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Получение и характеристика линии эмбриональных стволовых 
клеток мыши с нокаутом гена иммунопротеасомы Psmb9 

Д. В. Кригер, У. И. Поденкова, А. А. Кузьмин, Н. Д. Аксенов, А. В. Кропачева, А. С. Зиновьева, А. В. Селенина, 
А. Н. Томилин, А. С. Цимоха
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Эктодерма	 Мезодерма	 ЭнтодермаС использованием технологии CRISPR/Cas9 создана 
линия эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) мыши 
с нокаутом гена Psmb9, кодирующего каталитиче-
скую субъединицу иммунопротеасомы – Lmp2 (β1i). 
Установлено, что отсутствие Lmp2 не влияет на мор-
фологию и пролиферативную активность ЭСК, а так-
же на их плюрипотентный статус. Данная клеточ-
ная линия представляет перспективный инструмент 
для изучения роли гена Psmb9 и иммунопротеасом 
в последующих этапах дифференцировки ЭСК in vitro.

Оценка плюрипотентных свойств in vivo линий ЭСК 
с нокаутом гена Psmb9 с помощью тератомного теста

Сервер PepString для поиска коротких аминокислотных 
подпоследовательностей: определение возможных 
мишеней бета-амилоида

С. А. Козин, А. А. Анашкина, Д. Г. Мацуга, Б. С. Суваан, 
В. Г. Туманян, В. А. Митькевич, А. А. Макаров
Представлен новый биоинформатический инструмент для поиска 
коротких аминокислотных последовательностей в белковых 
молекулах, аннотированных в публичных базах данных (Uni-
protKB, SwissProt). Продемонстрировано его использование 
на примере поиска в протеоме человека тетрапептида EVHH, 
который является молекулярной детерминантой бета-амилоида 
и участвует в критических для патогенеза болезни Альцгеймера 
взаимодействиях. Представленная программа (сервер PepString, 
http://pepstring.eimb.ru) позволяет с помощью интуитивно понят-
ных запросов получить информацию обо всех возможных белках, 
в которых присутствуют интересующие последовательности и их 
комбинации. 

Форма запроса для поиска последователь-
ностей белков, содержащих точные вхож-
дения коротких пептидов, с помощью сер-
вера PepString (http://pepstring.eimb.ru)

Гуморальный и клеточный иммунный ответ на введение 
добровольцам вакцины ОртопоксВак
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Логарифмы титров ИФА специфичных 
IgG к антигенам ВОВ в сыворотках крови 
добровольцев, участвующих в клиниче-
ских испытаниях вакцины ОртопоксВак

С. Н. Щелкунов, Е. Ю. Прудникова, А. А. Шестакова, 
С. Н. Якубицкий, С. А. Пьянков, А. Е. Нестеров, С. В. Усова, 
М. П. Богрянцева, Е. А. Нечаева, Т. В. Трегубчак, А. П. Агафонов 
Первая в мире противооспенная вакцина четвертого поколения 
ОртопоксВак проявила себя как безопасная слабо реактоген-
ная по сравнению с живой оспенной вакциной первого поколе-
ния, но сохранившая на том же уровне иммуногенные свойства. 
В представленной работе анализировали уровни специфичного 
гуморального и Т-клеточного иммунных ответов на внутрикож-
ное введение добровольцам вакцины ОртопоксВак однократно 
в дозе 107 ООЕ или двукратно в дозе 106 ООЕ через 1.5, 3 и 5 
лет после вакцинации. На основании полученных результатов 
можно заключить, что вакцина ОртопоксВак при внутрикожном 
одноразовом введении в  дозе 107 ООЕ обеспечивает 
выраженный специфичный гуморальный и  Т-клеточный 
иммунный ответ в течение, по крайней мере, трех лет.
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УДК 571.27

Влияние внутриклеточных 
доменов химерных антигенных 
рецепторов на свойства CAR-T-клеток

Д. В. Волков1*, В. М. Степанова1, И. А. Ярошевич1,2, А. Г. Габибов1, Ю. П. Рубцов1 
1ГНЦ Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 
РАН, Москва, 117997 Россия
2Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, Москва, 119991 Россия
*E-mail: ya.wolf.otl@yandex.ru
Поступила в редакцию 23.06.2025
Принята к печати 02.07.2025
DOI: 10.32607/actanaturae.27728

РЕФЕРАТ Технология модификации Т-клеток химерными антигенными рецепторами (CAR – chimeric 
antigen receptor) расширила возможности терапии онкогематологических заболеваний и изменила век-
тор развития исследований в области инженерии иммунных клеток и иммунотерапии. К сожалению, 
успехи терапии Т-клетками, модифицированными химерными антигенными рецепторами (CAR-T-cell – 
chimeric antigen receptor modified T cell), в отдельных случаях онкогематологических заболеваний и со-
лидных опухолей ограничены рядом факторов, а именно: (1) избыточным или недостаточным ответом 
CAR-T-клеток, развивающимся как из-за резистентности опухолевых клеток или их микроокруже-
ния, так и за счет неоптимальной структурно-функциональной организации химерного рецептора; (2) 
не самым функциональным фенотипом готового CAR-T-клеточного продукта, формирование которого 
является прямым следствием процесса получения CAR-T-клеток и их экспансии; (3) отсутствием адек-
ватной системы управления CAR-T-клетками после введения пациенту. Поэтому актуальные задачи 
современных исследований включают оптимизацию структуры CAR и технологий их получения, а так-
же дополнительные модификации CAR-T-клеток. Одно из главных направлений повышения эффек-
тивности терапии с помощью CAR-T-клеток – это оптимизация структуры CAR с целью улучшения 
функционирования модифицированных клеток. С момента появления первых CAR-T-клеток создано 
пять поколений CAR, в которых использованы как новые сочетания сигнальных и структурных доме-
нов в одной молекуле, так и новые системы из нескольких химерных молекул, представленных одно-
временно на поверхности Т-клеток. Рациональная комбинация составных частей CAR должна обеспе-
чивать высокую чувствительность рецептора к антигену, образование устойчивого иммунного синапса 
(ИС), эффективную костимуляцию и продуктивную активацию CAR-T-клетки. Сочетание современных 
технологий – машинного обучения для предсказания трехмерной структуры и свойств биополимеров, 
а также высокопроизводительного секвенирования и омиксных технологий – открывает новые го-
ризонты для направленной модификации структуры CAR. Ключевым становится выбор конкретных 
модификаций и сочетаний костимулирующих и сигнальных доменов с целью повышения цитотоксич-
ности, пролиферации и персистенции CAR-T-клеток. В представленном обзоре обсуждаются последние 
достижения в области оптимизаций CAR с акцентом на изменения, которые должны улучшать функ-
ции терапевтических CAR-T-клеток. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА CAR-T, костимуляторные молекулы, CD3, внутриклеточный сигналинг, Т-клеточные 
рецепторы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ CAR – химерный антигенный рецептор; CAR-T-клетки – Т-клетки, модифици-
рованные химерным антигенным рецептором; ИС – иммунный синапс; ОАА – опухоль-ассоциирован-
ный антиген; FAS-L – Fas-лиганд; FAS – Fas-рецептор; ICD – внутриклеточный домен; scFv – одно-
цепочечный вариабельный фрагмент; VHH – вариабельный фрагмент наноантитела; CD – кластер 
дифференцировки; BCMA – антиген созревания B-клеток; IgSF – суперсемейство иммуноглобулинов; 
TNFRSF – суперсемейство рецепторов фактора некроза опухоли; TNFSF – суперсемейство фактора 
некроза опухоли; АПК – антигенпрезентирующая клетка; ГКГСI/II – главный комплекс гистосовме-
стимости I и II типа; ТКР – Т-клеточный рецептор; α, β – распознающие цепи Т-клеточного рецеп-
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тора; ζ, γ, δ, ε – белки группы CD3 Т-клеточного рецептора; ITAM – иммунорецепторный тирозино-
вый активирующий мотив; АК – аминокислота; Y – тирозин; Tn-клетки – наивные Т-клетки; ICOSL 
– лиганд рецептора ICOS; ИЛ – интерлейкин; ИФН-γ – интерферон-гамма; TNF-α – фактор некроза 
опухоли-альфа; Treg-клетки – регуляторные Т-клетки; FAP – белок, активирующий фибробласты; 
Th-клетки – Т-хелперы; Tm-клетки – Т-клетки памяти; TRAF – рецепторы, связывающие факторы, 
ассоциированные с рецептором фактора некроза опухоли; Tcm-клетки – Т-клетки центральной памя-
ти; HVEM – медиатор проникновения вируса герпеса; Tem-клетки – Т-клетки эффекторной памяти; 
GITR – глюкокортикоид-индуцированный TNF-рецептор-связанный белок; BRS – участки некоторых 
молекул CD3, обогащенные положительно заряженными АК; RK – рецепторная киназа; PRS – богатая 
пролином последовательность CD3ε; PKC – протеинкиназа C; bCAR – химерные антигенные рецепто-
ры, в которых сигнальные домены представлены частями различных внутриклеточных сигнальных 
партнеров ТКР; ZAP70KD – киназный домен ZAP70.

ВВЕДЕНИЕ
Традиционные методы лечения опухолевых заболе-
ваний – химио- и лучевая терапия – в настоящее 
время достаточно часто сочетаются с относительно 
новыми – иммунотерапевтическими. К ним относят-
ся терапия препаратами моноклональных антител, 
биспецифическими активаторами Т-клеток, а также 
клеточная терапия, в том числе CAR-T-клетками, 
на которых сфокусирован наш обзор. Постепенный 
сдвиг в сторону более специфичных или, как их на-
зывают, таргетных методов лечения объясняется 
низкой эффективностью и тяжелыми побочными ре-
акциями традиционных методов терапии (например, 
системной генотоксичностью) [1], а также возросшим 
потенциалом новых методов терапии, что особен-
но ярко демонстрирует технология CAR-T-терапии 
в случае онкогематологических заболеваний [2]. 
Принцип действия CAR-T-терапии основан на рас-
познавании поверхностных маркеров опухолевых 
клеток, что позволяет специфично воздействовать 
на них цитотоксическими CAR-Т-клетками (рис. 1). 

Это воздействие обеспечивается CAR, который 
состоит из трех основных доменов – внеклеточного, 
ответственного за распознавание антигена и под-
вижность распознающей части, трансмембранного, 
участвующего в формировании ИС, и внутрикле-
точного, содержащего костимулирующие и сигналь-
ный домены, которые определяют весь спектр от-
ветов CAR-T-клеток на специфическую активацию 
при связывании антигена. При этом внеопухолевая 
токсичность таких иммунотерапевтических пре-
паратов существенно ниже по сравнению с тради-
ционной терапией [3]. Кроме того, CAR-T-терапия, 
в случае успеха, позволяет сформировать популя-
цию специфичных клеток памяти, что обеспечи-
вает долгую ремиссию [4]. К сожалению, несмотря 
на отдельные успехи в применении CAR-T-клеток, 
остаются пациенты, которым CAR-T-терапия в су-
ществующем виде помогает лишь временно, в силу 
недостаточной персистенции или цитотоксичности 
высокоперсонализированных клеточных препаратов. 
Поэтому усилия исследователей направлены на по-

Рис. 1. Механистический 
принцип CAR-T-терапии. 
Взаимодействие CAR-
T-клетки с опухолевой 
клеткой обеспечивается 
специфичным распозна-
ванием опухоль-ассоции-
рованного антигена (ОАА) 
химерным рецептором. 
Это приводит к активации 
цитотоксических функций 
CAR-T-клетки, опосре-
дованных выделением 
литических гранул с гран-
зимами и перфорином, 
а также взаимодействием 
Fas-лиганда (FAS-L) и Fas-
рецептора (FAS). В резуль-
тате наблюдается апоптоз 
опухолевой клетки 
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вышение эффективности CAR-T-терапии. Одним 
из ключевых факторов этого является эффектив-
ность передачи сигнала от CAR на мембране внутрь 
клеток, что вызывает активацию транскрипцион-
ных программ, ответственных за цитотоксичность, 
выживание активированных клеток, их пролифе-
рацию, секрецию цитокинов и литических гранул, 
метаболизм и другие функции. За передачу сигнала 
отвечают внутриклеточные домены (ICD – intracel-
lular domain) CAR, оптимизации структуры которых 
посвящен данный обзор.

КОСТИМУЛИРУЮЩИЕ ДОМЕНЫ
В CAR-T-клеточных препаратах, одобренных 
для клинического применения, роль костимулиру-
ющих доменов выполняют внутриклеточные части 
достаточно хорошо изученных костимулирующих 
мембранных молекул Т-клеток – CD28 и 4-1BB [5] 
(рис. 2). 

Эти мембранные белки относятся к двум су-
персемействам – иммуноглобулиновому (IgSF – 
immunoglobulin superfamily) и семейству рецеп-
торов фактора некроза опухоли (TNFRSF – tumor 
necrosis factor receptor superfamily) соответствен-
но. На разных стадиях разработки находятся CAR 
с другими костимулирующими доменами, которые 
также входят в эти семейства – ICOS, OX40, CD27 
и др. (рис. 3).

Суперсемейство иммуноглобулинов
Среди рецепторов, относящихся к IgSF, молекулы 
CD28 и ICOS функционируют как стимуляторы 
Т-клеток за счет консервативного мотива YXXM 
(X – любая аминокислота (АК)), содержащего оста-
ток тирозина (Y), который при активации фосфори-
лируется, что стимулирует взаимодействие с вну-
триклеточными сигнальными партнерами, в том 
числе с различными киназами.

CD28. CD28 был первым костимулятором, ис-
пользованным для получения модифицированных 
T-клеток, содержащих CAR второго поколения [6], 
которые обладали преимуществами в персистенции 
и секреции цитокинов по сравнению с клетками 
первого поколения, содержащими только сигналь-
ный домен CD3ζ [7]. Сигналы CD28 критически важ-
ны для активации наивных Т-клеток (Tn – naive 
T cell), так как предохраняют эти клетки от анер-
гии [8], а также поддерживают такие процессы, 
как секреция цитокинов, пролиферация Т-клеток 
и их дифференцировка в эффекторные клетки. 
Взаимодействие CD28 с несколькими лигандами, 
в числе которых CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) и B7-H2 
(ICOSL), который одновременно является лигандом 
ICOS, приводит к его активации. Функциональные 
мотивы во внутриклеточной части CD28 – прок-
симальные (YMNM, PRRP) и дистальный (PYAP) 

Рис. 2. Одобренные к применению CAR-T-клеточные препараты. Показаны основные домены, обеспечивающие 
распознавание и передачу сигнала внутриклеточным партнерам. scFv – одноцепочечный вариабельный фраг-
мент; VHH – вариабельный фрагмент наноантитела; CD – кластер дифференцировки; BCMA – антиген созрева-
ния B-клеток
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(рис. 3) – связывают киназы с доменами SH2 и/
или SH3 (YMNM – SHIP1, SLP76, GRAP, CBL, 
PI3K, GRB2 и GADS; PRRP – ITK; PYAP – PDK1, 
PKCθ, GRB2, STS1/2, CIN85, CD2AP, LCK и FLNA). 
Фиксация киназ на костимуляторе обеспечивает 
изменение их конформации, активацию и после-
дующие взаимодействия киназ с нижележащими 
участниками сигнальных каскадов, которые, с одной 
стороны, приводят к активации транскрипционных 
факторов NFAT, AP-1 и NF-κB, ассоциированных 
с синтезом интерлейкина-2 (ИЛ-2) и стимуляци-
ей Bcl-XL, а с другой, стимулируют метаболизм 
Т-клеток, усиливая аэробный гликолиз, поступле-
ние питательных веществ и анаболические процес-
сы [8–10].

 В конструкции CAR используют ICD CD28, ко-
торый при связывании антигена с химерным рецеп-
тором ведет к активации пути PI3K/AKT, усили-
вая аэробный гликолиз, который позитивно влияет 
на эффекторные свойства Т-клеток [11]. В то же 
время высокий уровень гликолиза провоцирует ис-
тощение клеток и снижает их персистенцию [12]. 
Для преодоления этого пробуют вносить мутации 
в функциональные мотивы CD28. При этом мутации 
в каждом мотиве могут модифицировать характе-
ристики полученных CAR-T-клеток. Так, в модели 
ксенотрансплантата панкреатической опухоли заме-
на мотива YMNM на YMFM в SS1-CAR-T-клетках 
на основе CD28, нацеленных на мезотелин, снижает 
взаимодействие CD28 с GRB2, что уменьшает пе-

Рис. 3. Основные суперсемейства Т-клеточных костимулирующих рецепторов. Показана общая схема актива-
ции Т-клеток, для которой необходим основной сигнал и костимулирующие, обеспечиваемые взаимодействием 
как ТКР с главным комплексом гистосовместимости, так и активирующих рецепторов – представителей IgSF 
и TNFRSF – со своими лигандами. У рецепторов обозначены аминокислотные последовательности основных 
сигнальных мотивов. АПК – антигенпрезентирующая клетка; ГКГСI/II – главный комплекс гистосовместимости 
I и II типа; IgSF – суперсемейство иммуноглобулинов; TNFRSF – суперсемейство рецепторов фактора некроза 
опухоли; TNFSF – суперсемейство фактора некроза опухоли; ТКР – Т-клеточный рецептор; α, β – распознающие 
цепи Т-клеточного рецептора; ζ, γ, δ, ε – белки группы CD3 Т-клеточного рецептора; ITAM – иммунорецептор-
ный тирозиновый активирующий мотив
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редачу сигналов через VAV1, снижает кальциевый 
ток и гиперактивацию NFAT, уменьшая истоще-
ние и дисфункцию Т-клеток и повышая их перси-
стенцию и противоопухолевую эффективность [12]. 
CD28 с заменой мотивов PRRP и YMNM на ARRA 
и YFNM соответственно, усиливает секрецию клет-
ками интерферона-гамма (ИФН-γ) и фактора некро-
за опухоли-альфа (TNF-α – tumor necrosis factor 
alpha), снижает уровень связанного с истощением 
транскрипционного фактора Nur77 и повышает ци-
тотоксичность CD19-CAR-T-клеток, что, в результа-
те, обеспечивает устойчивое ингибирование разви-
тия опухоли у мышей [13]. Kofler и соавт. показали, 
что замена в CD28 участка PYAPP на AYAAA на-
рушает взаимодействие мотива PYAP с киназой 
LCK, что снижает секрецию ИЛ-2 и подавляет за-
висимую от него сигнализацию, а также ослабляет 
ИЛ-2-зависимую пролиферацию внутриопухолевых 
регуляторных Т-клеток (Treg – regulatory T cells), 
усиливая тем самым противоопухолевую активность 
таких CAR-T-клеток в отношении солидных опухо-
лей с высокой инфильтрацией Treg-клетками [14]. 
Кроме того, эта модификация CD28 усиливает про-
лиферацию, метаболизм, активацию и цитотоксич-
ность CAR-T-клеток, нацеленных на белок, акти-
вирующий фибробласты (FAP – fibroblast activation 
protein). Такие клетки эффективно элиминируют 
опухоли в комбинации с ингибиторами иммунных 
контрольных точек и длительно персистируют 
в гуманизированных мышах с ксенотранспланта-
том и у пациентов со злокачественной плевраль-
ной мезотелиомой, демонстрируя высокий уровень 
безопасности [15]. Так как ICD CD28 часто вклю-
чают в состав CAR вместе с трансмембранным до-
меном, стоит отметить, что за счет этого CAR мо-
жет образовывать гетеродимеры с эндогенным CD28 
[16], что приводит как к тоническому сигналингу, 
так и к усилению эффекторных функций соответ-
ствующих CAR-T-клеток.

ICOS. Этот рецептор слабо экспрессируется в Tn-
клетках до активации Т-клеточного рецептора 
(ТКР), однако после активации экспрессия усилива-
ется в течение нескольких часов [17]. ICOS активи-
рует взаимодействие с лигандом – ICOSL, которое 
поддерживает жизнедеятельность Т-клеток, стиму-
лируя пролиферацию и дифференцировку по сход-
ным с CD28 механизмам. Эти рецепторы различа-
ются по влиянию на синтез и секрецию цитокинов. 
Так, CD28 стимулирует продукцию ИЛ-2, а ICOS – 
ИЛ-10, характерного в большей степени для Treg-
клеток [18]. Кроме ИЛ-10, ICOS также стимулиру-
ет секрецию ИФН-γ, TNF-α, ИЛ-5, ИЛ-13 и ИЛ-17, 
что усиливает эффекторные свойства Т-клеток 

и дифференцировку наивных Т-хелперов (Th – 
T helper cell) в эффекторные клетки подтипов Th1, 
Th2 и Th17 [18, 19]. Как и CD28, ICOS активирует 
экспрессию Bcl-XL, что повышает жизнеспособность 
Т-клеток [20]. Функциональный тирозинсодержа-
щий мотив ICOS YMFM (рис. 3) взаимодействует 
с регуляторной субъединицей PI3K p50α, что приво-
дит к более сильной активации PI3K по сравнению 
с эффектом CD28 [21]. В результате стимуляция 
ICOS приводит к фосфорилированию киназ AKT, 
PDK1, ERK1/2, p38 MAPK и активации транскрип-
ционных факторов NFAT и NF-κB, что отличает 
ICOS от CD28, который также вовлекает в сигналь-
ный каскад киназу JNK и активирует транскрипци-
онный фактор c-Jun [17].

Функциональную активность CAR-T-клеток 
на основе ICOS первыми показали Shen и соавт., 
которые применили CAR-T-клетки в лечении гли-
областомы в мышиной модели [22]. Предполагается, 
что именно поляризация CD4+ CAR-Т-клеток в сто-
рону Th1 и Th17 за счет вовлечения PI3K/AKT, 
p38 MAPK (и других механизмов) усиливает их 
персистенцию [23], что повышает противоопухоле-
вую активность и CD8+ CAR-T-клеток [23]. Перед 
введением животным CD4+ mesoCAR-T-клеток, 
нацеленных на мезотелин, Wyatt и соавт. прово-
дили низкоинтенсивную стимуляцию этих клеток 
с помощью магнитных шариков, покрытых антите-
лами к CD3 и ICOS (соотношение шарики : клет-
ки = 1 : 10), параллельно добиваясь поляризации 
клеток в Th17 с помощью коктейля цитокинов. 
Такая обработка обеспечивала (по сравнению со 
стимуляцией CD3 и CD28) получение менее диф-
ференцированных CD4+ CAR-T-клеток и сдвиг их 
метаболизма в сторону окислительного фосфори-
лирования, что характерно для Т-клеток памяти 
(Tm – memory T cell). Это подчеркивает преимуще-
ство именно ICOS-направленной стимуляции CD4+ 
mesoCAR-Т-клеток. Такая подготовка приводила 
к более эффективной элиминации опухоли у мышей 
с мезотелиомой с помощью комбинации CD4+ Th17 
mesoCAR-T-клеток и CD8+ mesoCAR-T-клеток 
[24] по сравнению со стандартно активированными 
CAR-T-клетками. Эти данные подчеркивают не-
одинаковую роль разных костимуляторов в зави-
симости от типа CAR-Т-клеток – CD4+ или CD8+. 
Оптимальная костимуляция может быть обеспечена 
с помощью модификации CD4+ и CD8+ Т-клеток 
генами CAR с разными костимулирующими до-
менами, что необходимо учитывать для получе-
ния наиболее эффективного CAR-T-клеточного 
продукта. Исследование эффекта костимуляции 
CAR-T-клеток с помощью ICOS показало, что за-
мена YMFM на FMFM приводит к нарушению ко-
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стимуляции CAR-T-клеток через ICOS. Это ведет 
к низкой секреции указанных ранее цитокинов 
CAR-T-клетками [25]. Модификации ICD ICOS, по-
вышающие его эффективность, пока не описаны. 

Суперсемейство рецепторов фактора некроза 
опухоли
В состав этого обширного суперсемейства входит 
порядка 30 рецепторов, которые делятся на три 
группы: рецепторы, связывающие факторы, ассо-
циированные с рецептором фактора некроза опу-
холи (TRAF – TNF receptor-associated factor) (1); 
рецепторы смерти (2) и молекулы с нефункциональ-
ным ICD или без него (3) [26]. В структуре CAR 
к этому моменту использовали внутриклеточные 
части только рецепторов группы (1) – это 4-1BB, 
OX40, CD27, HVEM, TNFRSF18. Консервативные 
мотивы рецепторов этой группы включают TRAF-
связывающие (P/A/S/T)X(E/Q)E и PXQXXD (X – 
любая АК) [27]. 

4-1BB. 4-1BB очень часто включают в  CAR 
при  создании CAR-T-клеточных препаратов. 
Четыре из шести одобренных CAR-T-клеточных 
продуктов содержат в составе CAR именно 4-1BB 
[2]. Это не случайно, так как 4-1BB – это один 
из ключевых маркеров активации Т-клеток, кото-
рый, благодаря взаимодействию с лигандом 4-1BBL 
и привлечению разных TRAF, инициирует сигналь-
ные пути p38 MAPK, AKT и ERK. Это приводит 
к активации транскрипции с NF-κB-зависимых 
промоторов, что повышает продукцию сурвивина, 
Bcl-XL, Bfl-1, Bcl-2 и снижает уровень Bim [28, 29]. 
Кроме того, сигнал от 4-1BB увеличивает количе-
ство митохондрий и трансмембранный потенциал, 
что усиливает аэробные процессы в Т-клетках, 
повышая их эффекторные функции [30]. TRAF-
связывающие мотивы 4-1BB – это QEED и EEEE 
(рис. 3), с которыми взаимодействуют TRAF1, 
TRAF2, TRAF3 и TRAF5 [31].

