезентативные изображения результатов вестерн-блот-анализа (А). Вестерн-блот-анализ 
N-кадгерина/актина (Б) и E-кадгерина/актина (В)
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РЕФЕРАТ Система редактирования на основе CRISPR/Cas9 в последние годы стала основным инструмен-
том манипуляций с геномами разных организмов. Однако при использовании данного метода исследо-
ватели часто сталкиваются с низкой эффективностью внесения изменений и с разрезами в нецелевых 
участках генома (off-target). Более того, редактирование жизненно важных генов часто заканчивается 
неудачей вследствие повышенной летальности при эффективном разрезании обoих аллелей гена ин-
тереса (ГИ). В статье предложена новая стратегия геномного редактирования с помощью CRISPR/Cas9-
системы, основанная на том, что чем более важен ген для выживания организма, тем с меньшей эф-
фективностью детектируются успешные случаи его редактирования и параллельно наблюдается все 
большее число разрезания нецелевых участков, что по сути является «ошибкой выжившего». В пред-
ставленном методе в геном редактируемого организма предварительно вносят дополнительную ко-
пию ГИ, способную обеспечить уровень экспрессии гена, достаточный для выживания организма. 
Последующее применение CRISPR/Cas9-системы на фоне избыточной экспрессии ГИ позволило полу-
чить успешно редактированные линии дрозофилы с делециями трех жизненно важных генов – trf2, 
mep-1 и top2.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА CRISPR/Cas9, редактирование генома, редактирование жизненно важных генов, гены 
домашнего хозяйства.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ гРНК – гидовая РНК; Хр – хромосома; TRF2 – родственный ТВР фактор 2 (ТВР 
related factor 2); Top2 – топоизомераза 2 (Topoisomerase 2); MEP-1 – взаимодействующие с MOG и эк-
топические Р-гранулы (MOG interacting and ectopic P-granules).

ВВЕДЕНИЕ
Развитие системы CRISPR/Cas9 в качестве про-
граммируемого инструмента для внесения двухце-
почечных разрывов в ДНК существенно расширило 
возможности исследования функций генов и ре-
гуляторных элементов генома. Наиболее широко 
CRISPR/Cas9-система используется для получе-
ния нокаута гена интереса (ГИ) за счет внесения 
разрывов, приводящих к сдвигу рамки считыва-
ния. Стоит отметить, что ГИ может быть жизнен-
но важным и попытки получить его нокаут при по-
мощи CRISPR/Cas9-системы часто оказываются 
безуспешными либо из-за летальности успешно 
редактированных эмбрионов, либо за счет биологи-
ческой пластичности – появления альтернативного 
старт-кодона, пропуска дефектного экзона и т.д. [1]. 
В представленной работе CRISPR/Cas9-система ре-
дактирования применена на фоне избыточной экс-

прессии ГИ, что позволило достаточно эффектив-
но получить нокауты трех жизненно важных генов 
у дрозофилы. Похожий подход был недавно проте-
стирован на клеточной линии человека HEK293T [2]. 
В настоящей работе нами осуществлено внесение 
достаточно протяженных делеций в кодирующие 
участки ГИ с сопутствующим встраиванием поса-
дочной платформы, содержащей в своем составе 
участок для сайт-специфической рекомбинации, 
позволяющий быстро и эффективно встраивать мо-
дифицированные производные ГИ. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Представленная стратегия дополняет методы, 
описанные в статьях [3–5], и подходит для повсе-
местно экспрессирующихся жизненно важных ге-
нов. Предложенный подход состоит из трех этапов 
(рис. 1):
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1. Встраивание копии ГИ без узнаваемых си-
стемой CRISPR/Cas9 последовательностей вместе 
с репортерным геном 1 в локус без жизненно важ-
ных генов («тихая гавань») и находящийся на хро-
мосоме, на которой не представлен нативный ГИ. 
На данном этапе получается спасающая линия с ге-
терологичной экспрессией копии ГИ. В настоящей 
работе для данного этапа созданы конструкции, со-
держащие последовательности, кодирующие бел-
ки TRF2, Top2 и MEP-1, под контролем промотора 
гена Ubi-p63E и гена yellow в качестве репортерного 
гена 1. Нокаут данных генов приводит к эмбриональ-

ной летальности. Конструкции встроены с помощью 
φC31-опосредованной сайт-специфической рекомби-
нации в локусы 86Fb (TRF2, Top2) и 38D (MEP-1).

2. Замена протяженного участка кодирующей 
области нативного ГИ сайтом attP путем коинъек-
ции трех плазмид, кодирующих белок Cas9 и гРНК, 
а также с матрицей для гомологичной рекомби-
нации, которая содержит сайт узнавания φC31-
интегразы attP и репортерный ген 2 (mCherry), 
окруженный сайтами loxP. На данном этапе полу-
чается линия с нокаутом ГИ на фоне экспрессии его 
копии. Для CRISPR/Cas9-опосредованного редакти-

Рис. 1. Общая схема редактирования. A – вставка репортерного гена 1 (yellow) и копии гена интереса (ГИ), 
которая не содержит мишеней для CRISPR/Сas9-системы, в локус типа «тихая гавань» с помощью сайт-
специфической рекомбинации. Б – микроинъекция эмбрионов матрицей для гомологичной рекомбинации (ГР) 
и плазмидами, экспрессирующими Cas9 и гРНК. В – внесение двухцепочечных разрывов в геномный участок 
интереса с помощью CRISPR/Cas9 и гомологичная рекомбинация с плазмидной матрицей, содержащей репор-
терный ген 2 (mCherry), окруженный loxP-сайтами, и attP-сайт. Г – интеграция модифицированной последова-
тельности гена интереса с последующим CRE-опосредованным вырезанием репортерных генов 2 (mCherry) и 3 
(white) и скрещивание для замены хромосомы с копией ГИ (Хр II) на хромосому дикого типа 
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рования ГИ использовали экспрессирующие Cas9 
линии мух, полученные из депозитария Bloomington 
в Университете Индианы: BL54591 (Сas9 под контро-
лем промотора nanos) и BL58492 (Cas9 под контро-
лем промотора Actin5C). В альтернативном варианте 
в смесь для инъекции добавляли вектор, экспрес-
сирующий Cas9 (Addgene #62209). CRISPR-мишени 
были выбраны с помощью инструмента fly CRISPR 
Optimal Target Finder (Университет Висконсина) 
[4] и клонированы в вектор на основе плазмиды 
pCFD4-U6:1_U6:3tandemgRNAs (Addgene #49411). 
Для делеции trf2 использовали участки: гРНК1 
(tcttcgtgcatactcttagc), гРНК2 (tgcttttcgcttcggtgtcc) 
и гРНК3 (accaagtagctagagactta); пара гРНК1/гРНК2 
приводит к делеции геномного фрагмента разме-
ром 6.7 т.п.н., гРНК1/гРНК3 – 1.1 т.п.н. Для mep-1 
использовали гРНК1м (acgaacagcagggcgcgcgc), 
гРНК2м (cagcaagtgacgctggct tg )  и   гРНК3м 
(aggggatcttcggcctcgca), приводящие к делеции 5.6 
т.п.н. (гРНК1м/гРНК2м) и 2 т.п.н. (гРНК1м/гРНК3м). 
Для делеции top2 использовали гРНК1т (gttcccagta-
cagtagcacc) и гРНК2т (tctacggcgtgttcccgctt), приво-
дящие к делеции 2 т.п.н.