Включение 4-1BB в структуру CAR увеличива-
ет персистенцию CAR-T-клеток, которые феноти-
пически становятся очень похожими на Т-клетки 
центральной памяти (Tcm – central memory T cell). 
Они слабо экспонируют на своей поверхности один 
из наиболее характерных маркеров истощения 
Т-клеток – PD-1 [32, 33]. Отчасти это объясняет 
характер метаболизма клеток, который при кости-
муляции через 4-1BB смещается в сторону усиле-
ния митохондриальных процессов и повышенного 
синтеза митохондрий. Кроме того, в клетках, CAR 
которых содержат 4-1BB, экспрессия генов анти-
апоптотических факторов повышена, а проапопто-
тических снижена. В то же время CAR-T-клетки 

слабее активируются при костимуляции 4-1BB, чем 
CD28 [34]. Это объясняется привлечением тандема 
фосфатаз THEMIS-SHP1, который формирует ком-
плекс с 4-1BB за счет мотива из 10 АК на C-конце 
4-1BB. Образующийся комплекс препятствует фос-
форилированию сигнального домена CAR – CD3ζ. 
Мутации в QEED и EEEE снижают секрецию ци-
токинов, долю Tcm-клеток и противоопухолевую 
активность CAR-T-клеток [25, 35]. Однако опубли-
кованы данные, согласно которым включение 4-1BB 
в состав CAR приводит к повышенной агрегации 
CAR-T-клеток, что снижает их жизнеспособность 
[36]. Примечательно, что удаление упомянутых 10 
АК с C-конца 4-1BB в этом случае препятствует 
агрегации и восстанавливает функциональность 
CAR-T-клеток. Кроме того, установлено, что 4-1BB 
индуцирует тонический сигналинг, который способ-
ствует апоптозу CAR-T-клеток [37]. Снижение про-
дукции таких CAR позволяет нормализовать актив-
ность CAR-T-клеток.

OX40. OX40 – это костимулирующий рецептор, ко-
торый появляется на поверхности Тn-клеток толь-
ко после их активации. Связывание ОХ40 со своим 
лигандом OX40L обеспечивает привлечение TRAF2, 
3, 5 через мотив PIQEE (рис. 3) [38, 39]. Адаптеры 
TRAF2, 3, 5 индуцируют сигнальный путь NF-κB, 
который способствует синтезу в клетках анти-
апоптотических факторов Bcl-XL и Bfl-1 [40]. 
Активируются также киназы PI3K/AKT, вовлечен-
ные в синтез сурвивина и киназы Аврора B, что ин-
гибирует апоптоз и способствует пролиферации 
T-клеток [41, 42].

Костимуляция CAR-T-клеток второго поколе-
ния через OX40 способствует более длительной их 
персистенции по сравнению с клетками, в которых 
за костимуляцию в CAR отвечают CD28 и 4-1BB. 
При этом противоопухолевая активность CAR-T-
клеток in vivo практически не зависит от кости-
мулирующего домена CAR. In vitro CAR-T-клетки, 
в которых за костимуляцию отвечает OX40, лучше 
убивают таргетные клетки [43]. Транскриптомный 
анализ таких CAR-T-клеток выявил в них повы-
шенную экспрессию генов, ответственных за ре-
парацию ДНК, окислительное фосфорилирование, 
ингибирование апоптоза, дифференцировку в клет-
ки памяти и пролиферацию. Данные о так называ-
емой «специализации» OX40 и 4-1BB показывают, 
что 4-1BB преимущественно стимулирует формиро-
вание CD8+ Тm-клеток, а OX40 – CD4+ Tm-клеток 
[39]. Вместе с информацией о том, что ICOS спо-
собствует дифференцировке CD4+ Т-клеток в эф-
фекторы типа Th1, Th2 и Th17, это, по-видимому, 
свидетельствует о том, что наиболее рациональная 
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комбинация для костимуляции CD4+ CAR-T-клеток 
включает ICOS и OX40. В то же время комбинация 
CD28 и 4-1BB, возможно, будет более подходящим 
вариантом для костимуляции CD8+ CAR-T-клеток.

 
CD27. CD27 связывает лиганд CD70 и способству-
ет пролиферации и дифференцировке Т-клеток 
за  счет активации сигнальных путей NF-κB, 
PI3K/AKT, SAPK/JNK [44, 45]. Стимуляция через 
CD27 приводит к уменьшению количества FasL 
в CD4+ Т-клетках и повышению Bcl-XL и Pim-1 
в CD8+ Т-клетках, что ингибирует апоптоз и спо-
собствует гликолизу в CD8+ Т-клетках [46–48]. Тем 
самым CD27 поддерживает пролиферацию и жиз-
неспособность эффекторных Т-клеток и формиро-
вание пула Tm-клеток на стадии первичной акти-
вации Tn-клеток, во время клональной экспансии 
и на эффекторной стадии (например, в опухоли). 
Для взаимодействия с TRAF2, 3, 5 CD27 исполь-
зует функциональный мотив PIQED(YR) и, воз-
можно, EEEG (рис. 3) [45, 49]. Уникальное свойство 
CD27, отличающее его от представителей семей-
ства TNFRSF, – формирование гомодимеров за счет 
дисульфидных мостиков [49]. Именно в этой фор-
ме CD27 присутствует на поверхности покоящих-
ся Т-клеток, в то время как их продолжительная 
активация повышает долю мономерной формы, что, 
вероятно, защищает Т-клетки от включения кости-
муляторов при спонтанной активации.

Изучение костимулирующего потенциала CD27 
показало, что CD27 CAR-T-клетки способны более 
эффективно уничтожать опухоли, подобно тому, 
как это делают CAR-T-клетки с костимуляторами 
CD28 или 4-1BB, чем CAR-T-клетки первого поко-
ления. Продолжительность персистенции CAR-T-
клеток c костимулятором CD27 сходна с персистен-
цией CAR-T-клеток с костимулятором 4-1BB [50, 
51]. В то же время прямое сравнение способности 
CAR-T-клеток второго поколения с 4-1BB или CD27 
элиминировать солидную опухоль у мышей выяви-
ло более высокую противоопухолевую активность 
именно CAR-T-клеток с CD27 [52]. Наиболее эффек-
тивной оказалась комбинация сразу трех костиму-
лирующих доменов – CD28, 4-1BB и CD27 – в со-
ставе CAR, что усилило пролиферацию, повысило 
устойчивость клеток к потере CAR, ослабило исто-
щение CAR-T-клеток по сравнению с костимуляци-
ей одним или двумя доменами [53, 54].

HVEM. Аббревиатура HVEM расшифровывается 
как Herpes Virus Entry Mediator, или медиатор про-
никновения вируса герпеса, так как первоначально 
эта молекула была открыта в качестве рецептора 
вируса простого герпеса-1 [55]. HVEM – это доволь-

но необычный представитель своего суперсемей-
ства, так как он связывает и молекулы, относящиеся 
к семейству TNFSF – TNFSF14 и лимфотоксин-α, 
и иммуноглобулин-подобные молекулы – CD272 
и CD160 [56]. При этом HVEM костимулирует 
Т-клетки при транс-взаимодействиях, в то время 
как цис-взаимодействие препятствует костимуля-
ции, формируя изолированный от других взаимо-
действий комплекс HVEM с CD272 или CD160 [57]. 
При активации HVEM связывает TRAF1, 2, 3, 5, 
что активирует передачу сигнала по путям NF-κB, 
JNK/AP-1 и PI3K/AKT и приводит к повышению 
синтеза как различных цитокинов, так и Bcl-2 [58, 
59]. Это усиливает эффекторные свойства, проли-
ферацию и жизнеспособность Т-клеток. Молекулы 
TRAF, как предполагают, взаимодействуют с HVEM 
за счет мотива VTTVAVEET (рис. 3), который ча-
стично соответствует консервативному мотиву (P/A/
S/T)X(E/Q)E [58].

Потенциал HVEM-зависимой костимуляции CAR-
T-клеток оценили сравнительно недавно [60, 61]. 
Показано, что HVEM сочетает свойства рецепторов 
суперсемейств IgSF и TNFRSF. Так, если CD28 обе-
спечивает преимущественную дифференцировку 
модифицированных клеток в Т-клетки эффекторной 
памяти (Tem – effector memory T cell), а 4-1BB – 
в Tcm-клетки, то HVEM приводит к формирова-
нию сбалансированной популяции с практически 
одинаковыми долями как Tcm-, так и Tem-клеток. 
Кроме того, если костимуляция через CD28 акти-
вирует в основном гликолитический метаболизм, 
а через 4-1BB – окислительное фосфорилирование, 
то HVEM усиливает оба метаболических пути, фор-
мируя наиболее эффективное функциональное со-
стояние CAR-T-клеток. Вовлечение в костимуляцию 
HVEM также способствует наименьшему истоще-
нию CAR-T-клеток по сравнению с CD28 и 4-1BB. 
CAR-T-клетки с HVEM показали наибольшую эф-
фективность в случае солидных опухолей у мышей 
[61]. Кроме того, одновременная продукция CAR 
и лиганда HVEM TNFSF14 способствует проникно-
вению CAR-T-клеток в опухоль за счет интенсивной 
секреции хемокинов [62]. 

TNFRSF18. TNFRSF18, больше известный как GITR 
(glucocorticoid-induced TNFR-related protein), кон-
ститутивно присутствует на низком уровне на мем-
бране покоящихся Т-клеток. При активации уро-
вень GITR на поверхности Т-клеток существенно 
возрастает. Уровень GITR в Тreg-клетках выше, 
чем в обычных Т-клетках, даже без стимуляции 
[63]. Взаимодействие GITR с лигандом GITRL осла-
бляет иммуносупрессивную активность Treg-клеток, 
а в эффекторных Т-клетках стимулирует пролифе-
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рацию и секрецию цитокинов, оказывает антиапоп-
тотический эффект [64, 65]. Внутриклеточный сиг-
налинг от GITR включает взаимодействие с TRAF1, 
2, 3, 5 за счет мотивов STED и PEEE (рис. 3) [66]. 
Показано, что стимуляция T-клеток антителами 
к CD3, CD28 и GITR вызывает как сходные реак-
ции, которые приводят к сигнальному синергизму 
в случае костимуляции, так и индивидуальные эф-
фекты (например, стимуляция GITR вызывает уси-
ленную продукцию ИЛ-27) [67]. Основные сигналь-
ные пути, задействованные в костимуляции через 
GITR, – это NF-κB и MAPK [63].

Показано, что CAR-T-клетки, костимулированные 
через GITR, по эффективности уничтожения опу-
холей сравнимы с CAR-T-клетками на основе CD28 
и 4-1BB [68, 69]. Кроме того, дополнительная про-
дукция GITRL на CAR-T-клетках усиливает секре-
цию цитокинов, инфильтрацию опухолей и противо-
опухолевую активность [70]. 

Что касается других представителей TNFRSF, 
то появились работы по включению в состав CAR 
новых костимулирующих доменов рецепторов этого 
суперсемейства, например BAFF-R, CD30 и CD40 
[35, 71, 72]. Костимуляция через CD40, как показа-
но, ведет к более сильной активации пути NF-κB, 
чем костимуляция через 4-1BB, что может спо-
собствовать лучшей персистенции CD40 CAR-T-
клеток in vivo.

Остальные костимулирующие домены
Костимулирующие молекулы, не входящие в су-
персемейства иммуноглобулинов и рецепторов TNF, 
привлекают все большее внимание, так как интерес 
постепенно переключается на сигнальные процессы, 
происходящие в других иммунных клетках, таких 
как естественные киллеры, макрофаги и другие. 
Среди перспективных сигнальных молекул можно 
выделить Dap10 [73] и дектин-1 [74]. Современные 
технологии генной и клеточной инженерии позво-
ляют достаточно легко создать библиотеки CAR 
с различными сочетаниями костимулирующих 
рецепторов или их частей [71, 75]. В сочетании 
с высокопроизводительным секвенированием это 
позволяет глубже оценить эффекты различных ко-
стимуляторов, не ограничиваясь наиболее изучен-
ными представителями семейств IgSF и TNFRSF, 
а также подобрать конкретные сочетания кости-
муляторов, ориентируясь на тип Т-клеток – CD4+ 
или CD8+. 

СИГНАЛЬНЫЙ ДОМЕН CD3ζ И ЕГО АНАЛОГИ
На заре разработки в качестве сигнального до-
мена в структуре CAR использовали только вну-
триклеточную часть CD3ζ [76, 77]. Это связано 

с концепцией самого рецептора, которая основы-
валась на комбинации B- и T-клеточных рецеп-
торов для таргетного распознавания антигенов 
и последующей активации Т-клетки. Так, ран-
ние исследования показали, что ICD CD3ζ подхо-
дит для активации Т-клеток, что заложило основу 
для конструирования CAR [78]. CD3ζ прочно «уко-
ренился» в структуре рецептора и «кочевал» из по-
коления в поколение, обеспечивая основной сигнал 
активации для CAR-T-клеток [79]. Все одобренные 
к клиническому применению CAR-T-клеточные пре-
параты несут в составе CAR именно CD3ζ (рис. 2), 
что подчеркивает важность этого домена для раз-
работчиков и, как казалось до недавнего времени, 
отсутствие альтернатив [5].

Остальные белки группы CD3
Однако интерес к этой части CAR значительно 
повысился со временем. Так, в 2018 году Sadelain 
и соавт. показали, что для полноценного функцио-
нирования CAR в CD3ζ достаточно оставить один 
активный иммунорецепторный тирозиновый акти-
вирующий мотив (ITAM – immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) из трех [80]. Важную роль 
при этом играет как его расположение, так и ами-
нокислотный состав. Наиболее функциональным 
вариантом для элиминирования опухолей оказал-
ся 1XX (1 – позиция активного ITAM относительно 
мембраны клетки, X – неактивный ITAM), в то вре-
мя как XX3 умеренно поддерживал персистенцию 
CAR-T-клеток. Эти данные подчеркнули, что необ-
ходимо пересмотреть отношение к казалось бы не-
заменимому CD3ζ. 

 В результате были проведены исследования 
возможных аналогов CD3ζ, а именно, других пред-
ставителей группы CD3 – ε, δ, γ [81, 82]. В отли-
чие от CD3ζ, эти молекулы в ICD содержат только 
один ITAM [83]. Хотя все ITAM содержат консерва-
тивную последовательность YXXL/I-X6–8-YXXL/I 
(X – любая АК), состав АК каждого ITAM уникален, 
что определяет различия в аффинности связывания 
сигнальных молекул (рис. 4) [84]. 

Всего мультисубъединичный комплекс ТКР–CD3 
содержит 10 ITAM. Высокая концентрация тирози-
новых мотивов, вероятно, способствует усилению 
сигнала, поскольку уменьшение их числа приводит 
к нарушению функции комплекса ТКР–CD3 у мы-
шей [85]. Кроме того, различия между CD3 и ITAM, 
содержащихся в них, также важно для передачи 
сигнала и развития зрелых Т-клеток [86].

Помимо уникальных аминокислотных после-
довательностей в ITAM, внутриклеточные части 
каждой субъединицы CD3 имеют свои особенности 
(рис. 4). CD3ζ и CD3ε содержат участки, обогащен-
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ные положительно заряженными АК (BRS – basic-
rich stretch), с помощью которых взаимодействуют 
с внутренней стороной клеточной мембраны [87, 88]. 
CD3ε взаимодействует с киназой LCK либо через 
ионные связи между BRS и кислыми остатками 
в уникальном домене LCK, либо с помощью мотива 
рецепторной киназы (RK – receptor kinase) и SH3-
домена LCK [89, 90]. CD3ε также содержит богатую 
пролином последовательность (PRS – proline-rich 
sequence), которая взаимодействует с адаптерным 
белком NCK, что необходимо для созревания ИС 
и активации Т-клеток [91]. В CD3γ присутствует 
проксимальный серинзависимый дилейциновый 
(SDKQTLL) мотив, который участвует в уменьше-
нии количества ТКР на мембране клетки посред-
ством механизма, зависимого от протеинкиназы C 
(PKC – protein kinase C) [92]. В CD3δ, кроме ITAM, 
также есть похожий мотив (ADTQALL), в котором, 
однако, отсутствует серин, требующийся для взаи-
модействия с PKC, поэтому CD3δ считается менее 
значимым для регуляции количества ТКР на мем-
бране в отличие от CD3γ [93]. 

Уникальные мотивы в структуре каждого пред-
ставителя белков CD3 играют важную роль в кон-
тексте CAR, хотя каждый вариант CD3 по от-
дельности может быть достаточным для создания 
функциональной структуры CAR. Это показано 
путем включения CD3ε, δ или γ в структуру CAR 
в качестве сигнального домена вместо CD3ζ [81, 
82]. Обнаружено, что CD3δ, CD3ε или CD3γ CAR-
T-клетки более эффективно элиминируют опухоли 
in vivo по сравнению с CD3ζ. Это связано с уни-
кальными особенностями конкретных представите-
лей группы CD3. Так, ICD CD3ε связывает киназу 
CSK, которая ингибирует активацию киназы LCK, 
что снижает истощение CAR-T-клеток и способ-
ствует их персистенции; монофосфорилированный 
по второму тирозину ICD CD3δ связывает фосфа-
тазу SHP-1, что также снижает интенсивность сиг-
налинга и секрецию цитокинов, вероятно, за счет 
ослабления активации пути NF-κB. Результаты 
транскриптомного анализа свидетельствуют о сни-
жении экспрессии генов, продукты которых уча-
ствуют в гликолизе, повышении экспрессии генов, 

Рис. 4. Структура и функ-
циональные особенно-
сти белков группы CD3. 
Показана организация 
внутриклеточных доме-
нов CD3ε, δ, ζ, γ, которые 
содержат уникальные 
мотивы для взаимодей-
ствия с внутриклеточными 
сигнальными партнерами. 
ζ, γ, δ, ε – представители 
группы CD3 Т-клеточного 
рецептора; ITAM – имму-
норецепторный тирозино-
вый активирующий мотив; 
BRS – участок, богатый 
основными аминокислота-
ми; PRS – участок, богатый 
пролином; RK – мотив 
рецепторной киназы; LL – 
серинзависимый дилей-
циновый мотив (* указы-
вает на отсутствие серина 
перед LL, что снижает 
вовлечение LL в регуляцию 
Т-клеточного рецептора); 
ТКР – Т-клеточный рецеп-
тор; α, β – распознающие 
цепи Т-клеточного ре-
цептора; КМ – клеточная 
мембрана; Y – тирозин; 
pY – фосфорилированный 
тирозин
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продукты которых вовлечены в митохондриальный 
метаболизм, что характеризует фенотип Tm-клеток. 
Кроме того, в случае CD3δ интенсивно экспресси-
руется TCF-1, ассоциированный со стволовыми 
T-клетками памяти [94]. Клетки этого типа, наряду 
с Tn-клетками, обладают наибольшим потенциалом 
к самообновлению и способны дифференцироваться 
в любой тип клеток памяти [95]. Также, вероятно, 
CD3ε, который обладает большим соотношением по-
ложительно заряженных и кислых АК, связывает-
ся с мембранными фосфолипидами с более высо-
кой интенсивностью, чем CD3ζ, снижая доступность 
CAR для внутриклеточных сигнальных партнеров, 
что наблюдается в случае ТКР и других белков [88, 
96]. Это, в свою очередь, снижает вероятность воз-
никновения неспецифического и тонического сиг-
налинга. За счет использования в структуре CAR 
шарнирного домена из CD8α, способного к димери-
зации, удалось также показать, что димерные фор-
мы CD3δ и CD3γ усиливают секрецию цитокинов 
CAR-T-клетками, а также количество поверхност-
ных CD69 и 4-1BB, особенно в случае мутации ди-
лейциновых мотивов (SDKQTAL и ADTQAAL) [81].

Сигнальные партнеры ТКР
Новый формат CAR, названных bypassCAR 
(bCAR), появился благодаря изучению отдель-
ных элементов сигнальных каскадов при актива-
ции ТКР. В структуру bCAR были интегрирова-
ны части внутриклеточных сигнальных партнеров 
ТКР вместо доменов, содержащих ITAM. Первые 
bCAR-подобные химерные молекулы были созданы 
в конце прошлого века для определения ключе-
вых киназ, необходимых для активации T-клеток 
[97]. В структуре таких рецепторов CD16 исполь-
зовали в сочетании с LCK, FYN, SYK или ZAP70. 
При этом только в случае домена SYK модифици-
рованные клетки могли лизировать клетки-мишени 
в ответ на стимуляцию. При замене CD16 на scFv 
к соответствующему антигену сохранялась уни-
кальная способность SYK активировать bCAR-T-
клетку, минуя ТКР [98].

Позднее была сконструирована панель противо-
опухолевых bCAR с CSK, FYN, киназным доменом 
ZAP70 (ZAP70KD – ZAP70 kinase domain), LAT, 
SLP76 или PLCγ1 без костимулирующих доменов 
[99]. bCAR на основе ZAP70KD и PLCγ1 активи-
ровали модифицированные T-клетки, хотя PLCγ1 
bCAR экспрессировался значительно слабее. В in 
vivo экспериментах ZAP70KD bCAR-T-клетки эф-
фективнее элиминировали солидную опухоль, чем 
CD3ζ CAR-T-клетки с костимулирующим доме-
ном 4-1BB. bCAR на основе ZAP70KD активировал 
T-клетки с нокаутом ТКР и LCK, но не в отсут-

ствие SLP76 или LAT, что подтверждает сохранение 
структуры сигнальных путей после ТКР.

Недавно были разработаны bCAR второго поколе-
ния, где дополнительно встроили адаптерный домен 
из LAT или SLP76 по аналогии с костимулирующи-
ми доменами традиционных CAR. Однако Т-клетки, 
модифицированные такими конструкциями, облада-
ли чрезмерно высоким уровнем тонического сигна-
линга [100]. При этом добавление сигнального доме-
на CD28 перед киназным доменом ZAP70 привело 
к более длительной ремиссии B-клеточной опухоли 
у мышей под действием bCAR-T-клеток по сравне-
нию с традиционными CAR-T-клетками второго по-
коления с CD3ζ и костимулирующим доменом CD28.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование комбинаций костимулирующих 
и сигнальных доменов CAR – это динамично раз-
вивающееся направление изучения механиз-
мов функционирования CAR-T-клеток и расши-
рения возможностей применения этих клеток. 
Разнообразие этих доменов открывает широкие воз-
можности для конструирования CAR-T-клеток но-
вого поколения с улучшенными функциональными 
характеристиками.

Анализ накопленных данных демонстрирует, 
что выбор того или иного костимулирующего до-
мена оказывает значительное влияние не только 
на активацию и цитотоксическую активность CAR-
T-клеток, но и определяет тип их метаболической 
активности, способность к долговременной перси-
стенции in vivo и устойчивость к функциональному 
истощению. При этом комбинация различных до-
менов или создание модульных конструкций может 
позволить преодолеть ключевые ограничения теку-
щих подходов к созданию терапевтических CAR-T-
продуктов и их применения, таких как гетероген-
ность опухолевых антигенов, иммуносупрессивное 
микроокружение и ассоциированную с адоптивным 
переносом токсичность.

Кроме того, существует потребность в уменьше-
нии размера CAR с сохранением функциональности 
и поиске минимально активной структуры рецепто-
ра, что должно благоприятствовать успеху модифи-
кации и способствовать повышенной и стабильной 
продукции рецептора CAR-Т-клетками. Такие ис-
следования тоже ведутся [101]. 

Дальнейшая оптимизация сигнальных доменов 
CAR-T-клеток требует не только углубленного по-
нимания молекулярных механизмов активации 
Т-лимфоцитов, но и применения передовых тех-
нологий, включая CRISPR-скрининг, транскрипто-
мику, протеомику и компьютерное моделирование 
[75, 102–105]. Это позволит создавать персонализи-
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рованные клеточные продукты, максимально адап-
тированные к биологии конкретного типа опухоли. 
Наряду с совершенствованием поколений рецептора 
и созданием модульных систем [106–108], исследо-
вания в этой области могут привести к прорывным 
терапевтическим решениям, расширяющим спектр 
применения технологии CAR-T и повышающим ее 

эффективность при лечении как онкологических, 
так и, возможно, аутоиммунных и инфекционных 
заболеваний. 