Мух, полученных после инъекции (F0), индиви-
дуально скрещивали с мухами линии y1w1118, и по-
тенциальные события редактирования генома в по-
томстве (F1) выявляли с помощью флуоресценции 
mCherry. Правильность встраивания посадочной 
платформы (attP-mCherry) в геном проверяли с по-
мощью ПЦР и секвенирования редактированных 
участков генома.

3. Встройка в посадочную платформу модифици-
рованных вариантов ГИ вместе с окруженным loxP-
сайтами репортерным геном 3 (ген white). Встройка 
осуществляется за счет коинъекции содержащей 
attB-сайт конструкции и вспомогательной плаз-
миды с геном интегразы φC31 (Addgene #26290). 
Репортерные гены 2 и 3 удаляли при помощи CRE-
опосредованной сайт-специфической рекомбинации.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
TRF2 – это паралог базального фактора транскрип-
ции TBP, инактивация которого ассоциирована с эм-
бриональной летальностью [6, 7]. 

Ранее, несмотря на использование разных источ-
ников Cas9 (экспрессия с инъецированного в эмбри-
он плазмидного вектора или использование линии 
мух с конститутивной экспрессией Cas9) и двух 
комбинаций гРНК, нам не удалось заменить ген trf2 
на посадочную платформу для последующей сайт-
специфической встройки мутантных вариантов гена 
[8]. Последовательность всего гена trf2 составляет 
около 25 т.п.н., в то время как его кодирующая часть 
укладывается в 7 т.п.н. Использованные комбинации 

гРНК приводят к образованию двух двухцепочеч-
ных разрывов ДНК на расстоянии 6.7 или 1.1 т.п.н. 
для того, чтобы заменить всю кодирующую часть 
гена или участок, содержащий только старт-кодон, 
на платформу (рис. 2А).

Результаты, полученные при использовании раз-
ных схем замены гена trf2 с помощью CRISPR/Cas9, 
показаны в табл. 1. 

Рис. 2. Схемы замены ГИ – trf2 (А), mep-1 (Б), top2 
(В) – на посадочную платформу (attP-сайт и репортер-
ный ген mCherry) при частичной или полноразмерной 
делеции
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Таблица 1. Результаты микроинъекций смеси плазмид для замены гена на посадочную платформу для генов trf2, 
mep-1 или top2

Линия мух Источник Cas9 Делеция, 
п.н.

Инъецировано 
эмбрионов

Вылетело 
из куколок, 

F0

Линии F1 
mCherry+

Нецелевые 
встройки

T
R

F
2

y1w1118 Инъекция Сas9 вектора 6700 200 100 – –

54591 Cas9 под промотором 
nanos 6700 250 140 1 +

58492 Cas9 под промотором 
Actin5C

6700 200 80 – –
1100 250 120 – –

y1w1118 +  
сверхэкспрессия TRF2

Инъекция Сas9  
вектора

6700 100 80 5 2
1100 100 80 5 2

M
E
P
-1 y1w1118

Инъекция Сas9
2000 300 160 – –
5600 150 90 1 –

y1w1118 +  
сверхэкспрессия MEP-1

вектора 5600 240 175 4 –

T
O

P
2 y

1
 w

1118

Инъекция Сas9 2053 150 100 – –

y1w1118 +  
сверхэкспрессия Top2

вектора 2053 150 80 3 –

Полученные после инъекции эмбрионы F0 
без cверхэкспрессии trf2 имели низкий уровень 
выживаемости. При этом экспрессия репорте-
ра mCherry в развивающихся особях варьировала 
по интенсивности от места инъекции по всему телу. 
Эмбрионы с наиболее ярким свечением mCherry 
погибали на последующих стадиях развития. В ре-
зультате после скрещивания F0 с мухами дикого 
типа нами была получена только одна линия, кото-
рая имела вставку attP-сайта и репортерного гена 
mCherry по 5`-разрыву без удаления кодирующей 
части trf2.

Для того чтобы нивелировать эффект, связанный 
с высокой летальностью при делеции trf2, мы соз-
дали линию со сверхэкспрессией trf2 посредством 
сайт-специфической встройки его короткой изофор-
мы в линию мух, содержащую attP-сайт в локусе 
86Fb.

Инъекция смеси плазмид для редактирования 
не приводила к снижению выживаемости эмбри-
онов со сверхэкспрессией trf2. В результате нами 
получено по пять линий со встройкой репортерного 
гена mCherry как для делеции размером 6.7 т.п.н., 
так и 1.1 т.п.н.

Дополнительно мы протестировали данный под-
ход на двух других генах, mep-1 и top2. 

Белок MEP-1 способствует привлечению ком-
плекса ремоделирования хроматина и деацетили-
рования гистонов (dNuRD) к значительному числу 
промоторов [9, 10]. Белок MEP-1 является важным 
регулятором раннего развития дрозофилы, и инак-

тивация гена mep-1 приводит к эмбриональной ле-
тальности. 

Как и в случае trf2, мы использовали две пары 
гРНК, производящих разрывы на расстоянии 5.6 
и 2 т.п.н., для полноразмерной делеции и делеции 
только участка, содержащего старт-кодон, соответ-
ственно (рис. 2Б). Результаты, полученные при ис-
пользовании разных схем замены гена mep-1 с по-
мощью CRISPR/Cas9, представлены в табл. 1. 

При инъекции смеси плазмид для редактирова-
ния мухи без сверхэкспрессии mep-1 имеют сред-
ний уровень летальности в течение развития. После 
индивидуальных скрещиваний мух F0 получена 
одна линия для полноразмерной делеции при ис-
пользовании эмбрионов мух дикого типа и четыре 
линии на фоне сверхэкспрессии MEP-1. Таким обра-
зом, делеция mep-1 не является полностью леталь-
ной, однако, поскольку его сверхэкспрессия при де-
леции увеличивает выживаемость инъецированных 
эмбрионов, наблюдается увеличение эффективности 
редактирования.

Топоизомераза 2 (Top2) – фермент, снимающий 
топологическое напряжение с молекулы ДНК и спо-
собствующий поддержанию стабильности генома, 
участвует в ключевых клеточных процессах, таких, 
как репликация, транскрипция, рекомбинация [11].

Для замены участка гена top2 на посадочную 
платформу были выбраны гРНК на расстоянии 
2 т.п.н. в интроне 5’-нетранслируемой области и эк-
зоне 3. Смесь векторов для замены гена на плат-
форму инъецировали в эмбрионы линии y1w1118. 
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В потомстве от индивидуальных скрещиваний мух 
F0 с мухами дикого типа трансформантов не обна-
ружено. Однако при редактировании после встрой-
ки последовательности, кодирующей Тор2, в локус 
86Fb получены три линии (табл. 1). 

Использование Cas9 для редактирования генома 
часто приводит к возникновению дополнительных 
мутаций в других генах. В этом случае экспрессия 
ГИ на другой хромосоме позволяет оценить наличие 
дополнительных нецелевых мутаций в линии, гомо-
зиготной по делеции ГИ. С помощью такого скри-
нинга можно отобрать линии дрозофилы, которые 
не содержат дополнительных нецелевых мутаций. 

Полученные линии Δtrf2, Δmep-1 или Δtop2 ле-
тальны в гомозиготном состоянии без дополнитель-

ной введенной копии ГИ, что свидетельствует о не-
обходимости продуктов этих генов для выживания 
и дает первичное подтверждение успешной замены 
гена на attP-платформу. Встройка восстанавливаю-
щих конструкций (кодирующих нативные варианты 
генов) в линии с соответствующими посадочными 
платформами с дальнейшим удалением репортер-
ных генов приводила к восстановлению жизне-
способности мух в гомозиготном состоянии. Таким 
образом, получены платформы для трех генов дро-
зофилы, которые позволяют детально исследовать 
ключевые белки TRF2, Top2 и MEP-1. 

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда, грант № 19-74-30026. 
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РЕФЕРАТ Клеточная терапия с использованием мезенхимных стволовых клеток (МСК) может быть 
перспективным методом восстановления мозгового кровотока после транзиторной ишемии. Клеточный 
материал для его практического применения необходимо культивировать в течение 7–9 сут. В рабо-
те изучена эффективность трансплантации мезенхимных стволовых клеток человека (МСКч), прове-
денной на 7 сут после ишемии/реперфузии головного мозга (И/Р), для восстановления церебральной 
циркуляции. С использованием метода прижизненной микрофотографии проведено сравнительное 
изучение плотности сосудистой сети в пиальной оболочке и реактивность пиальных артерий на воз-
действие ацетилхолина (ACh) у крыс, перенесших И/Р (пережатие обеих сонных артерий с одновре-
менным снижением и строгим поддержанием среднего АД на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. на 12 мин), после 
и в отсутствие трансплантации МСКч. С помощью метода лазерной допплерографии оценена перфузия 
(П) в сенсомоторной коре. Через 14 сут у крыс, перенесших И/Р, плотность всей сосудистой сети и ее 
артериального участка была меньше, чем у ложнооперированных животных (ЛО) – в 1.4 и 1.2 раза со-
ответственно, а через 21 сут – в 1.2 и 1.3 раза. Число артерий, расширяющихся под воздействием AСh, 
уменьшилось через 14 сут после И/Р в 1.6–1.9 раза, через 21 сут – в 1.2–1.7 раза. Уровень П снижался 
только через 21 сут после И/Р – в среднем в 1.6 раза. Введение МСКч на 7 сут после И/Р позволило 
полностью восстановить плотность сосудистой сети к 14 сут после И/Р. AСh-опосредованная дилата-
ция в течение 21 сут полностью восстановилась только у артерий диаметром менее 40 мкм. Уровень П 
через 21 сут после И/Р был ниже, чем в группе ЛО в 1.2 раза, но достоверно выше, чем у крыс после 
И/Р без введения МСКч. Отсроченное по времени от приступа транзиторной ишемии головного мозга 
введение МСК позволяет подготовить клеточный материал для трансплантации и имеет хороший те-
рапевтический эффект, наблюдаемый в микроциркуляторном участке пиальной сосудистой сети. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ишемия/реперфузия, головной мозг, внутривенная трансплантация, мезенхимные 
стволовые клетки, плотность микрососудистого русла, реактивность, перфузия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АД – артериальное давление; И/Р – ишемия/реперфузия; ЛО – ложноопериро-
ванные крысы; МСК и МСКч – мезенхимные стволовые клетки и МСК человека соответственно; П – 
показатель перфузии; ЭД – эндотелиальная дисфункция; AСh – ацетилхолин.

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время при изучении ишемических па-
тологий головного мозга широко используется кон-
цепция нейроваскулярной единицы (НВЕ) [1]. НВЕ – 
структурно-функциональный комплекс, состоящий 
из нейронов, глиальных клеток, астроцитов, перици-
тов и сосудов, обеспечивающих газовый и метабо-
лический обмен [2]. НВЕ участвует в регулировании 
кровотока посредством сократительной способности 
перицитов на уровне капиллярного русла [3] и глад-
комышечных клеток (ГМК) в стенках артерий [4]. 
Определяющим фактором в восстановлении НВЕ 

после транзиторной ишемии является реактивность 
входящих в нее артерий [5]. Клеточная терапия 
с использованием мезенхимных стволовых клеток 
(МСК) может быть одним из наиболее перспектив-
ных современных методов восстановления структу-
ры и функции сосудистого русла головного мозга по-
сле транзиторной ишемии [6]. Но для практического 
применения клеточного материала требуется время 
для культивирования МСК. При условии, что МСК 
пациента были выделены заранее и находятся 
на хранении в криобанке, для наработки необходимо-
го объема клеточного материала нужно 7–9 дней [7].



76 | ACTA NATURAE | ТОМ 15 № 2 (57) 2023

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Цель исследования – выяснить, как влияет вну-
тривенная трансплантация МСКч, проведенная че-
рез 7 сут после ишемии/реперфузии, на плотность 
сосудистой сети, реактивность пиальных артерий 
и тканевую перфузию в коре головного мозга через 
14 и 21 сут после ишемического воздействия.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Работа  проведена  на   животных  из   ЦКП 
«Биоколлекция ИФ РАН для исследования ин-
тегративных механизмов деятельности нерв-
ной и висцеральных систем» (Санкт-Петербург). 
Исследования проводили в соответствии с ре-
гламентом, установленным МЗСР РФ № 708н 
от 23.08.10 («Правила лабораторной практики»), 
Директивой 2010/63/EU Европейского парламента 
и Совета Европейского союза по охране животных, 
используемых в научных целях, и требованиями 
Комиссии по контролю над содержанием и исполь-
зованием лабораторных животных при Институте 
физиологии им. И.П. Павлова РАН (протокол 
№ 09/05 от 05.09.2022 г.). 

Животные
Эксперименты проведены на крысах-самцах Wistar 
(n = 68). Животных содержали в стандартных ус-
ловиях вивария при естественном освещении и сво-
бодном доступе к воде и пище.

Ишемия/реперфузия
У наркотизированных хлоралгидратом (внутри-
брюшинно, 43 мг/100 г массы тела) крыс ишемию 
воспроизводили с использованием техники 12-ми-
нутной окклюзии обеих сонных артерий с одновре-
менной управляемой гипотензией (снижение и стро-
гое поддержание артериального давления (АД) 
на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. путем забора/реинфузии 
крови в гепаринизированный шприц). Прямое из-
мерение АД производили через катетер в бедрен-
ной артерии, соединенный с датчиком DTXPlusTM 
(Argon Critical Care Systems, Сингапур), подключен-
ным к компьютеру, работающему с оригинальной 
программой визуализации значений АД, разрабо-
танной в нашей лаборатории. По окончании периода 
ишемии производили полную реинфузию забранной 
крови. После ушивания операционных ран и выхода 
из наркоза (на подогреваемых столиках) животных 
возвращали в клетки обычного содержания.