Работа выполнена при поддержке Министерства 
науки и высшего образования РФ  
(соглашение № 075-15-2024-536).
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РЕФЕРАТ Глиомы высокой степени злокачественности являются одними из самых агрессивных опухо-
лей головного мозга. Высокий инвазивный потенциал клеток глиомы обуславливает рецидивы забо-
левания даже после радикальной резекции опухоли. На данный момент определены сигнатуры генов, 
ассоциированных с инвазией клеток глиомы. Продукты экспрессии этих генов вовлечены в различные 
сигнальные пути, такие как пути катаболизма клеточных белков, путь p53, дисрегуляция транскрип-
ции, путь JAK-STAT, т.е. они могут опосредованно модулировать инвазивный потенциал опухолевых 
клеток. С помощью технологии РНК-интерференции можно изменить уровень экспрессии обнаружен-
ных генов и уменьшить инвазивный и пролиферативный потенциал трансформированных клеток. 
Представленный обзор посвящен использованию данной технологии для воздействия на различные 
звенья сигнальных путей и, соответственно, на клеточные процессы, ассоциированные с инвазией 
клеток глиобластомы. Кроме того, рассмотрены проблемы доставки интерферирующих РНК в клетки 
и способы их решения. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА глиома, инвазия, РНК-интерференция, малые интерферирующие РНК.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; ЭМП – эпителиально-мезенхимальный 
переход; CD133 – проминин-1; CENPJ – центромерный белок J; CPC – прогениторные клетки сердца; 
CPNE3 – копин-3; EGF – эпидермальный фактор роста; EGFR – рецептор эпидермального фактора 
роста; EMA – Европейское агентство лекарственных средств; EV – внеклеточные везикулы; FAK – 
киназа фокальной адгезии; FDA – Управление по контролю качества пищевых продуктов и лекар-
ственных средств США; HER2 – рецептор эпидермального фактора роста второго типа; IDH – изо-
цитратдегидрогеназа; MAG – гены, ассоциированные с метастазированием; MALAT1 – транскрипт 1, 
ассоциированный с метастазированием аденокарциномы легкого; mCSC – метастазирующие стволовые 
опухолевые клетки; MDK – фактор роста клеток мидкин; ММP – матриксные металлопротеиназы; 
NAcGal – N-ацетилгалактозамин; PDGF – фактор роста тромбоцитов; RISC – комплекс сайленсинга, 
индуцированный РНК; siРНК – короткие интерферирующие РНК, siRNA; shРНК – короткие шпилеч-
ные РНК, shRNA; TMZ – темозоломид; VDAC1 – потенциал-зависимый анионный канал 1; VEGF – 
фактор роста эндотелия сосудов.
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ВВЕДЕНИЕ
Глиобластома (глиома IV степени злокачественно-
сти) – агрессивное злокачественное заболевание 
головного мозга, на долю которого приходится 49% 
первичных злокачественных опухолей центральной 
нервной системы [1]. Частота встречаемости дан-
ной опухоли составляет около 10 случаев на 100000 
человек, медиана выживаемости пациентов с глио-
бластомой, проходящих стандартный курс лечения, 
равна примерно 14 месяцам, а 5-летняя выживае-
мость составляет всего 7.2% [2]. Выделяют несколько 

факторов низкой выживаемости пациентов с этой 
онкопатологией: (1) инфильтративный характер ро-
ста опухоли, осложняющий ее полную хирургиче-
скую резекцию; (2) высокая степень генетической 
внутри- и межопухолевой гетерогенности, затруд-
няющей применение таргетной терапии; (3) наличие 
гематоэнцефалического барьера (ГЭБ), препятству-
ющего доставке препаратов к опухолевой ткани; 
(4) иммуносупрессивное микроокружение опухоли, 
блокирующее противоопухолевый иммунитет; (5) 
отсутствие надежных методов ранней диагности-
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ки заболевания. На сегодняшний день стандартным 
протоколом для лечения глиобластомы является 
максимально возможная безопасная хирургическая 
резекция опухоли, химиотерапия темозоломидом 
(TMZ) и лучевая терапия, так называемый прото-
кол Ступпа [2]. Помимо TMZ применяют и другие 
химиотерапевтические препараты, такие как вин-
кристин, ломустин, прокарбозин [1], метотрексат [3], 
глиадел [4], паклитаксел [5, 6]. Полнота хирурги-
ческой резекции положительно коррелирует с вы-
живаемостью пациентов, однако инфильтративный 
характер роста опухоли, размытость границ между 
опухолью и здоровой тканью и, следовательно, ве-
роятность повредить здоровые участки головного 
мозга при проведении операции затрудняют полное 
удаление опухоли [2]. При лечении темозоломидом 
также существует ряд проблем, таких как приобре-
тение опухолевыми клетками резистентности к пре-
парату, побочные эффекты, связанные с миелосу-
прессией, короткий период полувыведения TMZ 
и низкая эффективность его проникновения через 
ГЭБ (около 20%), что приводит к увеличению тера-
певтической дозы и, как следствие, к большей вы-
раженности побочных эффектов [7]. Поэтому поиск 
новых, эффективных методов лечения глиобласто-
мы является одной из наиболее актуальных задач 
практической онкологии.

Инвазия как одна из характеристических 
особенностей глиобластомы 
Ключевой характеристикой глиобластомы являет-
ся активная инвазия опухолевых клеток, которая 
осуществляется вдоль существующих структур, 
преимущественно вдоль кровеносных и лимфати-
ческих сосудов и стенок желудочков мозга, либо 
путем прямого проникновения через твердую моз-
говую оболочку и кость. Способность опухолевых 
клеток к обратимому эпителиально-мезенхималь-
ному переходу (ЭМП) позволяет им перестраивать 
цитоскелет, амебоидно передвигаться между дру-
гими клетками, изменяя структуру внеклеточного 
матрикса [8, 9]. Среди всего пула глиомных клеток 
выделяют метастазирующие опухолевые стволовые 
клетки (mCSC) [10]. Эпигенетическая пластичность 
mCSC позволяет им переключаться между стацио-
нарным, слабо пролиферирующим (спящим) состо-
янием, и мигрирующим, мезенхимально-подобным 
состоянием. Таким образом происходит инвазия 
опухолевых клеток в соседние ниши и образование 
метастазов, где mCSC экспрессируют маркеры ме-
зенхимального подтипа, такие как CD44 и YK-40. 

Опухолевые клетки способны высвобождать 
в межклеточное пространство нейромедиатор глу-
тамат, вызывая эксайтотоксическую гибель окру-

жающих нервных клеток, тем самым освобождая 
себе пространство для амебоидного движения. 
Клетки микроглии и опухолевые клетки также се-
кретируют различные ферменты (урокиназный ак-
тиватор плазминогена, катепсин B, протеазы ММP 
и АDAM), разрушающие протеогликаны и гиалуро-
новую кислоту внеклеточного матрикса вдоль со-
судов, что дает возможность клеткам проникать 
в кровеносное русло [11]. Патогномонично для гли-
областомы формирование плотных клеточных об-
разований, псевдопалисадов, основными клетками 
которых являются клетки микроглии и макрофаги 
[12]. Отдельно стоит отметить наличие у части опу-
холевых клеток ламеллоподий, а также электри-
ческих синапсов, обеспечивающих межклеточную 
коммуникацию и координирование [13]. 

Гены, ассоциированные с процессами инвазии 
глиобластомы
Транскриптомный анализ и секвенирование ДНК 
одиночных клеток глиомы позволили опреде-
лить сигнатуры генов (табл. 1), ассоциированных 
с процессами инвазии опухолевых клеток (MAG – 
metastasis-associated genes) [14]. Продукты этих ге-
нов вовлечены в сигнальные пути p53 и JAK-STAT, 
а также в такие клеточные процессы, как ката-
болизм клеточных белков, регуляция транскрип-
ции, дифференцировки и пролиферации клеток. 
Подавление экспрессии данных генов может спо-
собствовать уменьшению не только инвазивного, 
но и пролиферативного потенциала клеток глиомы.

Помимо этого, с помощью регрессии Кокса обна-
ружили еще три гена (GNS, LBH и SCARA3), экс-
прессия которых коррелирует с продолжительно-
стью жизни пациентов с диагностированной глиомой 
без мутаций в гене IDH [14, 27, 28]. Ген GNS ко-
дирует глюкозамин (N-ацетил)-6-сульфатазу, уча-

Таблица 1. Гены, ассоциированные с инвазией клеток 
глиом 

№
Сигнальные пути 

и клеточные 
процессы

Ген Ссылка

1
Регуляция 

катаболизма 
клеточных белков

CLU, HSP90AB3P, 
MDM2, OS9, SDCBP, 

TRIB2
[14–20]

2 Сигнальный путь 
p53 

CASP3, CCND2, 
CDK4, IGFBP3, 

MDM2

[14, 17, 
21–24]

3

Регуляция 
транскрипции 

в раковых 
клетках

CCND2, IGFBP3, 
MDM2, PLAT, ZEB1

[14, 17, 22, 
24–26]

4 Сигнальный путь 
JAK-STAT CCND2, FHL1 [14, 22, 26]
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ствующую в катаболизме гепарина, гепарансуль-
фата и кератансульфата. Ген LBH экспрессируется 
на высоком уровне в глиоме. В условиях гипоксии 
экспрессия этого гена регулируется непосредствен-
но транскрипционным фактором HIF-1 и способ-
ствует ангиогенезу опухоли. Ген SCARA3 (Scavenger 
Receptor Class A Member A 3) кодирует рецептор-
мусорщик класса А, уменьшающий количество ак-
тивных форм кислорода и тем самым защищающий 
клетки от окислительного стресса.

Поскольку инвазия опухолевых клеток считается 
ключевым фактором прогноза заболевания, опреде-
ление транскрипционных факторов, сигнальных пу-
тей и ключевых мастер-регуляторов этого процесса 
крайне важно как для понимания молекулярных 
механизмов онкогенеза, так и для дальнейшей раз-
работки таргетных препаратов для лечения глиом. 

РНК-интерференция как терапевтический подход
Одним из методов регуляции экспрессии генов яв-
ляется РНК-интерференция – естественный, эволю-
ционно консервативный механизм защиты клетки 
от инвазии чужеродных генов, широко распростра-
ненный в организмах, входящих в различные так-
соны [29]. РНК-интерференция представляет собой 
посттранскрипционное подавление экспрессии ге-
нов посредством деградации их мРНК, запускаемой 
малыми некодирующими РНК, комплементарными 
последовательности мРНК. К таким некодирующим 
РНК относятся двухцепочечные малые интерфе-
рирующие РНК (siРНК) и одноцепочечные корот-
кие шпилечные РНК (shРНК). Клетки эукариот 
содержат фермент DICER, который гидролизует 
длинные эндогенные и экзогенные двухцепочечные 
РНК на более короткие фрагменты, а также расще-
пляет петлю shРНК, в результате чего образуются 
короткие siРНК. При связывании siРНК с целевой 
мРНК формируется РНК-белковый комплекс РНК-
индуцированного сайленсинга (RISC), который осу-
ществляет ферментативную деградацию мРНК и, 
соответственно, подавляет трансляцию [30, 31]. В от-
личие от синтетических siРНК, которые доставля-

ют в клетки в виде коротких двухцепочечных РНК, 
в случае shРНК обычно используют плазмидную 
ДНК или вирусные векторы. После доставки в клет-
ку shРНК транскрибируется в цитоплазме и с по-
мощью фермента DICER преобразуется в функци-
ональную siРНК. 

РНК-интерференция является одним из методов 
генной терапии различных заболеваний. В настоя-
щее время уже шесть препаратов на основе siРНК 
одобрены для клинического применения (табл. 2). 
В 2018 году Управление по контролю качества пи-
щевых продуктов и лекарственных средств США 
(FDA) и Европейское агентство лекарственных 
средств (EMA) впервые одобрили препарат пати-
сиран для лечения полинейропатии, вызванной 
наследственным транстиретиновым амилоидозом, 
у взрослых пациентов. Еще шесть лекарствен-
ных препаратов на основе siРНК успешно прошли 
клинические испытания. Также на третьей ста-
дии клинических испытаний находятся фитусиран 
(NCT05662319), тепасиран (NCT03510897) и тивани-
сиран (NCT05310422) [32].

Проблемы использования siРНК в таргетной 
терапии
Несмотря на перспективность терапии, основан-
ной на РНК-интерференции, наличие препаратов, 
одобренных для клинического применения, и не-
скольких перспективных клинических испытаний, 
технология РНК-интерференции не лишена и фун-
даментальных недостатков. Значительными про-
блемами при клиническом применении интерфе-
рирующих РНК являются деградация свободных 
нуклеиновых кислот в биологических жидкостях 
под действием нуклеаз, быстрый почечный клиренс, 
взаимодействие с внеклеточными белками и низ-
кая эффективность клеточной интернализации [33]. 
Помимо биофармацевтических свойств, физико-хи-
мические свойства этих молекул (гидрофильность, 
отрицательный заряд и нестабильность) также су-
щественно затрудняют доставку siРНК в клетки 
и снижают их биологическую активность [34]. Сами 

Таблица 2. Препараты на основе siРНК, одобренные FDA для клинического использования 

Препарат Назначение Мишень Система 
доставки

Год одобрения 
FDA

Патисиран Семейная амилоидная полинейропатия Транстиретин печени Липосомы 2018
Гивосиран Острая печеночная порфирия Аминолевулинат-синтаза 1 NAcGal 2019
Люмасиран Первичная гипероксалурия типа 1 Глиоксилатоксидаза печени NAcGal 2020
Инклисиран Гиперхолестеринемия Субтилизин/ кексин типа 9 NAcGal 2021

Вутрисиран Наследственный транстиретиновый 
амилоидоз с полинейропатией Транстиретин NAcGal 2022

Недосиран Первичная гипероксалурия Лактатдегидрогеназа печени NAcGal 2023
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нуклеиновые кислоты не являются ткане- или кле-
точно-специфичными и плохо проникают через 
различные биологические барьеры, что затрудняет 
создание препаратов на их основе с пероральным, 
интраназальным и трансдермальным введением [33]. 
Кроме того, отмечены нецелевые эффекты примене-
ния РНК-интерференции [35]. Например, введение 
shРНК, нацеленной на мРНК гена HCN1, в разные 
области мозга мышей вызывало опосредованную 
ими цитотоксическую активность, в том числе де-
генерацию клеток гиппокампа при доставке даже 
контрольной shРНК, нацеленной на мРНК люцифе-
разы, ген которой отсутствует в геноме мышей [36]. 
Такие нецелевые эффекты РНК-интерференции 
могут быть обусловлены как связыванием затравоч-
ных участков siРНК (seed region) с 3’-нетранслиру-
емыми областями нецелевых мРНК, что приводит 
к их расщеплению комплексом DICER, так и тем, 
что доставка в клетку дополнительной экзогенной 
РНК приводит к конкуренции с эндогенной РНК 
на всех стадиях интерференции, например, за свя-
зывание с комплексами DICER и RISC в цитоплаз-
ме. Также синтетическая РНК может ошибочно 
распознаваться как вирусная РНК эндосомальными 
и внутриклеточными рецепторами клеток врожден-
ной иммунной системы (например, Toll-подобными 
рецепторами (TLR-3, TLR-8 и TLR-9), рецепторами 
PKR и RIG-I), активируя воспалительный противо-
вирусный иммунный ответ. Нецелевые эффекты 
РНК-интерференции можно уменьшить с помощью 
химической модификации нуклеотидов РНК (на-
пример, 2′-O-Me, 2′-O-метоксиэтил, 2′-F, фосфоро-
тиоат и др.). Хотя полностью немодифицированные 
или «слегка» модифицированные siРНК способны 
опосредовать подавление генов in vivo, обширные 
модификации могут улучшить химическую стабиль-
ность и эффективность доставки siРНК, уменьшить 
токсичность, обусловленную нецелевыми воздей-
ствиями, снизить активацию врожденного иммун-
ного ответа [37, 38]. Также нивелировать нецелевые 
эффекты можно с помощью тщательного подбора 
нуклеотидной последовательности siRNA с исполь-
зованием алгоритмов и программ для поиска siРНК 
in silico [39, 40].

Системы доставки интерферирующих РНК
В течение последних 20 лет активно разрабатыва-
ются системы доставки siРНК, которые не толь-
ко предотвращают деградацию РНК эндогенными 
нуклеазами и обеспечивают преодоление биоло-
гических барьеров, но и позволяют регулировать 
скорость выхода siРНК из эндосом. Выход из эн-
досом является критически важным этапом дей-
ствия siРНК, лимитирующим как скорость РНК-

интерференции, так и ее эффективность, поскольку 
длительное пребывание в эндосомах приводит 
к разрушению РНК [40, 41]. 

Доставка siРНК может осуществляться с помо-
щью липидных, неорганических (Si, Au, Ca3(PO4)2, 
FexOy) и полимерных наночастиц (хитозан, цикло-
декстрин, полиэтиленимин, поли-L-лизин), ден-
дримеров (полипропиленимин, полиамидоамин), 
углеродных наноструктур (углеродных нанотрубок, 
квантовых точек, наноалмазов), пептидных носите-
лей и конъюгатов (антитела, пептиды, NAcGal, хо-
лестерин) [42–44].

Липидные наночастицы – это структуры, со-
стоящие преимущественно из фосфолипидов. 
Наночастицы могут быть созданы искусственно 
(липосомы) или получены из биологических жид-
костей (внеклеточные везикулы, EV). Эти системы 
доставки препаратов в клетки биосовместимы, био-
разлагаемы и хорошо изучены [45]. Внеклеточные 
везикулы могут быть также получены искусствен-
но – путем химической обработки клеток соедине-
ниями, дестабилизирующими актин (цитохалазины, 
латрункулины и т.д.), или другими агентами, вызы-
вающими необратимый химически индуцированный 
блеббинг плазматической мембраны (параформаль-
дегид, N-этилмалеимид и т.д.) [46, 47]. 

Наибольший интерес представляют липидные 
наночастицы с поверхностными модификация-
ми, позволяющими увеличивать их стабильность 
или таргетность их доставки, например, коммер-
чески доступные, ионизированные, амфифильные 
липидные наночастицы для доставки siРНК DLin-
DMA, DLin-MC3-DMA и L319 [48]. Поверхность на-
ночастиц можно функционализировать различными 
лигандами: аполипопротеинами, трансферринами, 
фолатами, интегринами и др. Показано, что моди-
фикация поверхности липосом, нагруженных siРНК, 
полиэтиленгликолем обеспечивает более длитель-
ную системную циркуляцию липидных частиц [33]. 
Дополнительная функционализация поверхности 
наночастиц пептидным аптамером, специфичным 
к фибронектину, экспрессия которого на клетках 
глиом значительно повышена, обеспечивает таргет-
ную доставку липосом к опухолевым клеткам [49], 
торможение роста опухоли и увеличение выжива-
емости животных-опухоленосителей. В другом ис-
следовании липосомные частицы функционализи-
ровали лигандом, нацеленным на LRP-1 (белок 1 
семейства рецепторов липопротеинов низкой плот-
ности). LRP-1 экспрессируется эндотелиальными 
клетками ГЭБ и клетками глиобластомы. Показано, 
что такие наночастицы, нагруженные siРНК-MDK, 
уменьшали резистентность опухолевых клеток 
к TMZ и тормозили рост опухоли в ортотопических 
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моделях глиобластомы мышей [50]. Для функциона-
лизации липидных частиц использовали лиганды, 
специфичные к интегринам αvβ3 и αvβ5, для до-
ставки siРНК в опухолевые клетки, или к αvβ6 
для доставки в эпителиальные клетки легких 
при COVID-19 [51, 52]. 

Эффективная доставка siРНК возможна лишь 
при преодолении биологических барьеров, пре-
пятствующих проникновению положительно заря-
женных частиц [53]. Стратегии преодоления этой 
так называемой «дилеммы поликатиона» в основном 
направлены на разработку наночастиц с обратимым 
зарядом. Такие ионизируемые липидные наночасти-
цы имеют умеренно отрицательный или нейтраль-
ный поверхностный заряд, что увеличивает их ста-
бильность в биологических жидкостях организма. 
Однако при сдвиге pH или окислительно-восста-
новительного потенциала, или под действием эн-
догенных ферментов и экзогенных факторов такие 
наночастицы меняют поверхностный заряд на поло-
жительный и эффективно поглощаются целевыми 
клетками [50, 53]. Так, для прохождения через ГЭБ 
липосомы могут быть защищены катехол-полиэти-
ленгликолевыми полимерами, что предотвращает 
преждевременное высвобождение их содержимого 
в цитоплазму нецелевых клеток (эндотелиоцитов, 
перицитов и т.д.) [50]. В опухоли при повышенной 
концентрации активных форм кислорода защита 
снимается, и такие наночастицы проникают в клет-
ки глиобластомы за счет нацеливающего лиганда. 

В качестве альтернативного подхода для увели-
чения таргетности липидных наночастиц, нагру-
женных siРНК, предложены гибридные структу-
ры, состоящие из липосом и внеклеточных везикул 
(EV). Внеклеточные везикулы являются природны-
ми переносчиками РНК, которые обладают такими 
преимуществами перед липосомами, как низкая 
токсичность и иммуногенность [54]. На поверхности 
таких гибридных структур могут быть экспонирова-
ны поверхностные маркеры EV, тогда наночастицы 
«наследуют» их свойства. Например, прогениторные 
клетки сердца (CPC) продуцируют различные ре-
гуляторные ростовые факторы и цитокины. Таким 
образом EV CPC активируют миграцию эндоте-
лиальных клеток и ангиогенез in vivo, что может 
быть использовано в дальнейшем при разработке 
клеточных технологий для лечения постинфаркт-
ных состояний. Гибридные липосомные части-
цы, полученные с использованием EV CPC, также 
способны активировать миграцию эндотелиоцитов 
[55]. Поверхность EV можно модифицировать мо-
лекулами, нацеливающими их на клетки-мишени, 
или нагрузить их биологически активными молеку-

лами (химиопрепараты, факторы роста, микроРНК, 
siРНК) [56]. Так, был показан терапевтический эф-
фект EV-siBRAFV600E на мышиных моделях коло-
ректального рака с мутацией V600E в гене BRAF 
[57]. Стоит отметить, что при производстве, вы-
делении и характеризации внеклеточных везикул 
для увеличения воспроизводимости и минимиза-
ции побочных эффектов следует строго следовать 
«Минимальным правилам для изучения EV», разра-
ботанным «Международным обществом внеклеточ-
ных везикул» [58].

Таким образом, активно продолжается разра-
ботка липидных систем для оптимальной внутри-
клеточной доставки лекарственных средств. Одним 
из успешных результатов таких исследований стало 
разрешение на клиническое применение препарата 
патисиран (ONPATTRO, компании Alnylam), пред-
ставляющего собой липосомные наночастицы, моди-
фицированные полиэтиленгликолем и нагруженные 
siРНК, нацеленными на свертывающий фактор VII 
(проконвертин) [41].

Экспонирование ткане- или органоспецифич-
ных молекул на поверхности наночастиц, нагру-
женных siРНК, используется и в случае наноча-
стиц не липидной природы. Например, показано, 
что кальций-фосфатные наночастицы, на поверх-
ности которых расположены аполипопротеины Е3, 
проникают через ГЭБ и обеспечивают эффектив-
ную доставку siРНК, ингибируя рост ксенотран-
сплантатов опухолей [59]. Среди полимерных нано-
частиц стоит отдельно отметить конъюгаты siРНК 
с N-ацетилгалактозамином (NAcGal) – лигандом, 
который связывается с рецептором асиалоглико-
протеинов, специфически экспрессируемым на по-
верхности гепатоцитов. Взаимодействие наночастиц 
такого типа с гепатоцитами приводит к быстрому 
эндоцитозу и снижению уровня целевых мРНК 
в гепатоцитах [60, 61]. Пять из шести препаратов 
на основе siРНК, одобренных для клиническо-
го применения (табл. 2), являются конъюгатами 
siРНК с NAcGal, однако такие конъюгаты обладают 
меньшей стабильностью по сравнению с липосома-
ми и более сложны в производстве [62, 63]. Помимо 
NAcGal в качестве конъюгата с siРНК могут ис-
пользоваться такие соединения, как холестерин [64], 
2’-O-гексадецил (C16) [65], аптамеры [66], антитела 
[67] и пептиды [68]. 

Одной из активно развивающихся технологий до-
ставки siРНК в клетки является доставка с помо-
щью проникающих пептидов (CPP, Cell penetrating 
peptides). Как правило, CPP – это короткие положи-
тельно заряженные пептиды, способные проникать 
в клетки как путем эндоцитоза, так и прямо про-
ходя через мембраны. Показано, что CPP способны 
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образовывать нековалентные комплексы или кова-
лентные конъюгаты с биологически активными ну-
клеиновыми кислотами (в том числе siРНК) и обе-
спечивать трансфекцию различных клеток [69, 70]. 
Например, фрагмент каппа-казеина человека, RL2, 
способен доставлять в клетки плазмидную ДНК, ма-
лую ядрышковую РНК и siРНК. При этом наиболь-
шую эффективность трансфекции клеток обеспечи-
вали комплексы RL2-siРНК; показано эффективное 
подавление экспрессии гена-мишени EGFP [71]. CPP, 
несмотря на все их преимущества, обладают и недо-
статками, присущими белковым препаратам, таки-
ми как короткий период полувыведения, сложность 
оптимизации условий образования монодисперсной 
суспензии таких частиц, а также высокая стоимость 
их получения. Поэтому CPP используют в составе 
гибридных частиц, например с PEG, или в качестве 
антигена, который экспонируют на поверхности ли-
пидных наночастиц, нагруженных siРНК [72, 73].

Таким образом, при разработке лекарствен-
ных средств на основе siРНК необходимо, в пер-
вую очередь, увеличить стабильность молекулы 
во внутренней среде организма. Это можно сделать 
как с помощью модификации структуры siРНК, 
так и с помощью конъюгирования siРНК с други-
ми соединениями. Для дальнейшей оптимизации 
возможна инкапсуляция siРНК в наноносители, та-
кие как катионные липосомы или углеродные на-
ноструктуры с включением в их состав таргетного 
лиганда. Все это защищает siРНК от агрессивной 
биологической среды, увеличивает тропность нано-
частиц к мишени и, соответственно, эффективность 
РНК-интерференции в отношении конкретного ге-
на-мишени.