МСКч и их трансплантация
Для внутривенной трансплантации использовали 
МСКч, полученные от одного донора. Выделение 
МСК из  костного мозга, их культивирование 
и фенотипирование проводили в ООО «Транс-

Технологии» по стандартным, общепринятым ме-
тодикам с минимальными изменениями [8, 9]. 
В частности, для культивирования МСКч исполь-
зовали питательную среду α-МЕМ (Hyclone, Новая 
Зеландия) с добавлением 20% сыворотки крови 
эмбрионов крупного рогатого скота (Gibco, США) 
и 100 мкг/мл пенициллина/стрептомицина (Gibco). 
Фенотипирование МСКч проводили методом про-
точной цитофлуориметрии на проточном цитофлуо-
риметре FACSscan (Beckton Dickinson, США). МСКч 
окрашивали с помощью антител против позитив-
ных маркеров CD90, CD105, CD44, CD73 и антител 
против негативных маркеров CD45, CD34, CD14, 
CD11b, HLA-DR и 7AAD (Beckton Dickinson, США). 
Для трансплантации использовали МСКч на 2–3 
пассажах. Внутривенная трансплантация была про-
ведена в отдельных группах крыс на 7 сут после 
И/Р головного мозга. Каждому животному было вве-
дено 5 млн МСКч в 30 мкл культуральной среды.

Все последующие хирургические и эксперимен-
тальные действия были проведены на наркотизиро-
ванных (золетил, 20 мг/кг, внутрибрюшинно, Virbac, 
Франция) крысах; эвтаназия проведена путем вве-
дения увеличенной дозы золетила.

Группы животных
1. Контрольная группа: ложнооперированные 
(ЛО) крысы Вистар, которые подвергались опера-
тивному вмешательству, но без проведения И/Р. 
Исследования плотности сосудистой сети, реактив-
ности пиальных артерий и перфузии в сенсомо-
торной коре у данной и всех последующих групп 
на отдельных подгруппах животных (острые опы-
ты) были проведены через 14 и 21 сут после хи-
рургического воздействия. Вес крыс и АД на 14 сут 
(n = 10) составили 303 ± 12.7 г и 133 ± 5 мм рт. 
ст. соответственно, на 21 сут (n = 9) – 330 ± 12.2 г 
и 135 ± 2 мм рт. ст. соответственно.

2.  Крысы Вистар, которым была проведе-
на И/Р головного мозга. Вес и АД на  14 сут 
(n = 8) – 256 ± 5.2 г и 133 ± 5 мм рт. ст. соответ-
ственно, на 21 сут (n = 9) – 318 ± 4.2 г и 124 ± 4 мм 
рт. ст. соответственно.

3. Крысы Вистар, которым проведена И/Р го-
ловного мозга и на 7 сут внутривенно введены 
МСКч. Вес и АД на 14 сут (n = 10) – 340 ± 4.5 г 
и 128 ± 4 мм рт. ст. соответственно и на 21 сут 
(n = 10) – 336.7 ± 8.4 г и 132 ± 3.1 мм рт. ст. соот-
ветственно.

Визуализация и мониторинг микрососудистой 
сети
Для проведения прижизненного исследования ре-
акций пиальных артерий в теменной области чере-
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па животного высверливали отверстие (S ≈ 1 см2). 
Твердую мозговую оболочку в пределах отверстия 
удаляли, тем самым открывая поле для дальней-
шего исследования. Поверхность мозга непрерыв-
но орошали раствором Кребса (pH 7.4), температу-
ра которого составляла 37°C. На протяжении всего 
эксперимента контролировали среднее АД, показа-
тели которого в течение всего эксперимента остава-
лись примерно на одном уровне. Температуру тела 
животных в течение всего опыта поддерживали 
на уровне 38оC, с помощью многофункционального 
лазерного диагностического комплекса ЛАКК-М 
(«ЛАЗМА», Россия) измеряли перфузию (П) в ткани 
коры головного мозга. Датчик прибора размещали 
в 3 точках над сенсомоторной корой с приблизи-
тельными координатами АР = 1, 2, 3 мм от брег-
мы; SD = 1.0 мм латерально от сагиттального шва. 
Прилагаемое к комплексу ЛАКК-М программное 
обеспечение автоматически рассчитывало среднюю 
величину показателя микроциркуляции – П.

Визуализацию пиальных артерий проводили 
на тех же экспериментальных животных с помо-
щью оригинальной установки, включающей стере-
оскопический микроскоп MC-2ZOOM («Микромед», 
Россия), цветную камеру – видеоокуляр для микро-
скопа DCM-510 (Scopetek, Китай) и персональный 
компьютер. На статических изображениях с помо-
щью компьютерной программы для цитофотометрии 
«Photo M» (авторская разработка А. Черниговского, 
http://www.t_lambda.chat.ru) подсчитывали число 
артерий и общее число сосудов на определенной 
площади. По отношению числа сосудов к площа-
ди подсчета получали плотность сосудистой сети 
(ед./мкм2). Затем измеряли диаметры пиальных ар-
териальных сосудов. В ходе эксперимента у каж-
дого животного было исследовано от 40 до 120 пи-
альных артерий. Диаметр артерий фиксировали 
в стандартных условиях при непрерывном ороше-
нии поверхности мозга раствором Кребса и при оро-
шении мозга раствором ацетилхолина (AСh) 
(10-7 М/л) (Sigma-Aldrich, США). Все исследованные 
пиальные артерии были разбиты на группы по ди-
аметрам: 60–80, 40–60, 20–40 мкм, менее 20 мкм. 
О результатах воздействия ACh судили по коли-
честву расширившихся артериальных сосудов и по 
степени их расширения. Изменение числа сосудов, 
расширившихся в ответ на воздействие, выражали 
в процентах относительно общего числа исследован-
ных сосудов в группе. Степень дилатации ΔД оце-
нивали как разность между значениями диаметра 
после (Д2) и до (Д1) воздействия AСh, отнесенную 
к диаметру сосуда Д1 перед воздействием, %: 

ΔД = (Д2 – Д1)/Д1×100.

Считали, что реакция на воздействие отсутствует, 
если изменения диаметра не превышали 5.0 ± 0.5%. 
Это значение, как мы предварительно установили, 
регистрируется в покое в отсутствие каких-либо 
воздействий. Данные по каждой группе сосудов, 
полученные на разных животных, усреднялись 
для отдельной экспериментальной группы крыс 
и использовались для статистических сравнений.

Статистическая оценка данных
Математическая обработка полученных данных 
проведена с использованием пакета статистиче-
ских программ Microsoft Excel 2003 и программы 
InStat 3.02 (GraphPad Software Inc., США). Данные 
представлены в виде среднего арифметического 
значения и его ошибки. Проверка эксперименталь-
ных данных на нормальное распределение про-
ведена с использованием критерия Колмогорова–
Смирнова. Сравнение средних данных независимых 
выборок при нормальном характере распределения 
вариант в совокупности данных (выборке) рассчи-
тывали при помощи дисперсионного анализа с по-
следующим попарным сравнением групп соглас-
но критерию Тьюки. При распределении вариант 
в выборке, отличном от нормального, при сравнении 
групп применяли критерий Краскела–Уоллиса с по-
следующим попарным сравнением групп согласно 
U-критерию Манна–Уитни. Статистически значи-
мым уровнем отличий считали вероятность не ме-
нее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ культуры МСКч методом проточной цитоф-
луориметрии показал, что она состояла на 99.7% 
из CD90+, CD73+, CD105+, CD44+-клеток (собствен-
но МСК), на 0.3% CD45+, CD34+-клеток (клетки ге-
мопоэтического ряда) и на 0.5% из CD14+, CD11b+, 
HLA-DR+. 7AAD+ -клеток (нежизнеспособных) было 
не более 0.9–1%.