РНК-интерференция как перспективный подход 
к терапии глиобластомы
Эффективность применения технологии РНК-
интерференции для ингибирования сигнальных 
путей, обеспечивающих инвазию, ангиогенез, про-
лиферацию клеток глиобластомы, а также их рези-
стентность к химио- и радиотерапии, уже показана 
в экспериментах in vitro и in vivo. Так, обработка 
клеток T98G глиобластомы человека siРНК, наце-
ленными на гены Akt3 и PI3K, в комбинации с темо-
золомидом (TMZ) приводила к остановке клеточного 
цикла в фазе S и G2/M, индукции апоптоза и некро-
за опухолевых клеток [74]. Сигнальный путь PI3K/
Akt/mTOR регулирует процессы апоптоза, проли-
ферации, инвазии, метаболизма, ЭМП и репарации 
ДНК в клетках глиобластомы (рис. 1) [75]. Путь 
PI3K/Akt/mTOR активируется при взаимодействии 
эпидермального фактора роста (EGF), фактора ро-
ста тромбоцитов (PDGF) и фактора роста эндотелия 

сосудов (VEGF) с их тирозинкиназными рецепто-
рами. Показано, что данный каскад связан с раз-
витием лекарственной устойчивости, а ингибирова-
ние этого каскада с помощью РНК-интерференции 
приводило к увеличению чувствительности клеток 
глиобластомы U251 MG человека к бортезомибу [76].

Белок CD133 считается маркером стволовых опу-
холевых клеток (СОК), в том числе и стволовых 
клеток глиобластомы [77]. Участие CD133 в онко-
генезе делает его важной терапевтической мише-
нью для элиминации СОК, в значительной степени 
обеспечивающих рецидивирование опухоли, а так-
же для ингибирования процессов инвазии, мигра-
ции и ЭМП. Показано, что действие CD133-siРНК 
снижало скорость миграции клеток U87 MG. Это 
может быть связано с модуляцией сигнального 
пути PI3K/Akt/mTOR (рис. 1), в частности, РНК-
интерференция гена CD133 приводила к снижению 
экспрессии генов RAF1, MAP2K1, MAPK3, PIK3CA, 
AKT3 и mTOR [78]. 

В качестве еще одного примера ингибирования 
сигнальных путей можно привести подавление экс-
прессии рецепторов эпидермального фактора роста 
(EGFR) и эпидермального фактора роста второго 
типа (HER2). Эти рецепторы опосредуют актива-
цию сигнального пути MAPK/ERK, регулирующего 
процессы пролиферации и миграции опухолевых 
клеток (рис. 1). Так, киназа ERK активирует та-
кие транскрипционные факторы, как c-Myc, кото-
рые, в свою очередь, повышают экспрессию генов 
– регуляторов клеточного цикла. К генам-мишеням 
c-Myc относятся циклин-зависимые киназы, ци-
клины и фактор транскрипции E2F [79]. Показано, 
что HER2-siРНК снижала скорость миграции и про-
лиферации клеток LN-229 и U251 MG на ≈50% 
[80]. Нокдаун EGFR снижал скорость пролифера-
ции клеток обеих линий на ≈40%. Экспрессия гена 
IGFBP3, относящегося к упомянутой группе MAG 
(табл. 1), также модулируется сигнальным путем 
MAPK/ERK и положительно коррелирует со сте-
пенью злокачественности опухоли [24, 81]. В экспе-
риментах in vivo на ортотопической мышиной мо-
дели глиомы U87 MG/Luc установлено торможение 
роста опухолей двумя siРНК (siIBP3-1 и siIBP3-2). 
Перспективными мишенями для siРНК считаются 
гены STAT3, кофилина-1, галектина-1 и ELTD1, ак-
тивируемые также сигнальным путем MAPK/ERK 
[82, 83]. 

Одной из перспективных мишеней для тера-
пии опухолей считают ген TMEM97, кодирующий 
трансмембранный белок TMEM97 (сигма-2-рецептор 
(σ2R)) [84], который взаимодействует с тирозин-
киназным рецептором EGF (рис. 1). Подавление 
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Рис. 1. Приме-
нение РНК-
интерференции 
для регуляции 
экспрессии ге-
нов, продукты 
которых уча-
ствуют в проли-
ферации и ми-
грации клеток 
глиобластомы. 
siRNA – корот-
кие интерфери-
рующие РНК; 
shRNA – корот-
кие шпилечные 
РНК 

экспрессии гена TMEM97 с  помощью РНК-
интерференции в клетках U87 MG и U373 MG 
приводило к снижению пролиферации, миграции 
и инвазии клеток, а также к остановке клеточно-
го цикла в фазе G1/S [85]. Кроме того, при РНК-
интерференции гена TMEM97 происходила модуля-
ция ЭМП – снижался уровень β-катенина и Twist, 
повышался уровень E-кадгерина. 

Потенциал-зависимый анионный канал 1 
(VDAC1) – это белок, участвующий в неселектив-
ном транспорте анионов и катионов через внешнюю 
мембрану митохондрий, а также экспортирующий 
АТР в цитоплазму клетки (рис. 1). Известно, что по-
вышенная экспрессия гена VDAC1 играет важную 
роль в перепрограммировании метаболических 
и энергетических процессов опухолевых клеток [86]. 
Показано, что ингибирование экспрессии VDAC1 

приводит к снижению скорости миграции и инва-
зии клеток глиобластомы U87 MG человека in vitro, 
а также к замедлению роста опухоли U87 MG в мы-
шиной модели [87, 88]. Полагают, что это связано 
с диссипацией мембранного потенциала митохон-
дрий опухолевых клеток, что приводит к снижению 
внутриклеточной концентрации АТР и, как след-
ствие, к нарушению клеточного метаболизма. 

Кроме белоккодирующих генов, мишенью 
ген-направленной терапии на  основе РНК-
интерференции могут быть и длинные некодиру-
ющие РНК, например, MALAT1 (рис. 1), высокий 
уровень которой ассоциирован с плохим прогно-
зом у пациентов с глиобластомой [89]. Показано, 
что уровень MALAT1 повышен в клетках U251 MG 
и U87 MG глиобластомы человека, резистентных 
к TMZ [90]. После того как клетки трансфицировали 
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MALAT1-siРНК, наблюдалось снижение экспрессии 
генов, опосредующих лекарственную устойчивость, 
таких как MDR1, MRP5 и LRP1, а также сниже-
ние экспрессии гена ZEB1, участвующего в ЭМП 
опухолевых клеток. Прогрессирование опухоли со-
провождается ЭМП, при котором происходит раз-
рушение внеклеточного матрикса и снижение адге-
зии опухолевых клеток, что способствует усилению 
их миграции и инвазии. Таким образом, блокиро-
вание этих клеточных процессов с помощью РНК-
интерференции может существенно снизить ме-
тастатический потенциал опухоли. В ЭМП клеток 
глиобластомы человека немаловажную роль играет 
копин-3, CPNE3, который относится к классу Ca2+-
зависимых фосфолипидсвязывающих белков CPNE 
(рис. 1). CPNE3 индуцирует ЭМП путем активации 
сигнального пути FAK, способствуя инвазии и ми-
грации клеток опухоли. Подавление экспрессии 
гена CPNE3 с помощью CPNE3-shРНК в клетках 
U87 MG и U251 MG нарушало миграционные, ин-
вазивные и пролиферативные способности клеток 
глиобластомы, что может быть связано с инактива-
цией сигнального пути FAK и, как следствие, сиг-
нального пути PI3K/Akt/mTOR [91, 92]. Белок ZEB2 
является транскрипционным фактором, который 
играет важную роль в развитии центральной нерв-
ной системы на протяжении всего эмбрионального 
периода. При этом ZEB2 участвует и в ЭМП опухо-
левых клеток, а повышение экспрессии гена ZEB2 
наблюдается при многих видах опухолей, включая 
глиобластому [63]. Анализ миграционной способ-
ности клеток глиомы U87 MG и U373 MG выявил 
значительное снижение скорости миграции клеток, 
трансфицированных ZEB2-siRNA, по сравнению 
с контрольными клетками [93]. Известно, что сверх-
экспрессия ZEB2 приводит к повышению уровня 
N-кадгерина и ряда матриксных металлопротеи-
наз (рис. 1), что, в свою очередь, способствует ин-
вазии/миграции опухолевых клеток [93–95]. В про-
цесс ЭМП вовлечен также центромерный белок J 
(CENPJ), который контролирует деление нейраль-
ных предшественников и миграцию нейронов [96]. 
Показано, что экспрессия гена CENPJ повышена 
в клетках линий глиобластомы человека по сравне-
нию со здоровой тканью головного мозга, при этом 
у пациентов с глиомой это коррелирует с плохим 
прогнозом заболевания. Обработка клеток персо-
нализированных культур глиобластомы (GBM02 
и GBM95) CENPJ-siРНК приводила к снижению 

скорости их миграции. Предполагается, что нокдаун 
CENPJ способствует изменению морфологии клеток 
глиобластомы из-за стабилизации микротрубочек 
и деполимеризации актиновых микрофиламентов, 
тем самым клетки становятся менее склонными 
к эпителиально-мезенхимальному переходу (рис. 1). 

В настоящее время проходит первая фаза кли-
нических испытаний одного препарата на основе 
siРНК, предназначенного для лечения глиобластомы 
– NU-0129 (Clinical trials: NCT03020017). Препарат 
представляет собой комплекс наночастиц золота 
и siРНК, мишенью которой является мРНК гена 
Bcl2L12. Этот ген кодирует антиапоптотический бе-
лок Bcl2L12, уровень которого повышен в клетках 
глиобластомы человека, что делает их устойчивыми 
к апоптозу. Анализ накопления золотых наночастиц 
в опухолях пациентов показал, что NU-0129 про-
никает через гематоэнцефалический барьер и нака-
пливается в опухолевой ткани, где снижает содер-
жание белка Bcl2L12 [97]. Таким образом, создание 
таргетных нетоксичных наночастиц с описанными 
выше siРНК и дальнейшее исследование их эффек-
тивности в отношении глиобластом безусловно пер-
спективно, а клинические испытания разработанных 
лекарственных препаратов расширят возможности 
терапии нейроонкологических заболеваний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
РНК-интерференция является перспективным те-
рапевтическим подходом к лечению глиобластомы. 
Имеющиеся в настоящее время перспективные си-
стемы доставки интерферирующих РНК заклады-
вают фундамент для создания таргетных агентов, 
блокирующих пролиферацию, инвазию, миграцию 
и эпителиально-мезенхимальный переход опухоле-
вых клеток. Уже описанные сигнатуры генов MAG, 
а также генов сигнальных путей FAK, PI3K/Akt/
mTOR, MAPK/ERK будут способствовать поиску 
siРНК, перспективных для разработки эффектив-
ных таргетных терапевтических средств против 
глиобластомы. При разработке препаратов на осно-
ве siРНК наши усилия должны быть направлены 
на улучшение эффективности их проникновения, 
увеличение стабильности и специфичности дей-
ствия к выбранной мишени. 

Исследование поддержано в рамках 
государственного задания ИХБФМ СО РАН 

(№ 125012900932-4).
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РЕФЕРАТ Кальциевая сигнализация обеспечивает эффективное функционирование клетки, а наруше-
ние баланса в системе кальциевого гомеостаза ведет к негативным последствиям для клетки в случае 
как избытка, так и недостатка кальция. При опухолевой трансформации наблюдается существенное 
изменение экспрессии белков, ключевых для депо-управляемого входа кальция, что приводит к нару-
шению процессов кальциевой сигнализации. Вполне вероятно, что перестройка внутренних сигнальных 
путей опухолевой клетки необходима для интенсификации метаболических процессов и дальнейше-
го роста и инвазии опухоли. Вместе с тем, тонкая настройка кальциевой сигнализации наблюдается 
как в норме, так и при патологии. В этой связи особое место в исследовании роли кальциевой сигна-
лизации при развитии опухолевой трансформации занимает изучение перенастройки сигнализации 
в опухолевом окружении. Показано, что факторы, характерные для микроокружения опухоли, ока-
зывают существенное влияние на работу кальциевых каналов и белков, регулирующих кальциевую 
сигнализацию. Основные негативные факторы микроокружения, такие как закисление, повышение 
уровня активных радикалов и гипоксия, влияют на депо-управляемый вход кальция. Весьма важно 
понять, являются ли изменения в экспрессии ключевых участников депо-управляемого входа кальция 
адаптацией к микроокружению или же следствием канцерогенеза. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА кальций, депо-управляемый вход, STIM, Orai, опухолевая трансформация, микро-
окружение опухоли, кальциевая сигнализация.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ SOC – store operated channels (депо-управляемые каналы); SOCE – store op-
erated calcium entry (депо-управляемый вход кальция); SERCA – sarcoplasmic/endoplasmic reticulum 
Ca2+-ATPase (кальциевая ATP-аза ЭР); PMCA – plasma membrane Ca2+-ATPase (кальциевая ATP-аза 
плазматической мембраны); АФК – активные формы кислорода; ЭР – эндоплазматический ретикулум; 
РМЖ – рак молочной железы.

1. ВВЕДЕНИЕ
Микроокружение опухоли формируется различ-
ными клетками, как раковыми, так и нераковыми, 
например, иммунными. Канцерогенез протекает 
при непрерывном воздействии соседних клеток, 
растворимых факторов, внеклеточного матрик-
са. Растворимые факторы включают питательные 
вещества, кислород, активные формы кислорода 
(АФК), активные формы азота, АТР, цитокины, фак-
торы роста, хемокины, различные ионы, например, 
Са2+, Н+, продукты жизнедеятельности клеток опу-
холи и т.д. [1, 2]. Изменения внутриклеточной кон-
центрации кальция влияют на процессы пролифе-
рации и апоптоза раковых клеток, их энергетику 
и способность к инвазии, т.е. они играют важную 

роль в росте и развитии опухоли [3–5]. К настояще-
му времени накоплен значительный материал, сви-
детельствующий об альтерации в кальциевой сигна-
лизации при опухолевой трансформации. Известно, 
что при развитии патологического процесса изме-
няются уровни экспрессии белков, участвующих 
в кальциевой сигнализации. Вместе с тем, остает-
ся непонятным, связаны ли альтерации в процессе 
кальциевой сигнализации с адаптацией микроокру-
жения опухоли, где сигнализация играет ключевую 
роль, или с изменением уровня экспрессии спец-
ифических белков, участников процесса передачи 
кальциевого сигнала. По всей видимости, необходи-
мо рассматривать оба пути, а возможно, и их взаим-
ное влияние.
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1.1. Депо-управляемый вход кальция
Депо-управляемые кальциевые каналы (SOC), ло-
кализованные в плазматической мембране, пред-
ставляют собой один из основных путей посту-
пления кальция в невозбудимые клетки и широко 
распространены в различных типах клеток (рис. 1)
[6]. Работа SOC необходима для пополнения запасов 
кальция в эндоплазматическом ретикулуме (ЭР), 
а также для передачи большого количества внутри-
клеточных сигналов [7]. Поступление внеклеточного 
кальция в клетку в ответ на опустошение внутри-
клеточных депо определяется как депо-управляе-
мый вход кальция (SOCE). Основными молекуляр-
ными компонентами SOCE являются белки STIM 
и Orai [8], а также некоторые члены семейства 
TRPC [9–11]. Orai и TRPC формируют кальциевые 
каналы плазматической мембраны, а STIM пред-
ставляют собой в основном локализованные в ЭР 
белки с одним трансмембранным доменом, функ-
ционирующие как сенсор концентрации кальция 
в ЭР [12]. После уменьшения концентрации кальция 
в ЭР белки STIM меняют конформацию, олигомери-
зуются, кластеризуются и перемещаются в область 
близкого контакта между мембраной ЭР и плазма-
тической мембраной, где они взаимодействуют с ка-
налами SOC и активируют их, тем самым опосредуя 
депо-управляемый вход кальция [13]. 

У человека экспрессируются два гомолога бел-
ка STIM: STIM1 и STIM2. Оба преимущественно 
локализованы в мембране ЭР, хотя незначитель-

ное количество STIM1 находят на плазматиче-
ской мембране. Оба STIM имеют схожую структу-
ру с N-концевым кальцийсвязывающим доменом 
в просвете ЭР, одним трансмембранным сегментом 
и C-концевым цитоплазматическим доменом, от-
вечающим за белок-белковые взаимодействия [14]. 
У позвоночных STIM1 и STIM2 экспрессируются 
во всех типах клеток и функционируют как сенсоры 
кальция в просвете ЭР и активаторы SOC. В отли-
чие от STIM1, STIM2 локализуется исключительно 
в мембране ЭР. Известно, что STIM2 является более 
слабым активатором Orai1, чем STIM1, и при этом 
более чувствительным сенсором Ca2+ в просвете ЭР. 
Константа диссоциации STIM2 для Ca2+ (500–800 
мкМ) существенно выше, чем у STIM1 (200–600 
мкМ) [15]. Считается, что основная физиологическая 
роль STIM2 заключается в стабилизации базального 
уровня кальция в цитозоле и ЭР [16]. Кроме того, 
белок STIM2 опосредует разные депо-зависимые 
и депо-независимые способы активации каналов 
SOC, а также может ингибировать SOCE за счет 
продуктов альтернативного сплайсинга [17, 18].

SOCE обладает широкой вариативностью регуля-
торных механизмов. SOC-каналы плазматической 
мембраны имеют разные электрофизиологические 
характеристики, разные механизмы регуляции 
и восприимчивость к таким факторам, как закисле-
ние, гипоксия, активные формы кислорода. Эти ка-
налы активируются белками STIM, имеющими раз-
личную чувствительность к кальцию и способность 

Рис. 1. Схема депо-управ-
ляемого входа кальция. А – 
область близкого контакта 
плазматической мембраны 
с мембраной ЭР в состоянии 
покоя. Б – активация рецеп-
торов плазматической мем-
браны (ПМ) стимулирует вы-
работку IP

3
 и выход кальция 

из ЭР через рецептор IP
3
. 

Уменьшение концентрации 
кальция в депо вызывает 
кластеризацию, изменение 
конформации белков STIM 
и активацию каналов SOC. 
Кальций, проникающий 
в клетку, может активиро-
вать сигнальные пути, пере-
заполнять депо ЭР благодаря 
работе ATP-аз SERCA, а так-
же снабжать митохондрии 
(мито) через область контак-
та мембран МАМ. Излишки 
кальция выводятся из клетки, 
в основном ATP-азами PMCA

А БПМ ПМ

Мито Мито 

МАМ МАМ

Ca2+ 

Рецептор Рецептор
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к активации Orai [19]. Кроме того, возможно деле-
ние каналов на группы, активируемые либо STIM1, 
либо STIM2 [20]. Еще один, на данный момент сла-
бо изученный уровень регуляции, – разнообразные 
адаптерные белки и липиды, расположенные в об-
ластях контакта плазматической мембраны и эндо-
плазматического ретикулума, например, холестерин, 
рецептор IP3, адаптерные белки Homer или белки 
цитоскелета [14, 21–23]. 

Важно отметить, что базальные концентрации 
кальция в цитозоле и депо ЭР зависят в первую 
очередь от SOCE и существенно влияют на кальци-
евую сигнализацию клетки в целом. 

Таким образом, существует несколько уровней 
регуляции и широкие возможности подстройки ме-
ханизма SOCE под конкретные условия. Имеется 
ряд единичных сообщений об альтерации в деталях 
механизма SOCE при опухолевой трансформации.

1.2. Молекулярный состав механизма депо-
управляемого входа кальция при раке молочной 
железы
Опубликован целый ряд сообщений об изменении 
профиля экспрессии белков, основных участников 
SOCE, при онкологических заболеваниях, в частно-
сти при раке молочной железы (РМЖ) (табл. 1), 
кишечника [24], простаты [25], желудка [26], шейки 
матки [27] и полости рта [28]. 

Таблица 1. Экспрессия генов белков SOCE в линиях клеток рака молочной железы и в контрольных клетках

Клеточная линия MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231 MDA-MB-468 BT-20 BT-474

Характеристика клеток
фиброзно-
кистозная 
мастопатия

HER2- ER+ TNBC TNBC TNBC HER2+ ER+

Результаты функциональ-
ных исследований [29–31] Orai3 ↑ Orai1 ↑ 

STIM1 ↑
Количество белка, норма-
лизованное относительно 

MCF-10A [32]

Orai1
Orai2

Orai1↑
Orai2

Orai1↑
Orai2

Orai1
Orai2

Orai1
Orai2↑

Количество белка, норма-
лизованное относительно 

MCF-10A [33]

Orai3
STIM2
 TRPC6 

Orai3 ↑
STIM2

TRPC6 ↑

Orai3 
STIM2 ↓
TRPC6 ↑

Orai3 ↑ 
STIM2

TRPC6 ↑

Orai3 ↑ 
STIM2
TRPC6

Количество белка [34] STIM1 
 STIM2 

STIM1 ↑ 
STIM2 ↓

STIM1 ↓ 
STIM2 ↑

Количество мРНК [29]
Orai1 ↑ 
Orai2

Orai3 ↓

Orai1 ↑ 
Orai2

Orai3 ↓
Количество белка, норма-
лизованное относительно 

MCF-10A [30]

STIM1 
Orai1
Orai3

STIM1 ↓ 
Orai1 ↓
Orai3 ↑

STIM1 
Orai1

Orai3 ↓

STIM1 ↑ 
Orai1

Orai3 ↓

STIM1↓ 
Orai1 ↓
Orai3 ↑

Экспрессия гена [35] TRPC1 ↑ TRPC1 TRPC1 ↑ TRPC1 ↓ TRPC1 ↑ TRPC1 ↓

Примечание. ↑ – увеличение экспрессии, ↓ – уменьшение экспрессии. HER2 – рецептор HER2neo, ER – рецептор 
эндорфина, TNBC – тройной негативный РМЖ.

Рис. 2. Tg-индуцированные ответы различных кле-
точных линий РМЖ в среде, содержащей 2 мМ Сa2+. 
Стрелкой обозначено время подачи 1 мкМ Tg. Пока-
зано отношение флуоресценции Fura-2 (340 и 380 нм), 
среднее значение и стандартная ошибка среднего 
(n = 9–2)
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В табл. 1 представлены данные об экспрессии 
белков STIM, Orai, TRPC в наиболее хорошо из-
ученных клеточных линиях рака молочной железы. 
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Рис. 3. Измерение амплитуды Tg-индуцированного ответа в среде, содержащей 2 мМ Сa2+, после инкубации 
в течение 25 минут с 0.5% DMSO (контроль), 5 мкМ CM4620 и BTP2, 50 мкМ Лефлуномида (Lef) и Терифлуноми
да (Ter) в клеточных линиях: A – MCF-10A; Б – MDA-MB-231; В – BT-20; Г – MCF-7; Д – MDA-MB-468 и 
Е – BT-474. Стрелкой обозначено время подачи 1 мкМ Tg. Показано нормированное на начальный уровень 
отношение флуоресценции Fura-2 (340 и 380 нм), среднее значение и стандартная ошибка среднего (n = 9–12) 
в зависимости от времени. Адаптировано по [36]

На данный момент нет четкого понимания, явля-
ются ли эти функциональные изменения причиной 
патологии или следствием подстройки SOCE к новым 
условиям микроокружения. Вероятно, возможны оба 
варианта. Так, например, если клетка при инициа-
ции злокачественной трансформации приобретает 
способность закачивать чуть больше кальция в ци-
тозоль, то это способствует активной пролифера-
ции и инвазии. Либо подстройка кальциевого ответа 
клеток, возникшая в условиях уже сформированной 
опухоли, приведет к накоплению максимально адап-
тированных к данным условиям клеток.

1.3. Физиологические функции депо-
управляемого входа кальция при развитии 
опухолевой трансформации
Известны многочисленные примеры вовлечения 
основных белков SOCE в регуляцию процессов 
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Представленные в табл. 1 данные показывают 
значительные вариации белкового состава депо-
управляемого входа в разных клеточных линиях 
РМЖ. Более того, различия в экспрессии основных 
участников SOCE приводят к изменению функцио-
нальных особенностей входа кальция в конкретной 
клеточной линии. Амплитудой кальциевого ответа 
мы будем называть максимальное изменение вну-
триклеточной концентрации кальция относитель-
но базальных значений. Как показывают, в том 
числе и наши исследования, клеточные линии 
РМЖ имеют разные амплитуды кальциевого от-
вета и базальный уровень концентрации кальция 
(рис. 2), разную чувствительность к специфическим 
(CM4620 и BTP2) и не специфическим (Лефлуномид 
и Терифлуномид) модуляторам SOCE (рис. 3), к ус-
ловиям микроокружения ([36] и неопубликованные 
данные). 
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пролиферации, миграции, инвазии, эпителиально-
мезенхимального перехода, неоангиогенеза, мета-
стазирования клеток опухоли [37–39]. Важно от-
метить, что изменение количества белка не ведет 
к запуску определенного сценария трансформации, 
общего для всех типов клеток. Скорее, мы наблюда-
ем некую разбалансировку кальциевой сигнализа-
ции, распространяющуюся на различные сигналь-
ные пути клетки, например Akt/ERK, NFAT, PERK/
ATF4, и приводящую к развитию злокачественной 
трансформации, индивидуальному для каждого 
типа опухоли. 

В частности, STIM1-опосредованный вход каль-
ция регулирует ангиогенез опухоли при карциноме 
носоглотки, ассоциированной с вирусом Эпштейна–
Барр. Кодируемый этим вирусом мембранный белок 
LMP1 способствует пролиферации, миграции и ту-
булогенезу, задействуя путь Akt/ERK. Подавление 
активности STIM1 снижает содержание LMP1 в эк-
зосомах и замедляет образование сосудистой сети, 
вызванное опухолью [40]. Нокаут STIM1 в MDA-
MB-231 и других клеточных линиях РМЖ, незави-
симо от их метастатического потенциала, усиливает 
миграцию клеток, одновременно снижая экспрессию 
NFAT1 [41]. Показано, что нокаут Orai3 приводит 
к изменению экспрессии большого количества генов, 
влияющих на миграцию и воспалительные/иммун-
ные реакции, в том числе и индуцированных гипок-
сией: ID1, TREM-1, PGF [42]. При колоректальном 
раке снижение экспрессии STIM2 активирует сиг-
нальные пути c-Myc и PERK/ATF4, что способствует 
увеличению размера опухоли, инвазии и метастази-
рованию [43]. Показано и вовлечение SOCE в на-
рушение клеточного цикла. Комплекс Orai3–STIM2 
обеспечивает успешное прохождение митоза клет-
ками рака предстательной железы, избегая мито-
тической катастрофы. Подавление экспрессии Orai3 
увеличивает SOCE и вызывает значительное уве-
личение популяции клеток в фазе G2/M клеточного 
цикла, что приводит к активации апоптотического 
пути, опосредованного Bax/Bcl-2 [44]. Белок Orai1 
сверхэкспрессируется при В-хроническом лимфо-
лейкозе по сравнению с нормальными В-клетками, 
что способствует повышению базального уровня 
Са2+ за счет конститутивной активности каналов 
SOC. Применение селективных ингибиторов SOCE 
(GSK-7975a и Synta66) блокирует поступление Ca2+ 
в клетки, что приводит к индукции апоптоза. Кроме 
того, ингибиторы Orai1 в комбинации с препара-
тами для лечения В-хронического лимфолейкоза 
оказывают аддитивный/синергический эффект [45]. 
В клеточных линиях РМЖ SKBR3 и BT-20 с повы-
шенной экспрессией Orai2 этот канал модулирует 
активацию NFAT1 и NFAT4 в ответ на приложение 

агонистов. Нокдаун Orai2 приводит к остановке кле-
точного цикла в фазе G0-G1 и снижает устойчи-
вость клеток к апоптозу при лечении цисплатином 
[32].

Выявлено также влияние белков, формирующих 
SOCE, на экспрессию ферментов, регулирующих 
онкогенез. В образцах опухолей пациентов с раком 
ротовой полости показана повышенная экспрессия 
Orai1 и, как следствие, повышенный вход Ca2+ в эти 
клетки. Анализ мРНК показал, что Orai1 регулиру-
ет многие гены, кодирующие маркеры рака полости 
рта, в том числе металлопротеазы, регулируемые 
NFAT4 [46]. 

Существуют и канцерогенные механизмы, обе-
спечивающие более активную работу механизма 
SOCE. Например, в разных подтипах рака молоч-
ной железы наблюдается повышенная экспрессия 
белка EHD2 и CAV1/2. Вероятно, эти белки ста-
билизируют кавеолы плазматической мембраны 
и обеспечивают высокую экспрессию на клеточной 
поверхности Orai1, что приводит к повышенному 
SOCE, который стимулирует онкогенез [47]. У паци-
ентов с раком простаты белок TSPAN18 защищает 
STIM1 от TRIM32-опосредованного убиквитини-
рования. Вследствие этого увеличивается STIM1-
опосредованный кальциевый вход, который приво-
дит к усилению метастазирования [48]. Результаты 
анализа транскриптома показали, что экспрессия 
гена NSUN2 при раке желудка значительно повы-
шена. Ген NSUN2 регулирует стабильность мРНК 
Orai2 путем модификации 5-метилцитозина, тем са-
мым способствуя экспрессии Orai2 и дальнейшему 
развитию перитонеального метастазирования рака 
желудка [49].

Этот далеко не исчерпывающий перечень во-
влечения SOCE в опухолевую трансформацию 
клеток указывает на важность выбора мишени 
для терапии. Помимо нарушения экспрессии бел-
ков SOCE, существуют злокачественные транс-
формации, непосредственно действующие на функ-
цию SOCE без изменения экспрессии этих белков. 
Соответственно, для эффективного лечения необ-
ходимы средства целевого действия на функцию 
конкретных белков SOCE в конкретной ситуации. 
Например, при карциноме носоглотки нужно сни-
жать активность белка STIM1, но при некоторых 
типах РМЖ этот подход недопустим. Уменьшение 
активности Orai2 оправдано при терапии как от-
дельных типов РМЖ, так и рака желудка. 

1.4. Связь депо-управляемого входа кальция 
и митохондрий
Одна из фундаментальных функций кальция, от ко-
торой зависит канцерогенез – это регуляция актив-
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ности митохондрий опухолевых клеток. ЭР являет-
ся основным источником кальция для митохондрий, 
структурная связь между этими органеллами регу-
лируется различными белками, в том числе и каль-
ций-транспортирующими каналами [50].

Стимулируя Са2+-зависимые дегидрогеназы цик-
ла трикарбоновых кислот, Са2+ повышает выработку 
АТР, а также стабилизирует потенциал мембраны 
митохондрий [51]. Однако при критическом повы-
шении концентрации Са2+ проницаемость внутрен-
ней митохондриальной мембраны резко возрастает 
за счет открытия неселективной поры [50], что при-
водит к нарушению работы дыхательной цепи, ги-
дролизу АТР и осмотическому набуханию и, в ко-
нечном счете, к высвобождению апоптогенных 
молекул и гибели клетки [52].

Таким образом, выработка АТР, биосинтез фосфо-
липидов и стероидных гормонов, передача кальци-
евых сигналов, окисление различных метаболитов 
опухолевых клеток зависят от работы митохон-
дрий, которая регулируется, в том числе и кальци-
ем. В условиях канцерогенеза количество кальция, 
поступающего в клетку, зависит как от внутрен-
них факторов, например, от экспрессии генов, ко-
дирующих белки SOCE, так и от факторов микро
окружения опухоли. Если количество поступающего 
кальция будет недостаточным, клетки опухоли 
не получат необходимой для жизнедеятельности 
энергии. Слишком большой объем входящего каль-
ция приведет к гибели клеток опухоли. Все это 
вынуждает клетку регулировать приток кальция 
в постоянно меняющемся микроокружении. Далее 
мы рассмотрим влияние на SOCE таких факторов 
микроокружения опухоли, как активные формы 
кислорода, закисление, гипоксия. 

2. ДЕЙСТВИЕ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА НА 
ДЕПО-УПРАВЛЯЕМЫЙ ВХОД
АФК представляют собой группу молекул, которые 
образуются в результате частичного восстановления 
O2 и обладают высокой реакционной способностью 
[53]. Внутриклеточным источником АФК являются 
митохондрии, производящие их во время синтеза 
АТР [54]. Например, обнаружено повышение уровня 
АФК в клетках трижды негативного рака молочной 
железы, вызванное работой митохондрий, показана 
важность АФК для выживания этих клеток, по-
скольку обработка антиоксидантами индуцировала 
их гибель [55]. 

АФК долгое время считали вредными для клеток, 
вызывающими окислительное повреждение раз-
личных молекул, таких как белки, липиды и ДНК. 
Однако умеренные уровни АФК важны для физио-
логических клеточных функций, включая внутри-

клеточную передачу сигналов, пролиферацию и им-
мунные реакции [56]. Для контроля баланса между 
производством и элиминацией АФК в клетке суще-
ствует ряд защитных механизмов [57]. 

В опухоли и ее окружении найдено большое ко-
личество источников АФК. Показано, что раковые 
клетки могут индуцировать патологически повы-
шенное количество АФК [58]. Активация онкогенов, 
потеря опухолевых генов-супрессоров, гипоксия, 
а также мутации митохондриальной ДНК могут 
привести к повышению уровня АФК в опухоле-
вых клетках [59]. Окружение опухоли включает 
клетки нескольких типов, которые рекрутируются 
при образовании опухоли, такие как нейтрофилы, 
Т-клетки, макрофаги и фибробласты. Показано, 
что воздействие таких цитокинов, как интерферон-γ 
(IFNγ), фактор некроза опухолей-α (TNFα) и интер-
лейкин-1 (IL-1), увеличивает продукцию АФК сами-
ми клетками различных типов опухолей [60].

В целом, низкие уровни АФК, по-видимому, по-
лезны для опухолевых клеток, они могут поддержи-
вать их пролиферативные и инвазивные свойства, 
но при превышении определенного порога АФК мо-
гут стать для них токсичными. Видимо, опухолевые 
клетки могут проявлять адаптивное поведение, что-
бы справляться с различными стадиями повышения 
уровня АФК, иначе говоря, индуцировать либо про-
оксидантные, либо антиоксидантные механизмы [53]. 

2.1. Влияние активных форм кислорода 
на элементы депо-управляемого входа кальция
Один из вероятных механизмов адаптации клет-
ки к измененным уровням АФК – адаптация 
SOCE. В частности, АФК модулирует функцию 
каналов Orai, тем самым модулируя кальцие-
вый ответ, что имеет большое значение для ро-
ста опухоли. Показано, что эндогенные и сверхэк-
спрессированные каналы Orai1 ингибируются H2O2 
с IC50 = 34 мкм [61]. Это же обнаружено для кана-
лов Orai2. Напротив, каналы Orai3 не ингибирова-
лись H2O2, что указывает на чувствительность Orai1 
и Orai2, но не Orai3, к АФК [61]. 

Основными мишенями АФК в Orai1 и Orai2 явля-
ются остатки цистеина [62]. В молекуле Orai3 цисте-
ин-195 заменен глицином, что придает частичную 
устойчивость к H2O2. Учитывая различия в чувстви-
тельности к АФК между Orai1, Orai2 и Orai3, соот-
ношение между изоформами в клетке может быть 
фактором, адаптирующим кальциевую сигнализа-
цию к повышению уровней АФК. 

Подобные процессы наблюдаются в клетках им-
мунной системы. Например, увеличение соотноше-
ния Orai3/Orai1 наблюдалось в моноцитах, которые 
убивают бактерии за счет быстрой секреции H2O2, 
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поэтому переход на менее чувствительные к АФК 
каналы Orai3 эффективен для адаптации моноци-
тов к собственным АФК [63]. Для первичных CD4+ 
Т-клеток человека показано, что наивные клетки 
увеличивают отношение экспрессируемых Orai3/
Orai1 при дифференцировке в эффекторные клет-
ки, существующие в области воспаления, где повы-
шена концентрация АФК [61]. 

Не только в иммунных, но и в раковых клетках 
изменяется соотношение экспрессируемых белков 
Orai и тем самым зависимость депо-управляемого 
входа кальция от АФК (табл. 1). Например, в клет-
ках рака предстательной железы [64] и базального 
рака молочной железы [42] снижено соотношение 
Orai3/Orai1. Однако существуют данные о повы-
шенном соотношении Orai3/Orai1 при раке предста-
тельной железы [65], а также при раке молочной 
железы, положительном по рецептору эстрогена [30, 
42, 66] и при небазальном раке молочной железы 
[42]. По-видимому, разнонаправленность изменений 
экспрессии каналов Orai в опухолевых клетках вы-
звана реакцией не только на АФК, но и на другие 
внутренние и внешние факторы, присутствующие 
в микроокружении опухоли. 

Как обсуждалось выше, STIM1 и STIM2 различа-
ются по своей чувствительности к уровню кальция 
в депо и по способности активировать каналы Orai, 
а кроме того, в их последовательности присутству-
ют различные остатки цистеина, чувствительные 
к окислению. STIM1 содержит остатки цистеина 
в положениях 49 и 56, которые могут образовывать 
дисульфидную связь между собой в присутствии 
АФК [67]. Поскольку цистеин 56 расположен рядом 
с Са2+-связывающим доменом STIM1, то, вероят-
но, это переводит белок в конститутивно активную 
форму, активирующую SOCE независимо от уровня 
кальция в ЭР [68]. Любопытно, что обратная кар-
тина наблюдается при исследовании последствий 
окисления этих цистеинов активными формами 
азота. S-нитрозилирование цистеинов C49 и C56 
в STIM1 повышает термодинамическую стабиль-
ность его кальцийсвязывающего домена, что снижа-
ет чувствительность к наличию кальция и приводит 
к подавлению SOCE [69].

Белок STIM2, в отличие от STIM1, имеет 10 до-
полнительных остатков цистеина в цитозольном 
домене. Один из этих цистеинов, специфичных 
для STIM2, важен в контексте окислительно-вос-
становительной регуляции SOCE. Окисление цисте-
ина C313 ингибирует SOCE, в основном препятствуя 
кластеризации STIM2, но не влияет на взаимодей-
ствие STIM2 с Orai1 [70].

Таким образом, оба белка STIM чувствительны 
к окислению АФК, но с существенными особенно-

стями: STIM1 модулируется АФК в просвете ЭР, 
а STIM2 ингибируется АФК, находящимися в ци-
тозоле. 

2.2. Адаптация депо-управляемого входа 
к окислительному стрессу
Найдены механизмы, изменяющие экспрессию 
белков SOCE в условиях окислительного стрес-
са. Имитация 24-часового окислительного стрес-
са в  клетках астроглиомы крысы приводит 
к снижению экспрессии STIM2, Orai1 и Orai3 и сни-
жению агонист-индуцированного кальциевого отве-
та. Но амплитуда SOCE и заполненность депо оста-
ются при этом практически неизменными [71].

SOCE в большой степени подвержен действию 
АФК. Достаточно высокие концентрации АФК су-
щественно и неизбирательно влияют на фундамен-
тальные механизмы, поддерживающие кальциевый 
гомеостаз клетки. В случае адаптации к невысоким 
концентрациям АФК у клетки, по-видимому, есть 
пространство для маневра с помощью экспрессии 
различных изоформ каналов Orai. 

3. ВОСПРИИМЧИВОСТЬ ДЕПО-УПРАВЛЯЕМОГО 
ВХОДА К ИЗМЕНЕНИЮ pH
Нарушение регуляции pH является общей харак-
теристикой клеток солидных опухолей. В большин-
стве случаев в таких клетках повышен внутри-
клеточный pH (7.3–7.6 относительно нормального 
7.2) и снижены значения внеклеточного pH (6.8–7.0 
относительно нормального 7.4) по сравнению с не-
трансформированными клетками [72]. Повышенная 
гликолитическая активность клеток солидных опу-
холей приводит к увеличению количества лактата, 
протонов и угольной кислоты во внеклеточной сре-
де, вызывая закисление в микроокружении опухо-
ли [73]. Закисление, как и гипоксия, способствует 
лекарственной устойчивости опухоли и иммуносу-
прессии в микроокружении опухоли [74]. 

3.1. Влияние изменения pH на элементы депо-
управляемого входа
Изменение уровней pH сказывается и на функцио-
нировании многочисленных ионных каналов клетки 
[75]. Влияние изменения внеклеточного и внутри-
клеточного pH на активность изоформ Orai изуче-
но достаточно хорошо. Электрофизиологическими 
методами показано, что изменение pH регули-
рует как эндогенный SOCE, так и SOCE в клет-
ках HEK293, экспрессирующих экзогенные белки 
STIM1/2 и Orai1/2/3. Оказалось, что внешнее под-
кисление ингибирует, а подщелачивание потенци-
рует SOCE. Аналогично внутреннее подкисление 
уменьшает активацию SOCE, в то время как под-
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щелачивание ускоряет кинетику его активации, 
не влияя на общую амплитуду тока [76]. Детальные 
исследования показали, что амплитуда и кинетика 
тока через Orai1 сильно зависят от внутриклеточно-
го pH. Зависимость тока через Orai2 от внутрикле-
точного pH выражается только в изменении ампли-
туды. Канал Orai3 вообще не зависит от величины 
внутриклеточного pH [77]. Скорее всего, внутри- 
и внеклеточный pH регулирует активность каналов 
Orai посредством разных механизмов. Внешний pH, 
по-видимому, модулирует SOCE через воздействие 
на пору канала Orai, а внутриклеточный pH может 
влиять на агрегацию и связывание STIM с Orai 
в нескольких чувствительных к закислению либо 
к защелачиванию участках. Например, мутация 
Orai H155F заметно снижает реакцию на кислые 
и щелочные значения внутриклеточного pH [78].

Поскольку аминокислоты E106, E190 и H115 
консервативны у всех трех изоформ Orai, можно 
предположить, что они являются общими внешни-
ми сенсорами кислых pH во всех изоформах Orai. 
При внешнем защелачивании амплитуда тока че-
рез все Orai увеличивается, причем у Orai2 в боль-
шей степени, чем у Orai1, и в меньшей степени, чем 
у Orai3. Вероятно, существуют дополнительные ме-
ханизмы чувствительности этих каналов к высоким 
значениям pH [76, 78]. 

Интересно, что STIM1-независимый мутант Orai1 
обладает сниженной чувствительностью к внутри-
клеточному подщелачиванию и подкислению [77]. 
Этот факт может говорить о том, что регуляция 
SOCE в условиях изменения внутриклеточного pH 
осуществляется и на уровне белков STIM.

Влияние внешнего pH на другие компоненты 
кальциевого ответа изучено недостаточно. Известно, 
что канал TRPC6, который может принимать уча-
стие в SOCE, ингибируется при кислых значениях 
pH [79]. В ближайшие годы можно ожидать рост 
числа исследований, посвященных рН-зависимому 
функционированию белков, участников кальциевого 
сигнального процесса.

3.2. Адаптация депо-управляемого входа 
к изменению pH
Влияют ли изменения pH на экспрессию белков 
SOCE в опухолевых клетках пока не установлено, 
но показано, что pH влияет на их кластеризацию. 
В клетках мышц формируются особые кластеры 
из белков, осуществляющих SOCE, которые назы-
ваются Calcium Entry Units (CEU). Сборка функ-
циональных CEU, включающих белки STIM и Orai, 
более интенсивна при повышенной температуре 
и сниженных значениях pH, то есть при интенсив-
ной работе мышц [80]. Возможно, сборка кластеров 

– это дополнительный механизм адаптации SOCE 
к меняющемуся микроокружению более высокого 
порядка, чем взаимодействие STIM и Orai. И этот 
механизм позволяет при кратковременном закис-
лении не уменьшать поток внеклеточного кальция, 
необходимого для работы мышц.

Таким образом, в условиях кислого микроокру-
жения кальциевой перегрузке раковых клеток 
препятствуют каналы Orai и, возможно, TRPC6, 
что обусловлено их чувствительностью к внешнему 
закислению и уменьшению проводимости при низ-
ких значениях pH. При закислении внутренней 
среды клетки подключаются дополнительные меха-
низмы регуляции SOCE на уровне взаимодействия 
белков STIM и Orai и возможность выбора между 
изоформами Orai.

4. ДЕЙСТВИЕ ГИПОКСИИ НА ДЕПО-УПРАВЛЯЕМЫЙ 
ВХОД КАЛЬЦИЯ
Гипоксия является существенным фактором микро-
окружения опухоли, тесно связанным с пролифера-
цией клеток, метаболизмом, ангиогенезом и иммун-
ным ответом. Зачастую эти процессы способствуют 
прогрессированию опухоли и усиливают ее метаста-
тический потенциал, в том числе и за счет действия 
гипоксии на элементы кальциевой сигнализации 
клетки [81]. 

4.1. Влияние гипоксии на элементы депо-
управляемого входа
Применительно к SOCE условия гипоксии способ-
ствуют опустошению кальциевых депо ЭР и повы-
шению концентрации кальция в цитозоле за счет 
двух связанных между собой механизмов: уменьше-
ния количества АТР в клетке и выработки низких 
уровней АФК.

Гипоксия может вызывать активацию STIM1, ве-
роятно, в результате снижения уровня АТР и сни-
жения закачки Ca2+ в депо [82]. Гипоксия может 
также вызвать истощение кальциевых депо путем 
продукции низких уровней АФК, а не снижения 
уровня АТР [83]. Опустошение депо вызывает ак-
тивацию SOCE, которая в дальнейшем ослабляется 
закислением, вызванным гипоксией. 

Известно, что при гипоксии происходит быстрое 
закисление многих типов клеток, включая гладко-
мышечные, сердечные, опухолевые и нервные клет-
ки [84, 85]. Клетки большинства типов опухолей 
в условиях длительной гипоксии характеризуются 
высокой скоростью гликолиза и повышенной про-
дукцией метаболических кислот [86].

Нами показано существенное ингибирование 
кальциевого ответа в условиях кратковременной 
гипоксии в клетках MCF-7 и BT-474 РМЖ, имею-
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щих повышенное содержание Orai3 (табл. 1) [36]. 
Напротив, повышенный кальциевый ответ в услови-
ях кратковременной гипоксии наблюдается в клет-
ках MDA-MB-231 и BT-20 со пониженным содер-
жанием Orai3 [30, 36]. Таким образом, устойчивость 
клеток к кальциевой перегрузке в условиях гипок-
сии зависит от количества Orai3 в общей струк-
туре SOCE. С другой стороны, гипоксия вызывает 
повышенную экспрессию белка Orai3 [42]. Исходя 
из приведенных выше данных, можно заключить, 
что в условиях долговременной гипоксии в клетках 
РМЖ может изменяться экспрессия белков Orai 
в сторону увеличения Orai3.

4.2. Адаптация депо-управляемого входа 
к гипоксии
В условиях гипоксии во многих опухолевых клет-
ках повышаются уровни экспрессии Orai3: РМЖ 
HCC1569, MDA-MB-231, MCF-7 и PMC42LA, в клет-
ках рака толстой кишки HT29 и клетках рака пред-
стательной железы Du145. Кроме того, на клеточ-
ных линиях РМЖ показано, что изменение уровней 
экспрессии Orai3 является не причиной изменения 
внутриклеточной сигнализации, а ответом на усло-
вия долговременной гипоксии [42]. 

Еще один предполагаемый участник ответа на ги-
поксию в раковых клетках – канал TRPC1 [11]. 
Экспрессия TRPC1 увеличивается в условиях ги-
поксии в клеточных линиях рака молочной железы 
MDA-MB-231, MDA-MB-468 и HCC1569, но уровни 

экспрессии гомологичного белка TRPC3 остают-
ся без существенных изменений [35]. Интересно, 
что подавление экспрессии TRPC1 в клетках MDA-
MB-231 и MDA-MB-468 вызывало увеличение 
амплитуды SOCE. Этот факт косвенно свидетель-
ствует о том, что повышение экспрессии TRPC1 
приведет к уменьшению амплитуды SOCE [35, 87]. 
В таком случае канал TRPC1, как и Orai3, вовлечен 
в защитный механизм клетки в условиях гипоксии.

Таким образом, при гипоксии наблюдается соче-
танное действие нескольких факторов, нарушающих 
кальциевый баланс клетки, в том числе закисление 
и выработку АФК. Каналы TRPC1 и Orai3 способны 
в некоторой степени противостоять этим негатив-
ным факторам. 

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Кальций играет важную роль в процессах онкоге-
неза за счет своей сигнальной функции, а также 
за счет обеспечения работы митохондрий [38, 39]. 
В адаптацию клеток опухоли к сложным условиям 
микроокружения вовлечены различные механизмы 
кальциевой сигнализации (рис. 4). 

При повышении концентрации АФК Orai3 обе-
спечивает функционирование SOCE, при этом 
ингибирование STIM2 препятствует кальциевой 
перегрузке клетки. При кислых внеклеточных 
и внутриклеточных pH все каналы Orai снижают 
свою проводимость, кроме Orai3, который не зави-
сит от внутриклеточного pH. 

Рис. 4. Схема влияния 
элементов микро-
окружения опухоли 
на депо-управляемый 
вход кальция. Отмече-
ны приблизительные 
концентрации кальция 
в клетке, ЭР и во вне-
клеточном простран-
стве. Основные белки 
SOCE обозначены чер-
ным цветом. Зеленым 
показана активация, 
красным – ингибирую-
щее действие соответ-
ствующих факторов 
микроокружения

ЭР
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Помимо свойств собственно белков SOCE проис-
ходит и изменение их экспрессии при стрессовых 
состояниях. При окислительном стрессе наблю-
дается снижение экспрессии белков STIM2, Orai1 
и Orai3, а гипоксия способствует увеличению экс-
прессии белков TRPC1 и Orai3. Причина измене-
ния уровней экспрессии каналов в каждом случае 
индивидуальна – адаптация или же следствие кан-
церогенеза, но результат этих изменений – не де-
стабилизация кальциевой сигнализации в опухоли, 
а наоборот, нормализация текущего микроокруже-
ния. Следовательно, снижение возможности адапта-
ции для раковых клеток повышает эффективность 
противоопухолевой терапии, а также имеет само-
стоятельный лечебный эффект.