Результаты исследования плотности микросо-
судистой сети пиальной оболочки сенсомоторной 
коры у ЛО и крыс, перенесших И/Р головного моз-
га, представлены на рис. 1. Через 14 сут после И/Р 
плотность всей микрососудистой сети и плотность 
артериальных сосудов были ниже, чем в ЛО-группе 
в 1.4 и 1.2 раза соответственно, а через 21 сут – 
в 1.2 и 1.3 раза. В группе животных, перенесших 
И/Р, которым была проведена внутривенная транс-
плантация МСКч, плотность микрососудистой сети 
пиальной оболочки была такой же, как и у ЛО крыс 
и на 14, и на 21 сут после И/Р.

В группе животных, перенесших И/Р головного 
мозга (без применения клеточной терапии), мы вы-
явили значительное ухудшение реактивности пи-
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альных артерий при аппликации на поверхность 
мозга ACh (рис. 2). У крыс из группы 2 число ар-
териальных сосудов, ответивших расширением 
(увеличением диаметра) на воздействие ACh, через 
14 сут было меньше по сравнению с ЛО-крысами 
в среднем в 1.8 раза; через 21 сут – в 1.3–2.1 раза.

В группе животных, которым МСКч были введе-
ны на 7 сут после И/Р, были получены следующие 
результаты. Через 14 сут после И/Р и соответствен-
но через 7 сут после введения МСКч дилататорная 
реакция крупных пиальных артерий диаметром бо-
лее 40 мкм была меньше, чем у ЛО-крыс в среднем 
в 1.3–2 раза, т.е. примерно такой же как у живот-
ных из 2-й группы. Число расширившихся при воз-
действии AСh артерий диаметром 20–40 мкм было 
меньше, чем у ЛО-крыс (в среднем в 1.3 раза), 
но больше, чем из группы 2 (в среднем в 1.4 раза). 
У самых мелких артерий диаметром менее 20 мкм 
выявлено полное восстановление дилататорной ре-
акции на AСh до уровня ЛО крыс. Через 21 сут 
после И/Р (через 14 сут после введения МСКч) ре-

активность самых крупных артерий диаметром 60–
80 мкм не восстановилась. Число дилатаций на воз-
действие AСh у артерий диаметром 20–60 мкм 
стало примерно таким же, как у ЛО-крыс; у сосу-
дов диаметром менее 20 мкм этот показатель ста-
тистически значимо превышал число дилатаций 
у таких же артерий по сравнению с ЛО. По степени 
изменения диаметров (данные не показаны) не вы-
явлено различий между группами животных. 

Уровень П в ткани сенсомоторной коры через 
14 сут у всех животных, перенесших И/Р головно-
го мозга, оставался примерно таким же, как у ЛО-
крыс (рис. 3). На 21 сут мы выявили значительное 
понижение П в среднем в 1.6 раза в группе № 2. 
У животных из групп клеточной терапии на 21 сут 
после ишемии также выявлено понижение П, но ме-
нее значимое – в среднем в 1.2 раза. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Внедрение клеточных технологий в практику тре-
бует разработки методов трансплантации МСК, 
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Рис. 1. Показатель плотности сосудистого русла пиаль-
ной оболочки сенсомоторной коры у эксперименталь-
ных животных. А – 14 сут после И/Р; Б – 21 сут после 
И/Р. Темная заливка – плотность артерий; светлая 
заливка – плотность всей сосудистой сети.  
По горизонтали – группы экспериментальных живот-
ных; по вертикали – показатель плотности микрососу-
дистого русла (число сосудов/единицу площади). 
* – Отмечены изменения плотности артерий, значимые 
по сравнению с соответствующими изменениями у жи-
вотных, перенесших И/Р. # – Отмечены изменения 
плотности всей сосудистой сети, значимые по срав-
нению с соответствующими значениями у животных, 
перенесших И/Р (*, # р < 0.05, **, ##р < 0.01, крите-
рий Тьюки)

Рис. 2. Число пиальных артерий, ответивших дилатаци-
ей на воздействие ацетилхолина. А – 14 сут после И/Р, 
Б – 21 сут после И/Р. Темная заливка – ЛО-крысы, 
светлая заливка – крысы, перенесшие ишемию, 
косая штриховка – крысы, перенесшие ишемию, 
которым на 7 сут после И/Р проведена внутривенная 
трансплантация МСКч. По горизонтали – диаметр 
сосудов, по вертикали – число сосудов, расширив-
шихся в ответ на воздействие ACh, % от общего числа 
реакций на ACh в группе. * – Изменения, значимые 
по сравнению с соответствующими значениями у жи-
вотных, перенесших И/Р; # – значимые отличия от со-
ответствующих значений у крыс после И/Р, которым 
внутривенная трансплантация МСКч проведена на 7 сут 
после И/Р (*,#р < 0.05, **р < 0.01, критерий Тьюки)
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максимально удаленных от события транзиторной 
ишемии, ишемического инсульта, травмы головно-
го мозга и т.д. Однако при лечении вышеназванных 
патологий головного мозга с помощью МСК нужно 
учитывать проницаемость гематоэнцефалическо-
го барьера для этих клеток. Опубликованы данные 
о повышении проницаемости гематоэнцефалическо-
го барьера в течение первых 7 сут после И/Р [10], 
что позволяет МСК после венозной трансплантации 
мигрировать в головной мозг. Экспериментально до-
казано, что МСК, введенные внутривенно через 24 
ч после окклюзии средней мозговой артерии, ми-
грируют в поврежденную мозговую ткань и выяв-
ляются в стенках церебральных сосудов пенумбры 
[11]. В этой же тканевой зоне наблюдали повышение 
уровня фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) 
и фактора, индуцируемого гипоксией (HIF-1α). МСК 
секретируют факторы, способствующие неоваску-
ляризации ткани: фактор роста фибробластов 2 
(FGF-2), VEGF, трансформирующий ростовой фак-
тор (TGFβ), интерлейкины IL-6, IL-8, ангиогенин, 
фактор роста гепатоцитов (HGF), тромбоцитарный 
фактор роста (PDGF BB) [12]. Помимо активации 
ангиогенеза, МСК могут оказывать протекторное 
действие на клетки церебральных сосудов после 
ишемического инсульта [13, 14]. 