Многие элементы SOCE рассматриваются как ми-
шени для терапии опухолей [26, 88]. Существуют 
определенные сложности, связанные с недоста-
точным выбором селективных модуляторов SOCE. 
На данный момент количество возможных мише-
ней существенно превосходит количество имею-
щихся модуляторов. К сожалению, селективные 
модуляторы большинства белков-участников SOCE 
отсутствуют. Например, канал Orai3 играет важ-
ную роль в адаптации раковых клеток к измене-
нию pH микроокружения, гипоксии и повышенно-
му содержанию АФК. Однако на данный момент 
селективные модуляторы этого канала не выявлены. 
А между тем, для терапии представляют интерес 
как активаторы этого канала, которые приведут 
к кальциевой перегрузке раковых клеток с повы-
шенной экспрессией Orai3, так и ингибиторы, на-
рушающие общий кальциевый гомеостаз этих кле-

ток. Существующие селективные ингибиторы SOCE 
действуют на магистральный путь входа кальция 
через белки STIM1-Orai1, что приводит к высокой 
токсичности этих ингибиторов для организма [89]. 
Их применение возможно лишь после решения про-
блемы таргетной доставки, иначе системный вред 
от назначения перевешивает потенциальный те-
рапевтический эффект. Ситуация немного лучше 
при терапии аутоиммунных заболеваний, где се-
лективный блокатор Orai1 Auxora (второе название 
CM4620) имеет терапевтический эффект, но на фоне 
тяжелых побочных эффектов [90]. Для снижения 
системного токсичного действия на организм в ка-
честве мишени необходимо выбирать минорные 
участники SOCE, например белки STIM2, TRPC1, 
многочисленные адаптерные белки: SARAF, а-SNAP, 
STIMATE, Junctate, IRE1 и т.д. [23]. Ранее нами был 
обнаружен модулятор STIM2-зависимого сигнально-
го пути – низкомолекулярное соединение 4-MPTC, 
которое оказывает ингибирующий эффект на SOCE 
через STIM2-зависимый путь поступления каль-
ция, но не подавляет вход кальция через STIM1-
зависимый путь. Мишень этого соединения еще 
не выявлена [91]. 

Большее количество селективных модуляторов по-
зволит тонко влиять на SOCE, повысить вариатив-
ность и снизить побочные эффекты терапии, а также 
перейти к персонализированной медицине. 

Работа поддержана грантом Министерства 
науки и высшего образования Российской 
Федерации (соглашение 075-15-2021-1075) 

и грантом РНФ 23-44-00054.
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РЕФЕРАТ Широкомасштабное загрязнение окружающей среды полихлорированными бифенилами ведет 
к серьезным нарушениям здоровья человека и животных. Основное внимание уделяется изучению не-
гативных эффектов, вызванных проникновением в организм человека средне- и высокохлорированных 
бифенилов. Имеются единичные сведения о влиянии низкохлорированных бифенилов, содержащих 
1–2 заместителя, на функции органов и систем млекопитающих. Известно, что в природных услови-
ях полихлорбифенилы могут подвергаться бактериальной деструкции, продукты которой относятся 
к группе вторичных поллютантов и рассматриваются как опасные для природы агенты. Ввиду ма-
лой изученности влияния вышеупомянутых соединений на здоровье человека, вопрос о воздействии 
монозамещенных хлорбифенилов, а также продуктов их биотрансформации на иммунитет и состояние 
внутренних органов млекопитающих остается открытым. В представленной работе впервые показаны 
эффекты воздействия орто- и мета-замещенных монохлорированных бифенилов на функции клеток 
иммунной системы и морфофункциональное состояние печени млекопитающих in vivo. Установлено, 
что ПХБ 1 и ПХБ 2 угнетают гуморальный иммунитет и вызывают продуктивную воспалительную ре-
акцию, распространенную белковую дистрофию с фокусами некроза в печени. Продукты аэробной бак-
териальной трансформации ПХБ 1 и ПХБ 2 не оказывают негативного влияния на иммунную систему 
млекопитающих, но обладают токсичностью в отношении гепатоцитов, хотя и в меньшей степени, чем 
исходные хлорбифенилы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА монохлорированные бифенилы, гуморальный иммунитет, гепатоциты, биодеструкция, 
лейкоциты.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ПХБ – полихлорированные бифенилы; ПХБ 1 – орто-монохлорбифенил; 
ПХБ 2 – мета-монохлорбифенил; АОК – антителообразующие клетки; ГХ-МС – газовая хроматогра-
фия с масс-спектрометрическим анализом; ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография.

ВВЕДЕНИЕ
Одной из актуальных проблем современности явля-
ется воздействие на организм человека и животных 
полихлорированных бифенилов (ПХБ), а также их 
производных, образующихся в окружающей сре-
де под действием природных факторов. Согласно 
Стокгольмской конвенции, ПХБ запрещены к про-
изводству и применению, однако они сохраняются 

в объектах окружающей среды и несут прямую 
угрозу здоровью населения [1]. Группа ПХБ со-
стоит из 209 соединений, отличающихся количе-
ством заместителей и их положением в молекуле. 
Поступление ПХБ в организм человека происходит 
в результате их аккумуляции в пищевых цепях [2]. 
ПХБ вызывают нарушения в развитии плода жи-
вотных, заболевания кожи и нервной системы, рас-
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сматриваются как одна из причин возникновения 
диабета, а также провоцируют развитие опухоле-
вых заболеваний и генетических нарушений [3, 4]. 
На примере отдельных средне- и высокохлориро-
ванных конгенеров ПХБ, содержащих более трех 
заместителей в молекуле, а также коммерческих 
смесей, показано их негативное влияние на имму-
нитет [5–7]. Однако вопрос о значимости низко
хлорированных бифенилов для здоровья животных 
и человека в настоящий момент остается открытым.

Основным направлением для предотвращения 
перемещения ПХБ по пищевым цепям является их 
биодеструкция в природных средах, обусловленная 
деятельностью ферментативных систем аэробных 
бактерий. При этом образуются гидроксилирован-
ные производные хлорбифенилов и хлорбензойные 
кислоты, которые также могут вызывать негатив-
ные эффекты при поступлении в организм млеко-
питающих [8].

В данной работе впервые показаны эффекты 
орто- и мета-замещенных монохлорированных 
бифенилов и продуктов их бактериальной де-
струкции на показатели адаптивного иммунитета 
и морфофункциональное состояние печени мышей 
in vivo.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали белых мышей породы Swiss, 
массой 18–23 г обоих полов. Животных содержали 
в условиях лабораторного вивария с 12-часовым 
циклом освещения, двухразовым питанием нату-
ральным кормом в количестве, соответствующем 
суточным нормам, при неограниченном доступе 
к воде. Эксперименты были проведены в соответ-
ствии с рекомендациями и этическими нормами, 
указанными в «Европейской конвенции по защите 
позвоночных животных, используемых для экспе-
риментальных и других научных целей». Получено 
разрешение локального этического комитета «ИЭГМ 
УрО РАН» IRB00010009 (Пермь, Россия) (протокол 
№ 29 от 08.10.2024 г.).

орто-Монохлорбифенил (ПХБ 1) и мета-моно-
хлорбифенил (ПХБ 2) вводили мышам перорально, 
в кукурузном масле, последовательно, через день, 
в дозе 100 мг/кг. Выбор дозы основан на опублико-
ванных данных [9]. Продукты биодеструкции ПХБ 1 
и ПХБ 2 вводили мышам перорально в виде водно-
го раствора, через день, в дозе, соответствующей 
100 мг/кг исходного субстрата. Контрольным груп-
пам вводили кукурузное масло и минеральную сре-
ду культивирования, освобожденную от бактериаль-
ных клеток, каждая группа содержала 7–11 особей.

Продолжительность эксперимента составила 
25 сут. Гуморальный иммунитет индуцировали на 19 

день эксперимента введением эритроцитов барана 
(108 клеток в 200 мкл физиологического раствора) 
в брюшную полость мышей. Реакцию гиперчувстви-
тельности замедленного типа (ГЗТ) индуцировали 
на 24 день эксперимента введением разрешающей 
дозы эритроцитов барана под кожу левой стопы 
и аналогичный объем 0.9% раствора NaCl вводи-
ли под кожу правой стопы. На 25 день животных 
выводили из эксперимента путем декапитации 
под эфирным наркозом. Гуморальный иммунный от-
вет оценивали по количеству антителообразующих 
клеток методом локального гемолиза в геле агарозы 
по методу Ерне. Выраженность реакции ГЗТ оцени-
вали, измеряя отек лапы по индексу массы, который 
рассчитывали по формуле: (Ро – Рк)/Рк × 100%, где 
Ро – показатели массы опытной конечности, Рк – по-
казатели массы контрольной конечности.

Ткани печени фиксировали в 10 % нейтраль-
ном формалине на фосфатном буфере (рН 7.2), 
с  дальнейшей заливкой в  парафин Histomix. 
Гистологические препараты готовили стандартным 
методом. Для оценки общей морфологической кар-
тины срезы окрашивали гематоксилином и эозином. 
Оценку и фотосъемку проводили на микроскопе 
Olimpus (Япония) с программным пакетом Imeg 
pro+ (free version).

Продукты биодеструкции ПХБ 1 и ПХБ 2 полу-
чали в экспериментах с отмытыми клетками аэроб-
ного штамма Rhodococcus sp. FG1 (ВКМ Ас-3030) 
согласно [10]. Культивирование осуществляли в те-
чение 24 ч. Количественный анализ хлорбифенилов 
и их гидроксипроизводных проводили в условиях 
ГХ-МС [10]. Содержание веществ в каждом иссле-
дуемом образце рассчитывали методом внутренней 
нормализации. Качественный анализ производили 
по базе NIST17. Наличие бензойной и хлорбензой-
ных кислот определяли методом ВЭЖХ в культу-
ральной среде, освобожденной от бактериальных 
клеток центрифугированием (9660 g, 3 мин, центри-
фуга miniSpin (Eppendorf, Германия)), согласно [10].

Статистический анализ результатов проводили 
с использованием непарного t-критерия Стьюдента 
в программном пакете Microsoft Excel. Данные в та-
блицах представлены в виде среднего и его стан-
дартной ошибки (M±m). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как описано ранее, средне- и высокохлорирован-
ные бифенилы оказывают депрессивное воздей-
ствие на гуморальный и клеточно-опосредованный 
иммунитет позвоночных [5–7]. Нами установлено, 
что ПХБ 1 и ПХБ 2 в эксперименте in vivo стати-
стически значимо снижали количество АОК в се-
лезенке как по относительным, так и абсолютным 
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показателям, на выраженность реакции ГЗТ иссле-
дуемые соединения не влияли (табл. 1). 

Таким образом, ПХБ 1 и ПХБ 2 угнетают гумо-
ральный иммунитет, но не влияют на показатели 
клеточно-опосредованного иммунитета.

Установлено, что продукты микробной трансфор-
мации ПХБ 1 и ПХБ 2 не оказывали статистически 
значимого влияния на количество антителообразу-
ющих клеток в селезенке и выраженность реакции 
ГЗТ по сравнению с группой животных, получав-
ших в качестве контроля минеральную среду (Кс), 
в которой культивировали микроорганизмы, исполь-
зованные для деструкции (табл. 2). 

На основании результатов ГХ-МС, ВЭЖХ, баз 
данных NIST17 и KEGG (http://kegg.jp) установле-
но, что штамм Rhodococcus sp. FG1 осуществляет 
разложение ПХБ 1 по классическому аэробному 
окислительному пути с формированием в качестве 
основного соединения 2-хлорбензойной кислоты, 
а ПХБ 2 – с образованием двух конгенеров гидрок-
силированных производных хлорбифенила, а так-
же бензойной и 3-хлорбензойной кислот (рис. 1). 
Однако, в отличие от метаболитов 2,4,4’-трихлорби-
фенила [8], они не оказывали негативное влияние 
на иммунную систему мышей.

Таблица 1. Влияние орто-монохлорбифенила (ПХБ 1) 
и мета-монохлорбифенила (ПХБ 2) на количество АОК 
в селезенке и выраженность реакции ГЗТ

Вещество lgАОК/млн lgАОК/орг Индекс реакции 
ГЗТ, %

Кукурузное 
масло (Км) 2.25 ± 0.11 4.66 ± 0.09 20.06 ± 1.78

ПХБ 1 1.70 ± 0.19* 4.11 ± 0.20* 21.73 ± 2.37
ПХБ 2 1.69 ± 0.22* 4.07 ± 0.22* 25.59 ± 3.62

Примечание: *р ≤ 0.05 по сравнению с контролем.

Таблица 2. Влияние продуктов биодеструкции орто-
монохлорбифенила (ПХБ 1) и мета-монохлорбифени-
ла (ПХБ 2) на количество АОК в селезенке и выражен-
ность реакции ГЗТ

Вещество lgАОК/млн lgАОК/орг Индекс реакции 
ГЗТ, %

Минеральная 
среда  
(Кс)

2.04 ± 0.15 4.29 ± 0.19 30.97 ± 4.56

Продукты 
деструкции 

ПХБ 1
2.00 ± 0.07 4.48 ± 0.11 24.63 ± 5.38

Продукты 
деструкции 

ПХБ 2
2.02 ± 0.17 4.43 ± 0.19 19.59 ± 2.68

А

А

Б

Б

3-ХБ

2,3-Дигидроксибифенил

Бензойная 
кислота

Пентадиеновая 
кислота

Пентадиеновая 
кислота

3-ХБК

3-Хлор-2’, 
3’-дигидроксибифенил

Рис. 1. Схема окисления ПХБ 2 ферментативной систе-
мой штамма Rhodococcus sp. FG1 и основные продук-
ты деструкции. А – метаболический путь начинается 
с окисления 2 и 3 атомов углерода в незамещенном 
кольце молекулы бифенила. Б – метаболический путь 
начинается с окисления 2 и 3 атомов углерода в заме-
щенном кольце молекулы бифенила

Рис. 2. Структура печени мышей в контрольных груп-
пах (А – кукурузное масло, Г – среда культивирования 
бактерий), под воздействием ПХБ 1 (Б), ПХБ 2 (В), 
продуктов биодеструкции ПХБ 1 (Д) и продуктов био-
деструкции ПХБ 2 (Е) штаммом Rhodococcus sp. FG1. 
Ув. 400. Окраска: гематоксилин-эозином
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Гистологическое исследование показало, что пе-
чень животных в группах контроля имела нормаль-
ное строение, все структуры имели признаки функ-
циональной активности (рис. 2А,Г). Пероральное 
введение ПХБ 1 и ПХБ 2 привело (в сравнении 
с группой контроля) к значительному увеличению 
числа двуядерных гепатоцитов, а также клеток 
с ядрами разной величины, мелкие фокусы не-
кроза гепатоцитов и выраженную продуктивную 
воспалительную реакцию с признаками белковой 
дистрофии, имеющей распространенный характер 
(рис. 2Б,В). Согласно [11], выраженность реакции 
оценена на три балла. Согласно [12], внутрибрю-
шинное введение низкохлорированных бифенилов 
в тканях печени приводит к обширным клеточным 
изменениям, при этом не выявлено зависимости 
выраженности эффекта от введенного конгенера 
ПХБ. В печени животных, получавших продукты 
бактериальной деструкции ПХБ 1 и ПХБ 2, сохра-
нялись признаки умеренной белковой дистрофии 
гепатоцитов, умеренный анизокариоз, увеличение 
числа двуядерных гепатоцитов в центральных об-

ластях печеночных долек, умеренно продуктивная 
воспалительная реакция (рис. 2Д,Е). Выраженность 
реакции согласно [11], оценена на 1.5 балла. Таким 
образом, можно предположить, что гидроксипроиз-
водные ПХБ 1 и ПХБ 2 и (хлор)бензойные кислоты 
менее токсичны для гепатоцитов, нежели исходные 
монохлорбифенилы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования впервые 
установлено, что орто- и мета-монохлорированные 
бифенилы угнетают гуморальный иммунитет, вызы-
вают в печени продуктивную воспалительную ре-
акцию, сопровождающуюся признаками клеточной 
дистрофии с фокусами некроза. Продукты бакте-
риальной деструкции рассматриваемых хлорбифе-
нилов не обладают иммуносупрессивным эффектом, 
однако оказывают токсическое воздействие на клет-
ки печени, хотя и менее выраженное. 

Работа поддержана грантом РНФ  
(№ 24-24-00498).
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РЕФЕРАТ МикроРНК – это эндогенные небольшие некодирующие РНК, которые регулируют экспрес-
сию генов на посттранскрипционном уровне путем расщепления мРНК-мишеней. Зрелые микроРНК 
образуются в результате процессинга их первичных транскриптов (pri-miRNA). Установлено, что про-
дуктами трансляции некоторых pri-miRNA растений являются также молекулы пептидов (miPEP). 
Эти пептиды способны взаимодействовать со своими открытыми рамками трансляции (ОРТ) в транс-
крибирующихся цепях pri-miRNA и положительно регулировать накопление этих РНК и соответ-
ствующих зрелых микроРНК. Большинство консервативных микроРНК играют важную роль в раз-
витии растений и их реакции на стресс. В настоящей работе нами получены трансгенные растения мха 
Physcomitrium patens, геном которых содержит ОРТ miPEP156a капусты Brassica oleracea под контролем 
сильного 35S промотора вируса мозаики цветной капусты. Проведен анализ влияния экзогенного пеп-
тида на транскрипцию этой ОРТ в протонемах двух трансгенных линий мха. Оказалось, что обработка 
культуры мха химически синтезированным пептидом miPEP156a вызывает усиление накопления соб-
ственной мРНК, как это показано ранее для целого ряда пептидов в однодольных и двудольных рас-
тениях. Эти данные подтверждают, что участки pri-miRNA за пределами кодирующей области пептида 
не требуются для активации транскрипции. Более того, нами показано, что наличие специфического 
промотора гена микроРНК не влияет на феномен активации транскрипции, а сам этот феномен не яв-
ляется видоспецифичным и наблюдается в трансгенных растениях вне зависимости от происхождения 
miPEP.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА микроРНК, пептиды, miPEP, pri-miRNA, трансгенные растения, ПЦР-анализ. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ pri-miRNA – первичные транскрипты генов микроРНК; miPEP – пептид, коди-
руемый первичным транскриптом генов микроРНК; ОРТ – открытая рамка трансляции; ПЦР – поли-
меразная цепная реакция.
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что гены микроРНК транскрибируют-
ся в виде крупных первичных транскриптов (pri-
miRNA) и становятся зрелыми миРНК только по-
сле нескольких этапов созревания [1]. Как и любой 
белок-кодирующий ген, гены микроРНК транскри-
бируются РНК-полимеразой II с образованием пер-
вичного транскрипта pri-miRNA, состоящего из не-
скольких сотен или тысяч оснований. Во внутренней 
области этого первичного транскрипта находится 

характерная шпилечная структура, включающая 
биспиральную последовательность микроРНК, кото-
рая превращается в зрелую форму после действия 
белка DCL1, кодируемого геном Dicer [1]. Этот фер-
мент сначала отщепляет 5′- и 3′-концевые области 
первичного транскрипта, превращая его в шпиль-
кообразную миРНК-предшественник (pre-miRNA), 
а затем расщепляет pre-miRNA для высвобожде-
ния дуплекса miRNA-miRNA*. Этот дуплекс затем 
транслоцируется в цитоплазму, где одна из цепей 
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(соответствует микроРНК) включается в рибону-
клеопротеидную частицу, образованную нуклеазой 
Argonaute для формирования комплекса RISC, ко-
торый затем обеспечивает микроРНК-опосредован-
ный сайленсинг генов [1].

Десять лет назад обнаружили, что некоторые 
pri-miRNA содержат небольшие открытые рамки 
трансляции (ОРТ), которые могут кодировать регу-
ляторные пептиды, называемые микроРНК-коди-
руемые пептиды (miPEP) [2]. Механизм действия 
miPEP в растениях заключается в усилении транс-
крипции и накопления соответствующей pri-miRNA, 
что является примером положительной обратной 
связи. Это приводит к повышению накопления зре-
лых микроРНК и усилению подавления генов-ми-
шеней для микроРНК [3, 4]. Сверхэкспрессия miPEP 
в трансгенных растениях или обработка листьев 
и корней экзогенными химически синтезированны-
ми пептидами могут приводить, например, к зна-
чительным изменениям в развитии корней, к уве-
личению накопления антоцианинов и повышению 
устойчивости к биотическим и абиотическим видам 
стресса [4–7]. Важно, что целый ряд таких эффек-
тов может успешно использоваться для улучшения 
хозяйственно значимых свойств растений [4, 5, 7, 8].

Ранее мы использовали биоинформатический 
подход для сравнительного анализа последователь-
ностей ОРТ из генов pri-miRNA в геномах растений 
и идентифицировали новую группу miPEP (пеп-
тиды miPEP156a), кодируемых pri-miR156а, у не-
скольких десятков видов семейства Brassicaceae [9]. 
Экзогенные химически синтезированные пептиды 
miPEP156a могут эффективно проникать в про-
ростки растений через корневую систему и систем-
но распространяться в листья. Пептиды оказывают 
явный морфологический эффект, ускоряя рост пер-
вичных корней. Параллельно пептиды miPEP156a 
усиливают экспрессию собственной pri-miR156a [9]. 
Важно отметить способность пептида быстро про-
никать в ядро клетки и связываться с хроматином. 
В этой работе нами установлены общие свойства 
вторичной структуры miPEP156a и обнаружены ее 
изменения, вызванные образованием пептидного 
комплекса с нуклеиновыми кислотами [9].

Недавно было доказано взаимодействие пепти-
да Mt-miPEP171b из бобовых с транскрибируемы-
ми (в основном недостроенными) молекулами pri-
miR171b, входящими в комплекс с матричной цепью 
хромосомной ДНК. Было высказано предположение, 
что это новый вид связывания белка с РНК, кото-
рый полностью зависит от наличия определенного 
линейного набора кодонов в матрице, кодирующей 
данный miPEP, а эти пептиды могут выполнять 
специфические регуляторные функции только в от-

ношении своих матричных pri-miRNA [10]. Исходя 
из особенностей взаимодействия между miPEP 
и их pri-miRNA, предложена следующая схема ак-
тивации транскрипции pri-miRNA кодируемыми 
пептидами: 1) miPEP транслируется в цитоплазме 
из полноразмерной pri-miRNA или ее фрагмен-
та, содержащего ОРТ, кодирующую miPEP; 2) за-
тем этот пептид мигрирует в ядро, где связывается 
с синтезируемой pri-miRNA в области его кодиру-
ющей последовательности; 3) такое взаимодействие 
усиливает накопление микроРНК на уровне транс-
крипции [4, 10]. Существующий экспериментальный 
опыт не позволяет нам сделать вывод о том, свя-
зывает ли miPEP рибонуклеотидные цепочки pri-
miRNA (или РНК в форме РНП) или РНК-ДНК-
гибриды. Очевидно, нельзя исключать, что miPEP 
обладают потенциалом взаимодействия не только 
с РНК, но и, как показано нами ранее [3], с ДНК 
(и/или хроматином) в областях генов микроРНК. 
Таким образом, miPEP могут регулировать актив-
ность РНК-полимеразы II и/или медиаторного 
комплекса на стадиях инициации и/или элонгации 
транскрипции [8].

В нашей работе на модели miPEP156a капусты 
(Brassica oleracea) мы поставили задачи выяснить: 
1) насколько важны участки pri-miRNA за преде-
лами кодирующей области пептида для активации 
транскрипции; 2) роль специфического промото-
ра гена микроРНК в феномене активации транс-
крипции; 3) является ли феномен активации транс-
крипции видоспецифичным, т.е. может ли пептид 
miPEP одного вида растений функционировать 
в других таксономически удаленных видах. С этой 
целью нами получены трансгенные растения мха 
Physcomitrium patens, содержащие в геноме ОРТ 
miPEP156a капусты брокколи под контролем силь-
ного 35S промотора вируса мозаики цветной капу-
сты, и проанализировано влияние экзогенного пеп-
тида на транскрипцию этой ОРТ в протонемах мха.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Кодирующая область ОРТ miPEP156a, включающая 
инициирующий и терминирующий кодоны, была 
амплифицирована с помощью полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) на матрице хромосомной ДНК B. ole
racea. Для этого использовали пару ДНК-затравок: 
mir156r (5’-CTTTCTTTATGGCTCTTGTCGCTT) 
и mir156f (5’- AAATGTTCTGTTCAATTCAATGC) [9]. 
Полученный продукт амплификации клонировали 
в вектор pPLV27, используя метод LIC (ligation-inde-
pendent cloning) [11]. После клонирования плазмиду 
pPLV27-miPEP156a (рис. 1) накапливали в клетках 
Escherichia coli, очищали с помощью Qiagen Plasmid 
Maxi Kit (Qiagen, ФРГ) и секвенировали.
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Для получения трансгенов протонему мха P. pa
tens Gransden 2004 выращивали на 9-см чашках 
Петри на твердой среде Кнопа, содержащей 1.5% 
агара (Helicon, Россия) и 500 мг/л аммония тартра-
та (Helicon), при освещении белым светом от лю-
минесцентных ламп (Sanyo Plant Growth Incubator 
MLR-352H (Panasonic, Япония)) с фотонным пото-
ком 61 мкмоль/м2 в условиях 16-часового светово-
го дня при 24°C и относительной влажности 50%. 
Протопласты получали из пятидневной протонемы. 
Протонему собирали с поверхности агара с помо-
щью шпателя, отжимали и помещали в 0.5% рас-
твор драйзелазы (Sigma-Aldrich, США) в 0.48 М 
маннитоле на 45 мин при непрерывном покачива-
нии в темноте. Затем суспензию фильтровали через 
металлическое ситечко (100 мкм). Затем протопла-
сты осаждали в 50 мл пластиковых пробирках цен-
трифугированием при 150 g в течение 5 мин. Далее 
протопласты дважды отмывали 0.48 М маннитолом 
с последующим центрифугированием в тех же ус-
ловиях. Затем супернатант сливали, а полученные 
протопласты трансформировали согласно протоко-
лу PEG-трансформации [11]. Протопласты в кон-
центрации 1.5 × 106 /мл ресуспензировали в рас-

творе MMg (0.48 M маннитол, 15 мM MgCl2, 0.1% 
MES, pH 5.6), инкубировали в течение 20 мин, за-
тем добавляли 10 мкг плазмиды pPLV27-miPEP156a 
(рис. 1) и раствор 33% PEG, инкубировали в течение 
еще 30 мин. После отмывки протопласты высевали 
в верхнем агаре в чашки Петри на твердую среду 
поверх пленки. Затем чашки помещали в темноту 
на сутки. Далее их культивировали в обычных ус-
ловиях для регенерации протопластов.