В данной работе нами показано, что плотность 
сосудистой сети пиальной оболочки у крыс, пере-
несших трансплантацию МСКч на 7 сут после И/Р, 
была примерно такой же, как у ЛО-животных 
(рис. 1) и на 14, и на 21 сут после ишемического 
воздействия. Известно, что после И/Р в ткани го-
ловного мозга формируются ишемизированные 
участки [6, 15, 16]. Тканевая ишемия стимулирует 
пролиферацию МСКч и усиливает их паракринную 
функцию [17]. При культивировании МСК в услови-
ях пониженного содержания кислорода возрастает 
выработка этими клетками фактора роста эндоте-
лия сосудов (VEGF) и фактора, индуцируемого ги-
поксией (HIF-1α) [18]. Полагаем, что восстановление 
структуры сосудистой сети при трансплантации 
МСКч на 7 сут после И/Р в наших экспериментах 
произошло за счет активации ангиогенеза с помо-
щью МСКч. Этот вывод подтверждается и реакци-
ей пиальных артерий на воздействие AСh. Нами 
показано, что у крупных артерий диаметром более 
60 мкм AСh-опосредованная дилатация не восстано-
вилась ни на 14, ни на 21 сут (рис. 2). Дилататорная 
реакция у артерий диаметром 20–40 мкм на 14 
сут была меньше, чем у контрольных животных. 
Вероятно, поврежденные эндотелиальные клетки 
в крупных сосудах не восстановились при введении 
МСКч через 7 сут после И/Р. Другое дело самые 
мелкие артерии диаметром менее 20 мкм: их реак-

тивность была такой же, как в контрольной груп-
пе уже на 14 сут (т.е. через 7 сут после введения 
МСКч). На 21 сут число дилатаций на воздействие 
AСh было статистически больше, чем в контрольной 
группе и группе клеточной терапии, проведенной 
в день И/Р. Это подтверждает активацию ангиогене-
за в ишемизированной ткани головного мозга после 
трансплантации МСКч на 7 сут после И/Р. В этом 
случае имело место и паракринное терапевтиче-
ское воздействие на сосудистую стенку. Это видно 
на примере артерий диаметром 20–60 мкм, у кото-
рых реактивность к 14 сут после И/Р не восстанови-
лась до уровня в контроле, а к 21 сут (через 14 сут 
после введения МСКч) была такой же, как в ЛО-
группе (рис. 2). Вероятно, в этих сосудах функ-
ция эндотелиальных клеток была повреждена И/Р, 
но сами клетки не погибли и за счет того, что МСКч 
секретируют трофические факторы, смогли восста-
новиться [19, 20]. Например, повышенная выработка 
HIF-1α может рассматриваться как терапевтическое 
воздействие после И/Р. HIF-1α стимулирует в ише-
мизированной ткани повышение экспрессии генов, 
обеспечивающих адаптацию клеток к гипоксии, ре-
гулирующих сосудистый тонус, клеточную проли-
ферацию и апоптоз [21].

Восстановление структуры и функциональности 
сосудистой сети после И/Р очень важны для под-
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Рис. 3. Изменение показателя перфузии у ЛО и пере-
несших ишемию крыс. А – 14 сут после И/Р; Б – 21 сут 
после И/Р. По горизонтали – группы эксперимен-
тальных животных; по вертикали – показатель перфу-
зии (перф. ед.). ** – Значимые отличия от соответству-
ющих значений у ЛО-животных; # –значимые отличия 
от значений у крыс, перенесших ишемию (#р < 0.05, 
**р < 0.01, ***, ###р < 0.001, U-критерий Манна–Уитни)
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держания скорости мозгового кровотока на физио-
логическом уровне. После кратковременной ише-
мической атаки, когда скорость кровотока в мозге 
резко понижена, реперфузия приводит к гиперемии. 
Через 7–14 сут скорость кровотока обычно снижа-
ется до исходного уровня, но не всегда. Для этого 
необходимо, чтобы нормализовались газовый состав 
крови (рО2 и рСО2), кислотно-щелочной баланс (рН), 
активировался вторичный ангиогенез, восстанови-
лась сбалансированная выработка эндотелиальными 
клетками вазоконстрикторов и вазодилататоров [22]. 
Однако в реальной ситуации и к 21 сут после И/Р 
в головном мозге может наблюдаться понижение 
плотности микрососудистой сети, наличие эндотели-
альной дисфункции (как в представленной работе), 
сдавливание просвета сосудов набухшими отростка-
ми астроцитов, внутрисосудистое скопление эритро-
цитов, тромбоцитов, лейкоцитов [23]. Эти факторы 
приводят к ухудшению церебрального кровообраще-
ния. Применение МСКч на 7 сут после И/Р позволи-
ло поддержать тканевую перфузию (интегральный 
показатель циркуляции крови) на более высоком 
уровне, чем у крыс, перенесших только И/Р (рис. 3). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Итак, установлено, что внутривенная трансплан-
тация МСКч на 7 сут после И/Р головного мозга 
приводит к хорошим терапевтическим результа-
там: у животных сохраняется/восстанавливается 
структура сосудистой сети в пиальной оболочке. 
Отсроченное на 7 сут от приступа транзиторной 
ишемии введение МСК позволяет провести необхо-
димые процедуры по подготовке клеточного матери-
ала для трансплантации и полностью восстанавли-
вает реактивность артерий в микроциркуляторном 
участке пиальной сосудистой сети. 
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РЕФЕРАТ В результате компьютерного скрининга библиотеки сульфозамещенных соединений выявле-
ны молекулы, способные связываться в активном центре транскетолазы из Mycobacterium tuberculosis. 
Осуществлена экспериментальная проверка ингибиторной активности наиболее перспективного со-
единения STK045765 в отношении высокоочищенного препарата рекомбинантного фермента. Показано, 
что молекула STK045765 конкурирует за участок связывания пирофосфатной группы кофактора тиа-
миндифосфата и в микромолярных концентрациях способна подавлять активность микобактериальной 
транскетолазы. Обнаруженный фурансульфонатный скаффолд может служить основой для создания 
противотуберкулезных препаратов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА сульфонаты, сульфогруппа, ингибиторы, тиаминдифосфат, транскетолаза, микобак-
терии.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ mbТК – транскетолаза микобактерий.
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ВВЕДЕНИЕ
Лечение туберкулеза основано на продолжитель-
ной многокомпонентной химиотерапии и зачастую 
сопровождается развитием лекарственной устойчи-
вости у Mycobacterium tuberculosis. В связи с этим 
чрезвычайно актуален поиск новых молекулярных 
мишеней и разработка препаратов, способных се-
лективно подавлять развитие микобактерий. Анализ 
генома штамма H37Rv M. tuberculosis позволил 
установить метаболические пути, подавление ко-
торых может служить основой для разработки но-
вых лекарственных средств. В частности, важное 
значение имеет пентозофосфатный путь и связан-
ный с ним фермент транскетолаза (mbТК) [1, 2]. 
mbTK катализирует обратимый перенос двухугле-
родного фрагмента субстрата-донора (кетосахар) 
на субстрат-акцептор (альдоза). Один из субстратов 
mbTK, рибозо-5-фосфат, используется для синтеза 
клеточной стенки микобактерий [3, 4]. В настоящей 
работе мы осуществили компьютерный скрининг 
способности сульфозамещенных соединений связы-
ваться в активном центре mbТК и эксперименталь-