Для отбора клонов, имеющих вставку с целевым 
геном, регенерировавшие протопласты культивиро-
вали на селективной среде с гигромицином. В ре-
зультате выявили пять устойчивых трансгенных 
линий мха P. patens: 2450, 2451, 2453, 2456 и 2483. 
Из растительных тканей этих линий экстрагировали 
суммарную ДНК с помощью DNeasy Plant Kit в со-
ответствии с инструкциями производителя (Qiagen). 
С помощью ПЦР показали, что специфические про-
дукты реакции, несущие вставку с ОРТ miR156a 
размером 700 п.н. и полученные с помощью затра-
вок p35Sf (5’-AACAAAGGATAATTTCGGGAAAC) 
и tNOSr (5’-TCGCGTATTAAATGTATAATTGC), ком-
плементарных областям плазмиды pPLV27 с 35S 
промотором и терминатором транскрипции соот-

Рис. 1. Схема плазми-
ды pPLV27-miPEP156a, 
несущей вставку 
кодирующей области 
miPEP156a (отмечена 
фиолетовой стрелкой) 
и ген устойчивости 
к гигромицину, кото-
рые экспрессировали 
в целевых трансгенных 
растениях
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ветственно (рис. 1), образовывались лишь в случае 
линий 2450 и 2483 (рис. 2). Специфичность вста-
вок подтвердили секвенированием продуктов ПЦР. 
Интересно, что колонии мха этих линий имеют су-
щественно разную скорость роста. Если скорость 
роста у линии 2483 близка к скорости у растений 
дикого типа, то развитие колоний у 2450 было су-
щественно замедлено. В этой связи важно отметить, 
что в трансгенных растениях P. patens, сверхэк-
спрессирующих ряд эндогенных пептидов, в боль-
шинстве случаев также наблюдается снижение ско-
рости роста колоний [11].

Для изучения влияния пептида miPEP156a 
на экспрессию мРНК в трансгенных растениях с по-
мощью количественного ПЦР-анализа протонему 
линий 2450 и 2483 P. patens выращивали в 100 мл 
жидкой среды Кнопа, содержащей 500 мг/л тартра-
та аммония (Helicon, Россия), на качалках при ос-
вещении белым светом от люминесцентных ламп 
Sanyo Plant Growth Incubator MLR-352H (Panasonic, 
Япония) с фотонным потоком 61 мкмоль/м2 в усло-
виях 16-часового светового дня при 24°C и относи-
тельной влажности 50%. Для анализа семидневную 
протонему обрабатывали раствором пептида в воде 
(5 мкг/мл) в конечном объеме 50 мл. Образцы ин-
кубировали в течение ночи, а затем нити протоне-
мы отделяли от среды, отжимали от лишней влаги 
с помощью фильтровальной бумаги и заморажива-
ли в жидком азоте. Из замороженных тканей экс-
трагировали тотальную РНК с помощью TRIzol™ 
реагента (Invitrogen, США) в соответствии с ин-
струкциями производителя. После определения 
концентрации 2 мкг РНК обрабатывали ДНКазой I 
(Thermo Fisher Scientific, США). Затем проводили 

обратную транскрипцию c праймером со случай-
ной последовательностью с использованием набора 
Mini kit («Евроген», Россия). Полученную кДНК до-
бавляли к смеси для проведения количественной 
ПЦР, используя реактивы и инструкции произво-
дителя («Евроген»). Количественную ПЦР прово-
дили с использованием готовой смеси qPCRmix HS 
(«Евроген») на амплификаторе DT prime («ДНК-
Технологии», Россия). Реакционная смесь (25 мкл) 
содержала 10 пмоль каждого праймера и интерка-
лирующий краситель Eva Green 1х. Использовали 
следующую программу амплификации: 95°С – 5 
мин; 95°С – 15 с, 60°С – 15 с*, 72°С –15 с, 45 ци-
клов (* – детекция флуоресценции в канале FAM). 
После обработки данных значения Cq использова-
ли для расчета нормализованной экспрессии в про-
грамме Q Gene [12] (рис. 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате количественного ПЦР-анализа (рис. 3) 
было выяснено, что обработка культуры мха экзо-
генным, химически синтезированным пептидом mi-
PEP156a в питательном растворе вызывает усиле-
ние накопления собственной мРНК в трансгенной 
культуре мха. В линии 2483 увеличение накопления 
РНК-матрицы для пептида miPEP156a составляет 
около 60%. В случае линии 2450 этот эффект вы-
ражен даже сильнее: накопление РНК-матрицы 
для пептида капусты увеличивается на 240%, 
что выше эффекта, наблюдаемого при обработке 
проростков капусты [9].

В ходе исследования нами получены трансген-
ные растения мха P. patens, содержащие в геноме 
ОРТ miPEP156a капусты брокколи под контролем 

Рис. 2. Проверка наличия целевой встав-
ки в ДНК отобранных линий P. patens, 
устойчивых к гигромицину (линии 2450, 
2451, 2483, 2456, 2453), с помощью 
ПЦР. Геномную ДНК исходной линии мха 
(WT) использовали в качестве контроля. 
А – контрольная проверка качества вы-
деленной ДНК референсного гена мха 
EF1-alpha (фактор элонгации трансляции 
1а). Дорожка 1 – маркеры длины ДНК; 
2 – WT; 3 – линия 2450; 4 – линия 2451; 
5 – линия 2483; 6 – линия 2456; 7 – линия 
2453. Б – ПЦР геномной ДНК с прай-
мерами p35Sf и tNOSr. Расположение 
дорожек как на панели А. В – повторная 
проверка вставки в медленнорастущей 
линии мха 2450 с праймерами p35Sf 
и tNOSr. Дорожка 1 – маркеры длины 
ДНК (размеры фрагментов указаны 
слева), 2 – линия 2450, 3 – ДНК плазмиды 
pPLV27-miPEP156a
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Рис. 3. Результаты кПЦР по измерению уровня экспрессии матрицы для miPEP156a в трансгенных растениях мха 
P. patens линий 2450 (А) и 2483 (Б). Для каждого из пяти независимых повторов РНК выделяли из пяти проб мха, 
выросших в разные периоды времени. Указаны средние статистические значения в виде столбчатой диаграммы 
и стандартные отклонения. Статистическая значимость различий сумм значений в контрольных экспериментах 
(без инкубации с пептидом) и опытных экспериментов (с добавлением пептида miPEP156a) составляла для этих 
двух выборок p < 0.05 согласно критерию Стьюдента (расчет на основе программы GraphPad Prism 7.0 – 
(https:// graphpad_prism.software.informer.com/7.0/))
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сильного 35S промотора вируса мозаики цветной 
капусты, и проведен анализ влияния экзогенного 
пептида на транскрипцию этой ОРТ в протонемах 
двух трансгенных линий мха. Оказалось, что эк-
зогенный, химически синтезированный пептид mi-
PEP156a вызывает усиление накопления в куль-
туре мха собственной мРНК, как показано ранее 
для целого ряда пептидов в однодольных и дву-
дольных растениях [3–5]. Наши текущие данные 
указывают, что участки pri-miRNA за пределами 
кодирующей области пептида не требуются для ак-
тивации транскрипции. Более того, специфический 
промотор гена микроРНК не участвует в феномене 
активации транскрипции, а сам феномен активации 
транскрипции не является видоспецифичным, т.е. 

пептид miPEP156а капустных может функциони-
ровать в других таксономически удаленных видах 
растений, таких как мох. Таким образом, получен-
ные нами данные находятся в согласии со схемой 
действия miPEP, где связывание пептида со своей 
транскрибируемой pri-miRNA-матрицей обеспечи-
вает активацию синтеза этих РНК [10]. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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РЕФЕРАТ Гиппокамп является ключевой структурой мозга, связанной с формированием долговремен-
ной памяти, в механизмах развития которой центральное место занимает энергетический метаболизм 
нейронов. Рецептор Р2Х3 в гиппокампе рассматривается как привлекательная мишень при поиске но-
вых биологически активных субстанций, направленных на ослабление тревожности, эпилептических 
состояний и улучшение когнитивных функций. В работе изучали интенсивность митохондриального 
дыхания, гликолитическую емкость и энергетический фенотип нейронов гиппокампа у мышей с нокау-
том гена р2rx3. Мыши с нокаутом гена р2rx3 получены путем редактирования генома с использованием 
системы CRISPR/Cas9. Первичную смешанную культуру нейронов гиппокампа получали от двухднев-
ных новорожденных мышат с генотипами p2rx3-/- и p2rx3+/-. Митохондриальное дыхание измеряли 
на анализаторе клеточного метаболизма Seahorse Bioscience HS mini (Agilent, США), используя со-
ответствующие наборы для проведения митостресс-теста, гликотеста и теста оценки энергетического 
фенотипа. Для трансгенных мышей с генотипом p2rx3-/- характерен аэробный тип митохондриального 
дыхания, повышение продукции ATP на 84.4% (р <0.05), усиление максимального дыхания на 72.3% 
(р<0.05) и дыхательного резерва на 36% (р <0.05). При этом запасная дыхательная емкость митохондрий, 
скорость гликолиза и гликолитическая емкость у этих мышей снижены, соответственно, на 36.6, 75.7 
и 78.6% (р <0.05). Полученные данные указывают на работу митохондрий, близкую к максимальной, 
по своей энергетической мощности. Животные с нокаутом гена p2rx3 являются уникальной моделью 
для поиска фармакологических мишеней, направленных на коррекцию энергетического метаболизма 
клеток головного мозга и устраняющих когнитивные дисфункции. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ген р2rx3, гиппокамп, первичная смешанная культура нейронов, митохондриальное 
дыхание.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АФК – активные формы кислорода; ЦНС – центральная нервная систе-
ма; EDТА – этилендиаминтетрауксусная кислота; AMPA – альфа-амино-3-гидрокси-5-метил-4-
изоксазолпропионовая кислота; CAMK II – кальциевая кальмодулин-зависимая протеинкиназа; 
CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) – короткие палиндромные повто-
ры, регулярно расположенные группами; ECAR – скорость закисления среды; FCCP – карбонилцианид-
4-(трифторметокси)-фенилгидразон; NMDA – ионотропный рецептор глутамата, селективно связы-
вающий N-метил-D-аспартат; ОСR – скорость потребления кислорода; PBS – фосфатный буфер; 
P2X3KO – мыши с нокаутом рецептора Р2Х3.
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ВВЕДЕНИЕ
Энергетический метаболизм нейронов гиппокампа 
тесно связан с когнитивными функциями, процес-
сами памяти и обучения [1]. В механизмах синап-
тической передачи сигнала в гиппокампе участву-
ют АТP и пуринорецепторы [2]. Функциональной 
особенностью семейства рецепторов Р2Х является 
генерация внутриклеточных Са2+-сигналов, когда 

уровень мембранного потенциала близок к уровню 
физиологического покоя [3]. Рецептор Р2Х3 в гип-
покампе считается привлекательной мишенью 
для изучения процессов тревожности и мотивации 
[4], а также патогенеза эпилептических состояний 
[5]. У мышей с нокаутом рецептора P2X3 (P2X3KO) 
наблюдаются аномалии в синаптической пластич-
ности гиппокампа, нарушения долгосрочной депрес-
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сии в синапсах CA1, CA3 и зубчатой извилине гип-
покампа. Вместе с тем, мыши P2X3KO нормально 
справлялись с тестами пространственного обучения 
в водном лабиринте, что позволяет предположить 
лучшую способность к обучению у животных с но-
каутом гена р2rx3. Кроме того, мыши P2X3KO бы-
стрее, чем мыши дикого типа, выполняли задачу, 
которая включала визуальное определение местопо-
ложения платформы и плавание к ней [5]. Несмотря 
на многочисленные работы, посвященные различ-
ным сторонам функционирования рецептора Р2Х3 
[6], недостаточно изученной остается взаимосвязь 
этого рецептора с митохондриальной функцией, 
определяющей активность клеточного метаболизма, 
кальциевый гомеостаз и, как следствие, регуляцию 
синаптической пластичности гиппокампа в ЦНС. 
В представленной работе изучали интенсивность 
митохондриального дыхания, гликолитическую ем-
кость и оценивали энергетический фенотип нейро-
нов гиппокампа у мышей с нокаутом гена р2rx3.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Работа с лабораторными животными
Мышей содержали в условиях конвенционального 
вивария Белгородского государственного нацио-
нального исследовательского университета в ус-

ловиях искусственно регулируемого светового дня 
(день/ночь = 12/12 ч) при температуре 22–26°C 
и свободном доступе к корму и воде. В работе ру-
ководствовались этическими принципами обраще-
ния с лабораторными животными в соответствии 
с Европейской конвенцией о защите позвоночных 
животных, используемых в экспериментальных 
и других научных целях (ETS No. 170). Болезненные 
манипуляции с животными проводили с использо-
ванием регламентирующих стандартов: Директивы 
2010/63/EU Европейского парламента и Совета 
Европейского союза от 22 сентября 2010 года по ох-
ране животных, используемых в научных целях, 
и рекомендаций комиссии по контролю за содер-
жанием и использованием лабораторных животных 
НИУ «БелГУ» (экспертное заключение № 01и/23 
от 23.01.2023).

Животных с редактированным геномом получали 
путем микроинъекции генетической конструкции 
в пронуклеус зиготы мыши-донора с последующей 
пересадкой репродуктивного материала самке-ре-
ципиенту (рис. 1Б) [7–9]. С помощью инструмента 
онлайн-поиска CHOPCHOP была отобрана гидовая 
(направляющая) РНК (single guide RNA – sgRNA), 
узнающая последовательность второго экзона гена 
p2rx3. Выбранная sgRNA 5’-GGCCTACCAAGTG
CGGGACACGG(CCA)-3’ (PAM, указан в скобках) 

Рис. 1. Создание 
мыши с нокаутом 
гена р2rx3. А – 
направляющая 
РНК, выбранная 
для редактирова-
ния гена мето-
дом СRISPR/
cas9. Б – процесс 
пронуклеарной 
инъекции и соз-
дания поколения 
F0. В – транс-
крипт гена р2rx3 
дикой мыши (WT) 
и мыши с нокау-
том этого гена
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(рис. 1А), не имеющая нецелевых сайтов менее чем 
с тремя несоответствиями, была протестирована 
в серии контрольных экспериментов на бластоци-
стах и использована при создании мышей с нокау-
том гена p2rx3. 

Генетический анализ потомства
Генотипирование мышей проводили секвенирова-
нием по Сенгеру ПЦР-продукта, содержащего зону 
узнавания выбранной sgRNA (прямой и обратный 
праймеры 5’-ACTAAGCAGGAACTCATCCCAA-3’, 
5’-CATAATCCGACACATCCATGAC-3’ («Евроген», 
Россия), рис. 1А. в ЦКП «Геном» согласно рекомен-
дованному протоколу. Результаты анализировали 
с помощью Интернет-ресурса Decodr. 

В результате получили животных со сдвигом рам-
ки считывания гена р2rx3 на один нуклеотид в эк-
зоне 2, что привело к замене шести кодонов и об-
разованию стоп-кодона (рис. 1В). Мутация успешно 
закрепилась в первом поколении. Мыши с гомо- и ге-
терозиготной мутацией жизнеспособны. Животные 
были переведены на генетический фон C57Bl/6. 

Выделение, посев и культивирование 
первичной смешанной культуры гиппокампа 
новорожденных мышат
Первичную смешанную культуру нейронов гиппо-
кампа получали от двухдневных мышат, которых 
подвергали эвтаназии путем цервикальной дислока-
ции позвонков. Ножницами разрезали кожу у осно-
вания черепа. Отделяли голову и погружали в лоток 
с измельченным льдом. Извлекали мозг и помещали 
его в чашку Петри с охлажденным фосфатно-соле-
вым раствором (PBS, рН 7.4). Большие полушария 
головного мозга разделяли под бинокуляром (Leica, 
Германия). Гиппокамп помещали на предметное 
стекло с «лункой» в каплю охлажденного PBS, из-
мельчали на 6–8 частей и переносили в пробирку 
с 0.25% раствором трипсин-EDТА. Ткань трипсини-
зировали в 0.25% растворе трипсин-EDTA (Gibco, 
25200056) в течение 20 мин при 37ºC, 5% CO2 в ин-
кубаторе Binder (ФРГ). После трипсинизации про-
водили трехкратную отмывку клеточной суспензии 
в PBS (рН 7.4). К полученной суспензии добавляли 
2 мл нейробазальной среды (Gibco, 21103049), со-
держащей 2% добавки белка B-27 (Gibco, 17504044), 
0.5 мМ L-глутамакса (Gibco, 25030081), 1% ПенСтреп 
(«ПанЭко», Россия) [10].

Первичную смешанную культуру нейронов гиппо-
кампа культивировали в восьмилуночных планшетах 
для анализатора клеточного метаболизма Seahorse 
HS mini (Agilent, США). В канавки вокруг лунок 
вносили по 400 мкл стерильной дистиллированной 
воды. Культуральные лунки B–G покрывали 10 мкл 

поли-D-лизина в концентрации 0.01 мг/мл, в лунки 
коррекции фона А и Н вносили по 180 мкл дистил-
лированной воды. Планшеты оставляли на 1 ч в ла-
минарном шкафу под УФ-лампой. Затем планшеты 
трижды промывали дистиллированной водой и вы-
сушивали в ламинарном шкафу. В каждую ячейку 
планшета Cell Culture Miniplates (Agilent) вносили 
по 80 мкл клеточной суспензии, содержащей 2 × 104 
клеток гиппокампа. В три ячейки восьмилуночного 
планшета вносили первичную смешанную культуру 
нейронов гиппокампа мышей p2rx3-/-, в другие три 
ячейки вносили культуру клеток гиппокампа мышей 
с генотипом p2rx3-/+. Число клеток для посева и вы-
бор оптимальной концентрации FCCP для выполне-
ния митостресс-теста определяли, выполнив предва-
рительно калибровку прибора по оптимизации числа 
клеток и поиску концентрации FCCP для заданного 
типа клеток, согласно инструкции производителя. 
Клетки в планшетах выращивали в течение 3 сут 
с ежедневной сменой ½ порции среды.

Метаболические тесты
Для проведения метаболических тестов были сфор-
мированы две группы животных (по 30 особей 
в каждой) с генотипами p2rx3-/- (опытная) и p2rx3+/- 

(контрольная). 

Оценка параметров митохондриального дыха-
ния. Дыхание митохондрий измеряли на анализа-
торе клеточного метаболизма Seahorse Bioscience 
HS mini (Agilent). За 24 ч до анализа гидратирова-
ли сенсорный картридж (Agilent), заполняя его ка-
либровочным стандартным раствором (Seahorse XF 
Calibrant) по 200 мкл в каждую лунку. Картридж по-
мещали в инкубатор без СО2 при температуре 37°С 
на 24 ч. Готовили аналитическую среду, используя 
среду Seahorse XF DMEM Media, содержащую глю-
козу в конечной концентрации 10 мМ, пируват 1 мМ 
и L-глутамин 2 мМ, согласно рекомендациям произ-
водителя. Для оценки митохондриальной функции 
использовали набор MitostressTest kit. Стоковые рас-
творы готовили согласно инструкции производителя. 
Набор включает олигомицин, FCCP, смесь ротенона 
и антимицина А. В эксперименте готовили рабочие 
растворы в конечной концентрации на лунку: олиго-
мицин – 1 мкМ, FCCP – 2.5 мкМ, ротенон/антими-
цин А – 0.5 мкМ. Митострессоры вводили в клеточ-
ные культуры инъекционно через порты сенсорного 
картриджа Cartridge Agilent Seahorse XFp (Agilent, 
США). Выполняли калибровку картриджа, а затем 
меняли калибровочную тарелку на тарелку с клет-
ками и измеряли скорость потребления кислоро-
да (OCR), отражающую степень митохондриального 
дыхания в клетке. Выполняли по три технических 
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измерения в каждой опытной и контрольной ячей-
ке. Данные нормировали по числу клеток. Используя 
программный продукт Multi-File Seahorse XF 
Mitostress test (США), рассчитывали базальное ды-
хание, утечку протонов, максимальное дыхание, за-
пасную дыхательную емкость, немитохондриальное 
дыхание, продукцию ATP, коэффициент сопряжения 
дыхания. Немитохондриальное дыхание оценивали 
как минимальное измеренное значение OCR после 
инъекции смеси ротенон/антимицин А. Базальное ды-
хание рассчитывали как последнее значение параме-
тра OCR, измеренное до первой инъекции за вычетом 
немитохондриального дыхания. Максимальное дыха-
ние вычисляли как разницу между максимальными 
значениями OCR после инъекции FCCP и немитохон-
дриальным дыханием. Потерю протонов рассчитыва-
ли как минимальное значение OCR после инъекции 
олигомицина за вычетом немитохондриального дыха-
ния. Продукцию АТР рассчитывали после добавления 
олигомицина по разнице между последним значением 
OCR, измеренным до инъекции олигомицина и мини-
мальным значением OCR после инъекции олигоми-
цина. Запасную дыхательную емкость митохондрий 
рассчитывали как разницу между максимальным 
и базальным дыханием. Коэффициент эффективно-
сти дыхания вычисляли как отношение продукции 
АТР к базальному дыханию. 

Изучение биоэнергетического баланса клетки. 
Энергетический фенотип нейронов оценивали с ис-
пользованием набора Cell Energy Phenotype (Kit 
103325-100, Agilent). В наборе использовали олиго-
мицин (ингибитор ATP-синтазы) в конечной кон-
центрации 100 мкМ и FCCP (митохондриальный 
разобщитель) в конечной концентрации 100 мкМ. 
Концентрация стрессового раствора олигомицин/
FCCP, которую вносили в порт картриджа, состав-
ляла 1.0/1.0 мкМ. По результатам измерений с помо-
щью программного продукта Multi-File Seahorse XF 
Cell Energy Phenotype (США) рассчитывали стрес-
совый OCR и ECAR согласно формулам:

           ,� (1)

          ,� (2)

где Stressed OCR – стрессовый фенотип по скорости 
поглощения кислорода, %;
Stressed ECAR – стрессовый фенотип по скорости 
закисления среды, %;
Stressed OCR/ECAR – скорость поглощения кис-
лорода / скорость закисления среды после внесе-
ния в среду митострессоров (смесь олигомицина 
и FCCP);

Baseline OCR/ECAR – скорость поглощения кис-
лорода / скорость закисления среды до внесения 
стрессоров.

Гликотест-стресс. Анализ проведен с использова-
нием набора Glycolysis Stress Test. 

В наборе использовали глюкозу в конечной кон-
центрации 10 мМ, олигомицин (1 мкМ) и 2-дезокси-
глюкозу (500 мМ), которые инъецировали в клеточ-
ные культуры через порты сенсорного картриджа 
Cartridge Agilent (Seahorse XFp). Выполняли кали-
бровку картриджа, а затем меняли калибровочную 
тарелку на тарелку с клетками и измеряли скорость 
закисления среды (ECAR). Данные нормировали 
по числу клеток. Используя программный продукт 
Multi-File Seahorse XF Glycotest (США), рассчиты-
вали скорость гликолиза, гликолитическую емкость 
нейронов, гликолитический резерв и негликолити-
ческое заселение. Скорость гликолиза рассчитывали 
как разницу между максимальным значением ECAR 
до инъекции олигомицина и последним измерением 
ECAR до инъекции глюкозы. Гликолитическую ем-
кость оценивали как разницу между максимальным 
измеренным ECAR после инъекции олигомицина 
и последним измерением ECAR до инъекции глю-
козы. Гликолитический резерв оценивали как глико-
литическую емкость, деленную на скорость гликоли-
за (мрН/пмоль/мин/клетка) и умноженную на 100%. 
Негликолитическое закисление учитывали как по-
следнее измерение ECAR до инъекции глюкозы. Все 
метаболические тесты выполняли в четырех повтор-
ностях по три технических измерения в каждой.