ную проверку ингибиторных свойств отобранного 
наиболее перспективного кандидата.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Молекулярная модель mbТК для докинга была по-
лучена на основе кристаллической структуры 3rim 
[4]. Атомы водорода добавляли с учетом ионизаци-
онных свойств аминокислотных остатков в програм-
ме AmberTools 1.2, затем их координаты оптими-
зировали в пакете Amber 12 [5] с использованием 
алгоритмов наискорейшего спуска и сопряженных 
градиентов. Библиотека сульфозамещенных со-
единений для скрининга была сконструирована 
на основе коммерческого набора низкомолеку-
лярных соединений Vitas-M (https://vitasmlab.biz) 
с использованием структурного поиска по сульфо-
группе в программе ACD/SpectrusDB (https://www.
acdlabs.com). Соединения докировали в активный 
центр модели mbТК с помощью Lead Finder 1.1.16 
[6]. Область поиска охватывала участок связыва-
ния кофактора тиаминдифосфата и субстрата [7]. 
При докировании отбирали соединения, способные 
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к образованию электростатического взаимодействия 
с ионом Mg2+ (для этого использовали Perl-скрипт 
структурной фильтрации), а также других благо-
приятных контактов.

Рекомбинантный белок mbТК получали с ис-
пользованием плазмиды pET-19b с геном Rv1449c 
и штамма Escherichia coli BL21(DE3). Выделение 
и очистку белка проводили как описано ранее 
[8, 9]. Активность mbТК измеряли по сопряжен-
ной реакции восстановления NAD+, катализиру-
емой глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназой 
из мышц кролика [10]. Система для измерения ак-
тивности содержала: глицил-глицин (50 мМ), ди-
тиотреитол (3.2 мМ), арсенат натрия (10 мМ), хло-
рид магния (2.5 мМ), тиаминдифосфат (5 мкМ), 
ксилулозо-5-фосфат (140 мкМ), рибозо-5-фосфат 
(560 мкМ), NAD+ (370 мкМ), глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназу (3 Е) и разные концентрации 
ингибитора STK045765 (0–1000 мкМ). Реакцию на-
чинали добавлением раствора апоформы mbТК 
в реакционную смесь, инкубируемую в термостати-
руемой ячейке при рН 7.6 и 25°С. Скорость реакции 
регистрировали по увеличению оптической плотно-
сти раствора при 340 нм с помощью спектрофотоме-
тра Shimadzu UV-1800.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В  активном центре mbТК располагается ко-
фактор тиаминдифосфат, а также ион Mg2+ [4]. 
Взаимодействие пирофосфатной группы с Mg2+ вно-
сит существенный вклад в энергию связывания тиа-
миндифосфата и имеет важное значение для дизай-
на ингибиторов транскетолаз, которые для mbТК 
до проведения наших исследований не были из-
вестны. 

В качестве возможного структурного мимети-
ка пирофосфатной группы, способного образовать 
электростатическое взаимодействие с ионами ме-
таллов, была выбрана сульфогруппа. Из библиотеки 
коммерчески доступных низкомолекулярных ве-
ществ извлечено 320 молекул с концевой (отрица-
тельно заряженной) сульфогруппой и 563 молекулы 
с этерифицированной сульфогруппой. В результате 
докинга определены позиции связывающихся со-
единений этого класса в активном центре mbТК; 
полученные результаты были подвергнуты струк-
турной фильтрации, учитывающей наличие прямого 
электростатического взаимодействия сульфогруппы 
с Mg2+. При экспертном анализе позиций отобран-
ных соединений идентифицированы пять соедине-
ний с концевой сульфогруппой (рис. 1), эффективно 
взаимодействующих с Mg2+ и окружающими остат-
ками активного центра mbТК. Менее эффективные 
взаимодействия этерифицированных сульфонатов 

указывают на то, что для связывания ингибиторов 
в активном центре mbTK необходима отрицательно 
заряженная группа.

Для экспериментального тестирования ин-
гибиторных свойств была отобрана молекула 
STK045765, образующая наиболее благоприятные 
связи и контакты при моделировании фермент-
ингибиторных комплексов. В данной молекуле фу-
рансульфонатный и нафталиновый фрагменты со-
единены гидразидным линкером. Отрицательно 
заряженная сульфогруппа STK045765 способна вза-
имодействовать с ионом Mg2+ и боковой цепью His85 
(рис. 2) подобно пирофосфатной группе кофактора. 
Наряду с этим имеют место выгодные гидрофоб-
ные контакты бициклического структурного фраг-
мента STK045765 с боковыми цепями Ile211, Leu402 
и Phe464. Экспериментальная проверка подтвердила 

STK045765 STK330556

STK332172 STK386918 STK396682

Рис. 1. Химические структуры потенциальных ингиби-
торов mbТК, отобранных в результате компьютерного 
скрининга

Рис. 2. Модель фермент-ингибиторного комплекса 
mbТК и STK045765. Сульфогруппа способна взаимо-
действовать с ионом Mg2+ и образовать водородную 
связь с остатком His85, гидрофобный бициклический 
структурный фрагмент комплементарен участку, 
сформированному остатками Ile211, Leu402 и Phe464. 
Рисунок подготовлен с использованием VMD 1.9.2 [11]
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выводы молекулярного моделирования. При добав-
лении ингибитора в реакционную смесь обнаружено 
подавление активности mbТК: так в присутствии 
STK045765 в концентрации 1 мМ остаточная актив-
ность составила 27% (рис. 3).
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Рис. 3. Влияние ингибитора STK045765 на каталитиче-
скую активность mbТК

ВЫВОДЫ 
Компьютерный скрининг библиотеки сульфозаме-
щенных соединений позволил идентифицировать 
потенциальные ингибиторы, способные связывать-
ся в активном центре mbТК и конкурировать с ко-
фактором тиаминдифосфатом. Экспериментальная 
проверка одного из кандидатов (STK045765, содер-
жащего фурансульфонатную группу) в отношении 
высокоочищенного препарата mbTK подтвердила, 
что соединения данного класса способны подавлять 
ферментативную активность. В результате прове-
денного исследования обнаружен первый (в своем 
классе) ингибитор mbТК, структура которого может 
стать основой для разработки более эффективных 
ингибиторов – прототипов противотуберкулезных 
препаратов. 

Работа выполнена при финансовой 
поддержке Российского научного фонда 

(грант № 15-14-00069-П).
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ложений, возможность постановки новых задач. Средний 
объем реферата составляет 20 строк (примерно 1500 зна-
ков).
 • Ключевые слова (3–6). В них следует отразить: предмет 
исследования, метод, объект, специфику данной работы.
 • Список сокращений. 
 • Введение.
 • Раздел «Экспериментальная часть».
 • Раздел «Результаты». 
 • Раздел «Обсуждение» (или «Результаты и обсуждение»). 
 • Раздел «Выводы» (или «Заключение»). В конце раздела 
указываются названия организаций, финансировавших 
работу, в скобках – номера грантов. 
 • Раздел «Список литературы». 

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО НАБОРУ И ОФОРМЛЕНИЮ ТЕКСТА 
 • Рекомендуется использование редактора Microsoft Word 
2003 for Windows. 
 • Шрифт – Times New Roman. Стандартный размер 
шрифта – 12. 
 • Интервал между строками 1.5.
 • Нецелесообразно использовать более одного пробела 
между словами. 
 • Запрещено использовать при наборе текста автоматиче-
ское создание сносок, автоматический перенос или авто-
матический запрет переносов, создание списков, автома-
тический отступ и т.п. 
 • При создании таблицы рекомендуется использовать воз-
можности Word (Таблица – Добавить таблицу) или MS 
Excel. Таблицы, набранные вручную (с помощью большо-
го числа пробелов, не используя ячейки), не могут быть 
использованы. 
 • Между инициалами и фамилией всегда ставится про-
бел: А.А. Иванов (кроме перечисления авторов в загла-
вии статьи, где пробелы ставятся и между инициалами – 
А. А. Иванов). 
 • Все даты в виде «число.месяц.год» набиваются следую-
щим образом: 02.05.1991. 

 • Точка не ставится после: УДК, заглавия статьи, авторов, 
адресов, заголовков и подзаголовков, названий таблиц, 
подписей к рисункам, размерностей (с – секунда, г – 
грамм, мин – минута, ч – час, сут – сутки, град – градус). 
 • Точка ставится после: сносок (в том числе в таблицах), 
примечаний к таблице, краткой аннотации, сокращений 
(мес. – месяц, г. – год, т. пл. – температура плавления), 
но не ставится в подстрочных индексах: Т

пл
 – темпера-

тура плавления, Т
ф. п

 – температура фазового перехода. 
Исключение: млн – миллион – без точки. 
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• Десятичные цифры набираются только через точку,
а не через запятую (0.25 вместо 0,25).

• Сокращения единиц измерений пишутся только русски-
ми буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).

 • Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус», «ин-
тервал» или «химическая связь» пробелами не отбиваются.

• В качестве знака умножения используется только «×».
Знак «×» ставится только в том случае, если справа
от него стоит число. Символом «∙» обозначаются ком-
плексные соединения в химических формулах, а также
нековалентные комплексы (ДНК∙РНК и т.п.).

• Используются только «кавычки», но не “кавычки”.
• В формулах используются буквы латинского и греческо-

го алфавитов.
• Латинские названия родов и видов животного мира пи-

шутся курсивом, таксонов более высокого ранга, а также
названия вирусов и бактериофагов в латинской транс-
крипции – прямым шрифтом.

• Названия генов (кроме обозначения генов дрожжей) пи-
шутся строчным курсивом, названия белков – прямым
шрифтом.

• Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокислотных
остатков (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (ATP, AMP и т.д.)
пишутся в латинской транскрипции прямым шрифтом.

• Нумерация азотистых оснований и аминокислотных
остатков пишется без дефиса (T34, Ala89).

• При выборе единиц измерения необходимо придержи-
ваться международной системы единиц СИ.

• Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, кДа,
МДа).

• Количество пар нуклеотидов обозначается сокращения-
ми (п.н., т.п.н.).

• Количество аминокислотных остатков обозначается со-
кращением (а.о.).

• Биохимические термины (в частности, названия фер-
ментов) приводятся в соответствии с международными
правилами IUPAC.

• Сокращения терминов и названий в тексте должны быть
сведены к минимуму.

• Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах
и графиках недопустимо.

ТРЕБОВАНИЯ К ИЛЛЮСТРАЦИЯМ 
 • Рисунки к статьям приводятся отдельными файлами
в формате TIFF, при необходимости – в заархивированном 
виде.

• Иллюстрации должны иметь разрешение не ниже 300
dpi для цветных и полутоновых изображений и не менее
600 dpi для черно-белых иллюстраций.

• Недопустимо использование дополнительных слоев.

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ, 
ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Статьи публикуются по мере поступления. Члены редкол-
легии имеют право рекомендовать к ускоренной публикации 
статьи, отнесенные редколлегией к приоритетным и полу-
чившие высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят экспертизу 
членов редколлегии и направляются на внешнее рецен-
зирование. Выбор рецензента является прерогативой ре-

дакции. Рукопись направляется на отзыв специалистам 
в данной области исследований, и по результатам рецен-
зирования редколлегия определяет дальнейшую судьбу 
рукописи: принятие к публикации в представленном виде, 
необходимость доработки или отклонение. 

Возвращение рукописи авторам на доработку не означает, 
что статья принята к печати. После получения доработанного 
текста рукопись вновь рассматривается редколлегией. До-
работанный текст автор должен вернуть вместе с ответами 
на все замечания рецензента. 

Переработанная рукопись должна быть возвращена 
в редакцию в течение одной недели после получения ав-
торами отзывов. 

На всех стадиях работы с авторами, редакторами и ре-
цензентами редакция использует электронно-почтовую 
связь, поэтому авторы должны быть очень внимательны 
к указанному в рукописи электронному адресу и должны 
своевременно сообщать о произошедших изменениях.

Корректуры статей редакция рассылает авторам по элек-
тронной почте в виде pdf-файла. На стадии корректуры не до-
пускаются замены текста, рисунков или таблиц. Если это 
все же необходимо, то данный вопрос решается с редколлегией.

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
цифрами в квадратных скобках (нумерация в порядке ци-
тирования). Ссылке на работу в таблице или в подписи к ри-
сунку присваивается порядковый номер, соответствующий 
расположению данного материала в тексте статьи.

Для книг: фамилия и инициалы автора, полное назва-
ние книги, место издания, издательство, год издания, том 
или выпуск и общее количество страниц.

Кулаев И.С., Вагабов В.М., Кулаковская Т.В. Высокомоле-
кулярные неорганические полифосфаты: биохимия, клеточ-
ная биология, биотехнология. М.: Научный мир, 2005. 216 с. 

Ссылки на книги, переведенные на русский язык, долж-
ны сопровождаться ссылками на оригинальные издания 
с указанием выходных данных.

Для периодических изданий: фамилия и инициалы ав-
тора, название журнала, год издания, том, номер, первая 
и последняя страницы статьи. Указываются фамилии пер-
вых 10 авторов, например:
Ross M.T., Grafham D.V., Coffey A.J., Scherer S., McLay K., 
Muzny D., Platzer M., Howell G.R., Burrows C., Bird C.P., 
et al. // Nature. 2005. V. 434. № 7031. P. 325–337. 

Ссылки на авторефераты диссертаций должны содер-
жать фамилию и инициалы автора, название диссертации, 
место выполнения работы, год защиты диссертации.

Шкурников М.Ю. Влияние нагрузок различной интен-
сивности на концентрацию белка теплового шока с моле-
кулярной массой 70 кДа. Дис. ... канд. мед. наук. М.: ФГУ 
ВНИИФК, 2009.

Ссылки на патенты должны содержать фамилии 
и инициалы авторов, вид патентного документа (авторское 
свидетельство или патент), номер, название страны, вы-
давшей документ, индекс международной классификации 
изобре тений, год выдачи патента.

Для  связи  с  редакцией  следует  использовать  
следующий электронный адрес: actanaturae@gmail.com,  
телефон: (495) 727-38-60.
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