Статистический анализ
Экспериментальные данные обрабатывали, ис-
пользуя программное обеспечение Wave 2.6 (США), 
а также пакет описательной статистики Excel 10.0. 
Экспериментальные данные представлены медианой 
и стандартным отклонением (М ± SD). Учитывая, 
что все полученные числовые данные не подчиняют-
ся гипотезе нормального распределения, статистиче-
скую значимость полученных результатов оценивали 
с использованием критерия Манна–Уитни для выбо-
рок с числом измерений n ≤20. Критическим уров-
нем значимости считали p = 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
У трансгенных животных был изучен энергетиче-
ский фенотип первичной смешанной культуры ней-
ронов гиппокампа. В тестах данного типа надежным 
индикатором скорости гликолиза является скорость 
закисления среды (ECAR). Однако, когда высоко-
аэробные клетки подвергаются стрессу, продукция 
углекислого газа митохондриями может провоциро-
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вать усиление ECAR [11] и увеличивать вклад глико-
лиза в метаболический потенциал. С помощью этого 
теста оценили восприимчивость клеток гиппокампа 
полученных трансгенных мышей к этому эффек-
ту. Показано, что нейроны гиппокампа трансгенных 
животных как гомозиготных, так и гетерозиготных 
данному эффекту не подвержены. Энергетический 
фенотип митохондриального дыхания первичной 
смешанной культуры гиппокампа нейронов трансген-
ных животных – аэробное дыхание, основу которого 
составляет окислительное фосфорилирование. В пер-
вичной смешанной культуре нейронов гиппокампа, 
полученных от мышей р2rx3-/-, соотношение скорости 
потребления кислорода (OCR) к скорости закисления 
среды (ECAR) составило 1.2, у мышей с генотипом 
р2rx3+/- – OCR/ECAR = 1.1. Явно выраженных раз-
личий в метаболическом фенотипе нейронов гиппо-
кампа между исследуемыми группами животных 
не обнаружено (рис. 2). 

При изучении особенности митохондриального 
дыхания получили кривые скорости поглощения 

кислорода в режиме реального времени (приложе-
ние рис. 1SА). Установлено увеличение практически 
всех параметров митохондриального дыхания за ис-
ключением запасной дыхательной емкости, полу-
ченной от гомозигот р2rx3-/- (табл. 1).

Согласно данным табл. 1, в культуре нейронов, 
полученных от мышей р2rx3-/-, существенно возрас-
тали немитохондриальное, базальное и максимальное 
дыхание, а также дыхательный резерв, соответствен-
но, на 52.4% (р <0.05), 72.3% (р <0.05) и 61.3% (р <0.05) 
по сравнению с контролем. Для культуры нейронов 
гиппокампа, полученной от мышей р2rx3-/-, было 
характерно повышение продукции ATP на 84.4% 
(р <0.05), дыхательного резерва – на 36% (р <0.05) 
и коэффициента эффективности дыхания – на 43% 
(р <0.05) по сравнению с контролем. Вследствие вы-
сокой интенсивности митохондриального дыхания 
запасная дыхательная емкость первичной смешан-
ной культуры гиппокампа мышей р2rx3-/- снижена 
на 36.6% (р <0.05) по сравнению с контролем.

В первичной смешанной культуре нейронов гип-
покампа мышей р2rx3-/- скорость гликолиза и гли-
колитическая емкость существенно снижены – 
на 75.7% (р <0.05) и 78.6% (р <0.05) – по сравнению 
с аналогичными показателями у мышей с генотипом 
р2rx3+/- (рис. 3). 

Гликолитический резерв нейронов гиппокам-
па мышей p2rx3-/- повышен практически в 2 раза: 
351.3 ± 158.2% против 163.2 ± 60.5% в культуре гип-
покампа мышей p2rx3+/-

 (гликолитические кривые, 
полученные в режиме реального времени, представ-
лены в приложении рис. 1SБ).

ОБСУЖДЕНИЕ
Для первичной смешанной культуры нейронов гип-
покампа, полученной как от животных с генотипом 
p2rx3-/-, так и с p2rx3+/-, характерен аэробный тип 
дыхания, когда клетка использует преимущественно 
окислительное фосфорилирование. Установленный 

Рис. 2. Метаболический потенциал первичной сме-
шанной культуры нейронов гиппокампа трансгенных 
мышей с нокаутом гена р2rx3
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Таблица 1. Параметры митохондриального дыхания культуры нейронов гиппокампа мышей с нокаутом гена р2rx3

Параметр р2rx3 +/- 

(контроль)
р2rx3-/-

(опыт)
U-критерий
Uкрит ≤17

Немитохондриальное дыхание, пмоль/мин/клетка 27.1 ± 5.3 56.9 ± 18.0* 0
Базальное дыхание, пмоль/мин/клетка 65.9 ± 12.2 238.1 ± 7.9* 0

Максимальное дыхание, пмоль/мин/клетка 124.3 ± 8.9 320.9 ± 18.5* 0
Потеря протонов (H+), пмоль/мин/клетка 14.5 ± 8.1 40.4 ± 16.4 19

ATP-продукция, пмоль/мин/клетка 36.1 ± 12.8 231.5 ± 9.9* 0
Дыхательный резерв, пмоль/мин/клетка 56.0 ± 16.4 87.4 ± 14.3* 0

Запасная дыхательная емкость, % 188.3 ± 45.20 137.8 ± 7.2* 0
Коэффициент эффективности дыхания, % 58.8 ± 21.6 103.4 ± 10.4* 1

*Достоверность различий при р <0.05 по сравнению с контролем. 
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в эксперименте аэробный тип метаболизма нейро-
нов гиппокампа и отсутствие переключения энерге-
тического фенотипа при введении стрессоров мито-
хондриального дыхания указывает на повышенную 
биоэнергетическую функцию митохондрий. 

Мы установили, что нейроны гиппокампа мышей 
с нокаутом гена p2rx3-/- имеют повышенное базаль-
ное и немитохондриальное дыхание по сравнению 
с нейронами гиппокампа, полученными от мышей 
p2rx3+/-. Наши результаты также показывают, 
что нейроны гиппокампа p2rx3-/- имеют высокий 
уровень продукции АТP и сниженную скорость гли-
колиза и гликолитической емкости, которая факти-
чески характеризует максимальную способность ге-
нерировать АТP в процессе гликолиза. Полученные 
данные свидетельствуют, что нейроны гиппокампа 
с нокаутом гена p2rx3-/- в базальном состоянии ра-
ботают уже близко к максимуму своей митохон-
дриальной энергетической мощности. Сочетание 
интенсивного митохондриального дыхания вме-
сте с утечкой протонов, которые направляются 
на производство активных форм кислорода (АФК), 
на фоне сниженной запасной дыхательной емко-
сти указывает на снижение способности нейронов 
справляться со значительными колебаниями в биоэ-
нергетических потребностях при различных клеточ-
ных стрессах, а также при старении. Усиление окис-
лительного фосфорилирования в нейронах является 
основной причиной повышенного уровня АФК [12]. 
Основной вопрос заключается в том, вследствие 
чего нейроны с нокаутом гена p2rx3 имеют такие 
большие энергетические потребности. Согласно 
опубликованным данным, более высокие энергети-

ческие потребности имеют нейроны дофаминовой 
субстанции мышей с болезнью Альцгеймера [13]. 
Такие энергозатраты связаны с большим аксональ-
ным разветвлением, которое требует высокоэффек-
тивной продукции митохондриального АТP за счет 
увеличения плотности митохондрий в терминалях 
[13]. Мы не определяли степень ветвления нейронов 
у полученных трансгенных мышей, поэтому, исхо-
дя из опубликованных данных, можем только вы-
двинуть гипотезу о роли ионотропных рецепторов 
в усилении биоэнергетики нейронов гиппокампа. 

Ген p2rx3 кодирует рецептор Р2Х3, который экс-
прессируется в разных областях мозга, в том чис-
ле в пирамидных нейронах, зубчатых гранулярных 
клетках и интернейронах гиппокампа [14]. Учитывая, 
что гиппокамп является ключевой структурой моз-
га, связанной с формированием долговременной 
памяти, изменения активности ионотропных ре-
цепторов – пуринергических (Р2X) и глутаматер-
гических (NMDA) – могут модулировать пластич-
ность и гиппокамп-зависимое обучение, а также 
память. Эта пластичность основана на активации 
гиппокампальных киназ и изменении уровня вну-
триклеточного кальция [15]. Описаны перекрестные 
взаимодействия рецепторов семейства Р2Х с NMDA. 
Доказано, что активация рецепторов семейства Р2Х 
ингибирует токи Ca2+ через рецепторы семейства 
NMDA. Функциональное значение такого взаимо-
действия связано с тем, что рецепторы Р2Х служат 
низкочастотными фильтрами кальциевого сигнала 
в условиях физиологического покоя, когда для вхо-
да кальция не требуется деполяризация мембра-
ны, как в случае с рецепторами NMDA [3]. У мы-
шей с нокаутом гена p2rx3 наблюдалось нарушение 
долговременной депрессии в синапсах гиппокампа 
СА1, СА3 и зубчатых гранулярных клетках, а так-
же лучшая способность к обучению и ориентации 
в пространстве [5]. Ингибирование рецепторов се-
мейства Р2Х (семейства Р2Х3, Р2Х4, Р2Х6) усили-
вает индукцию долговременной памяти [3]. Известно, 
что во время долгосрочной потенциации, лежащей 
в основе памяти и обучения, изменяется выработка 
энергии в митохондриях [16], увеличивается актив-
ность митохондриального кальциевого насоса [17] 
и усиливается экспрессия митохондриальных генов 
[18]. Блокирование митохондриального окислитель-
ного фосфорилирования приводит к значительному 
ухудшению долгосрочной депрессии синапсов [19]. 
Выработка энергии в митохондриях имеет решаю-
щее значение для высвобождения трансмиттеров 
посредством экзоцитоза везикул, мобилизации вези-
кул резервного синаптического пула и регуляции си-
наптической силы [20]. Не исключено, что повышен-
ные биоэнергетические потребности нейронов могут 
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Рис. 3. Показатели гликолитической функции первич-
ной смешанной культуры нейронов гиппокампа мышей 
с нокаутом гена p2rx3. * – достоверность различий 
при р <0.05 по сравнению с гетерозиготами
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быть связаны с чрезмерной активацией NMDA-
рецепторов. Согласно [21], активация рецепторов 
NMDA увеличивает объем шипиков в культивируе-
мых нейронах гиппокампа и повышает поверхност-
ную экспрессию рецепторов AMPA (альфа-амино-3-
гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота). 
Описана регуляция деления митохондрий в дендри-
тах, сопровождающаяся увеличением содержания 
Са2+ в митохондриальном матриксе, опосредованного 
активацией Са2+ и кальмодулин-зависимой проте-
инкиназы II (CAMK II) [22]. Показана локализация 
NMDA-подобного рецептора на мембране митохон-
дрий, который усиливает активность АТP-синтазы 
и выработку АТP нейронами [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные в работе результаты свидетельству-
ют о том, что у мышей с нокаутом гена p2rx3 по-
вышена биоэнергетическая функция митохондрий. 
Для трансгенных мышей с генотипом p2rx3-/- ха-
рактерен аэробный тип митохондриального дыха-
ния, высокая продукция ATP, повышенное базальное 
и немитохондриальное дыхание, усиление потери 
протонов, достаточно высокий уровень коэффициен-
та эффективности дыхания, при этом запасная ды-
хательная емкость митохондрий, скорость гликолиза 

и гликолитическая емкость снижены. Полученные 
данные указывают на работу митохондрий, близкую 
к максимуму своей энергетической мощности. Не ис-
ключено, что такая активация энергетического ме-
таболизма клетки связана с реципрокными взаимо-
действиями между ионотропными пуринергическими 
и глутаматергическими рецепторами. Важным и от-
крытым остается вопрос о том, как будет изменять-
ся биоэнергетический баланс нейронов гиппокампа 
у животных с нокаутом гена p2rx3 на фоне блока-
ды NMDA-рецепторов. Понимание взаимодействий 
между пуринергическими и глутаматергическими ре-
цепторами имеет важное значение, поскольку эти ре-
цепторы вовлечены в определенные типы гиппокамп-
зависимой памяти. Животные с нокаутом гена p2rx3 
являются уникальной моделью для поиска фарма-
кологических мишеней, направленных на коррекцию 
энергетического метаболизма клеток головного мозга 
и устраняющих когнитивные дисфункции. 

Научное исследование проведено 
при поддержке Российского научного фонда 

(грант № 23-24-00600).

Приложения доступны на сайте 
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27551
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РЕФЕРАТ Получены гидроксамовые производные ингибитора тирозиновых протеинкиназ сорафениба, 
в структуру которого были введены элементы фармакофора ингибиторов цинкзависимых гистондеа-
цетилаз. Показано, что подавление пролиферации опухолевых клеток полученными гибридными ин-
гибиторами критически зависит от структуры «деацетилазной» компоненты. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА сорафениб, вориностат, тирозиновые протеинкиназы, цинкзависимые гистондеаце-
тилазы, антипролиферативная активность, гибридные ингибиторы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ PTKs – тирозиновые протеинкиназы; HDACs – цинкзависимые гистондеацети-
лазы; В-RAF – сигнальная тирозинкиназа; SRF – сорафениб; DMSO-d6 – дейтерированный диметил-
сульфоксид; IC50 – концентрация, вызывающая 50% снижение количества клеток; АМС – 7-амино-4-
метилкумарин.
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ВВЕДЕНИЕ
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – одна из са-
мых трудноизлечимых гетерогенных форм рака [1]. 
В качестве препарата первой линии для лечения 
поздних неоперабельных стадий заболевания хорошо 
зарекомендовал себя сорафениб (SRF, рис. 1) – муль-
типотентный ингибитор тирозиновых протеинкиназ 
(PTKs): сигнальной RAF, рецепторных тирозинкиназ 
VEGFR и PDGFR и некоторых других [2]. Однако 
длительное применение сорафениба неэффективно 
из-за приобретенной или наследственной резистент-
ности у части трансформированных гепатоцитов [3].

Совместное применение сорафениба с мультипо-
тентными ингибиторами цинкзависимых гистондеа-
цетилаз (HDACs) является перспективным направ-
лением лечения ГЦК, так как многие ингибиторы 
HDACs демонстрируют не только антипролифе-
ративную активность сами по себе, но и синергич-
ное действие в комбинации с сорафенибом [4]. Так, 
например, сочетание сорафениба с вориностатом 
(SAHA, рис. 1) эффективно инициирует апоптоз 
в клетках гепатомы [5], а комбинация с вальпроевой 
кислотой (VPA) сильно замедляет возникновение 
устойчивости [6]. По сравнению с сочетанным приме-
нением двух препаратов мономолекулярные гибриды 

имеют более предсказуемые фармакокинетические 
и фармакодинамические параметры, включая мета-
болизм и биодоступность. Кроме того, их применение 
гарантирует одновременную активацию нескольких 
противоопухолевых механизмов в опухолевом очаге 
в необходимом оптимальном соотношении [7]. Таким 
образом, создание гибридных ингибиторов PTKs/
HDACs представляется весьма перспективным и ак-
туальным направлением исследований. 

В фармакофоре ингибиторов гистондеацетилаз 
(HDACi) в совокупности выделяют четыре элемен-
та: (а) цинк-связывающую группу (ZBG); (б) линкер 
(linker), занимающий «лизиновый канал» активного 
центра, который ведет к каталитическому иону цин-
ка; (в) соединительный элемент (connecting unit, CU) 
и (г) ароматический/гетероциклический фрагмент 
(cap), отвечающий за распознавание поверхности 
активного центра фермента у входа в «лизиновый 
канал» [8]. Нами синтезированы новые гибридные 
ингибиторы – гидроксамовые производные сора-
фениба, в структуру которого введены элементы 
фармакофора ингибиторов цинкзависимых гистон-
деацетилаз. Изучена антипролиферативная ак-
тивность полученных соединений, а также класс-
селективность ингибирования HDACs.
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В работе использовали: аминокапроновую кисло-
ту, 4-(аминометил)-бензойную кислоту, диазабици-
клоундецен (DBU), 1,1’-карбонилдиимидазол (CDI), 
гидроксиламин гидрохлорид, гидроксиламин 50% 
водный раствор, гидразин гидрат – все фирмы 
Sigma-Aldrich (США); этиловый эфир 4-аминобен-
зойной кислоты (Acros Organics, CША) бис(2-оксо-3-
оксазолидинил)фосфинхлорид (BOP-Cl) LEAPChem 
(КНР); 4-формил-N-гидроксибензамид синтезирован 
согласно [9]. Колоночную хроматографию выполня-
ли на силикагеле Kieselgel 0.060–0.200 мм фирмы 
Acros Organics, системы для элюции указаны в тек-
сте. ТСХ проводили на пластинках Kieselgel 60 F254 
(Supelco, США). Спектры ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) ре-
гистрировали на спектрометре Avance III (Bruker, 
ФРГ) c рабочей частотой 300 МГц для 1Н-ЯМР (вну-
тренний стандарт – Me4Si, растворитель DMSO-d6), 
100.6 МГц для 13С-ЯМР (с подавлением углерод-про-
тонного взаимодействия, растворитель DMSO-d6) 
и 282 МГц для 19F-ЯМР (растворитель DMSO-d6). 
Химические сдвиги приведены в миллионных до-
лях, КССВ – в герцах. Спектры 1H-ЯМР NOESY 
и ROESY записывали в сухом DMSO-d6. Время 
смешивания, использованное при записи спектров 
NOESY, подбирали специально для максимизации 
интенсивности дипольных кросс-пиков (0.25 с).

Синтез гидроксамовых производных сорафениба – 
SRF-CHA, SRF-BHA, SRF-THA и SRF-H-BHA 

 
(i) SRF-CA

6-(4-(4-(3-(4-хлор-3-(трифторметил)фенил)уре-
идо)фенокси)пиколинамид)гексановая кисло-
та (SRF-CA). Смесь 466 мг (1 ммоль) метилового 
эфира сорафенибкарбоновой кислоты (SRF-ME) 
[10], 262 мг (2 ммоль) аминокапроновой кислоты 
и 383 мг (2.5 ммоль) DBU в 10 мл МеОН переме-
шивали при кипячении в течение 6 ч. Охлаждали 

до комнатной температуры, разбавляли реакцион-
ную смесь 10 мл Н2О, нейтрализовали с помощью 
HСl (1:1) до pH 5–6 и охлаждали при 10ºС в те-
чение 18 ч. Выпавший осадок затирали, отфиль-
тровывали, промывали Н2О и сушили на воздухе. 
Продукт выделяли хроматографией на силикагеле, 
используя в качестве элюента смесь СНСl3–EtOH, 
10 : 1. Отобранные фракции упаривали, остаток рас-
творяли в 3 мл СНСl3 и охлаждали при 10ºС в те-
чение 18 ч. Выпавший осадок отфильтровывали, 
промывали СНСl3 и после высушивания на возду-
хе получали 400 мг (71%) SRF-CA. Спектр 1Н-ЯМР 
(DMSO-d6): δ 11.94 (1H, c, OH), 9.20 (1H, c, NHα), 8.97 
(1H, c, NHβ), 8.76 (1H, т, J 6.0, NHγ), 8.51 (1H, д, J 5.6, 
Н18), 8.12 (1H, д, J 2.1, Н16), 7.73–7.53 (4H, м, Н4, Н10 
и Н14, Н19), 7.40 (1Н, д, J 2.5, H1), 7.24–7.08 (3H, м, 
Н5, Н11 и Н13), 3.26 (2H, к, J 6.5, H1´), 2.19 (2H, т, 
J 7.3, Н5´), 1.65–1.43 (4H, м, Н2´ и Н4´), 1.36–1.20 (2H, 
м, Н3´). Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d6): δ 174.87 (С6´), 
166.46 (С15), 163.60 (С20), 152.96 (C8 или C17), 152.94 
(С8 или C17), 150.77 (С18), 148.35 (C12), 139.80 (C9), 
137.51 (C6), 132.44 (С4 или С5), 127.21 (к, J 30.3, C2), 
123.57 (С4 или С5), 123.29 (к, J 273, C7), 122.85 (С3), 
121.89 (C10 и C14), 121.00 (С11 и С13), 117.33 (к, J 5.5, 
С1), 114.53 (С19), 109.24 (С16), 39.17 (С1´), 34.04 (С5´), 
29.30 (С2´), 26.41 (С3´), 24.68 (С4´). Сигнал 19F-ЯMР 
(DMSO-d6): δ -61.47 (СF3).

(ii) SRF-CHA

4-(4-(3-(4-хлор-3-(трифторметил)фенил)уреидо)
фенокси)-N-(6-(гидроксиамино)-6-оксогексил)пи-
колинамид (SRF-CHA).  К раствору 363 мг (0.643 
ммоль) SRF-СА в 0.7 мл DMF добавляли 115 мг 
(0.71 ммоль) CDI. Через 1 ч 40 мин добавляли 
70 мг (1.00 ммоль) гидроксиламина гидрохлорида, 
перемешивали до растворения в течение 10 мин 
и оставляли на 2 ч. Разбавляли реакционную смесь 
3.5 мл Н2О и охлаждали при 10ºС в течение 18 ч. 
Супернатант декантировали, а выпавшее масло за-

Рис. 1. Структура сорафениба (SRF) и вориностата (SAHA) с выделенными элементами фармакофора: 
кеп (cap) – синий, соединительный элемент (CU) – коричневый, линкер (linker) – зеленый, цинк-связывающая 
группа (ZBG) – красный
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тирали в 7 мл холодной воды до рыхлого осадка, от-
фильтровывали и подсушивали на воздухе. Продукт 
выделяли хроматографией на силикагеле, исполь-
зуя в качестве элюента смесь СНСl3–EtOH, снача-
ла 7.5 : 1, а затем 5 : 1. Отобранные фракции упа-
ривали и получали 262 мг (70%) SRF-CНA. Спектр 
1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 10.30 (1H, c, NHδ), 9.23 (1H, c, 
NHα), 9.01 (1H, c, NHβ), 8.75 (1H, т, J 5.9, NHγ), 8.63 
(1H, c, OH), 8.51 (1H, д, J 5.5, Н18), 8.13 (1H, с, Н16), 
7.74–7.54 (4H, м, Н4, Н10 и Н14, Н19), 7.39 (1Н, д, J 
2.3, H1), 7.22–7.12 (3H, м, Н5, Н11 и Н13), 3.25 (2H, 
к, J 6.6, H1´), 1.94 (2H, т, J 7.3, Н5´), 1.61–1.41 (4H, м, 
Н2´ и Н4´), 1.34–1.17 (2H, м, Н3´). Спектр 13С-ЯМР 
(DMSO-d6): δ 169.57 (С6´), 166.47 (С15), 163.60 (С20), 
152.95 (C8 и C17), 150.77 (С18), 148.35 (С12), 139.79 
(С9), 137.51 (С6), 132.44 (С4 или С5), 127.21 (к, J 30.7, 
С2), 123.58 (С4 или С5), 123.29 (к, J 273, C7), 122.85 
(С3), 121.89 (C10 и C14), 121.00 (С11 и С13), 117.33 
(к, J 5.5, С1), 114.54 (С19), 109.24 (С16), 39.21 (С1´), 
32.67 (С5´), 29.34 (С2´), 26.49 (С3´), 25.33 (С4´). Сигнал 
19F-ЯMР (DMSO-d6): δ -61.47 (СF3).

 (iii) SRF-A

4-(4-(3-(4-хлор-3-(трифторметил)фенил)уреидо)
фенокси)пиколиновая кислота (SRF-A). В 12 мл 
смеси THF–MeOH–H2O, 1 : 1 : 1, растворяли 0.67 г 
(12 ммоль) КОН и добавляли при перемешивании 
2.32 г (5 ммоль) SRF-ME двумя равными порциями 
с интервалом 10 мин и после растворения исходного 
соединения оставляли при комнатной температуре 
на 1 ч. Разбавляли реакционную смесь 12 мл Н2О, 
нейтрализовали с помощью HCl (1 : 1) до pH ≈1.5, 
затирали выпавший осадок, добавляли еще 12 мл 
Н2О и охлаждали при 10ºС в течение 1 ч. Осадок 
отфильтровывали, промывали Н2О и после высу-
шивания на воздухе получали 2.20 г (97%) SRF-A. 
Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 9.29 (1H, c, NHα), 9.06 
(1H, c, NHβ), 8.58 (1H, д, J 5.7, Н18), 8.13 (1H, д, J 2.4, 
Н16), 7.70–7.56 (4H, м, Н4, Н10 и Н14, Н19), 7.44 (1Н, 
д, J 2.5, H1), 7.24–7.13 (3H, м, Н5, Н11 и Н13). Спектр 
13С-ЯМР (DMSO-d6): δ 166.47 (С20), 165.85 (С15), 
152.96 (C8), 151.19 (С18), 150.86 (С17), 148.20 (С12), 
139.81 (C9), 137.65 (C6), 132.44 (С4 или С5), 127.21 (к, 
J 30.5, C2), 123.54 (C4 или С5), 123.28 (к, J 273, C7), 
122.83 (С3), 121.84 (C10 и C14), 120.99 (С11 и С13), 
117.30 (к, J 5.5, С1), 115.12 (С19), 112.32 (С16). Сигнал 
19F-ЯMР (DMSO-d6): δ -61.46 (СF3).

(iv) SRF-BEE

Этил 4-(4-(4-(3-(4-хлор-3-(трифторметил)фенил)
уреидо)фенокси)пиколинамид)бензоат (SRF-BEE). 
К суспензии 452 мг (1 ммоль) SRF-А в 10 мл смеси 
пиридин–THF, 1 : 1, добавляли 300 мг (1.18 ммоль) 
BOP-Cl и перемешивали в течение 10 мин, после 
чего добавляли 230 мг (1.39 ммоль) этилового эфира 
п-аминобензойной кислоты (АБКЭ). Реакционную 
смесь перемешивали при комнатной температуре 
в течение 1.5 ч, после чего добавляли еще 300 мг 
(1.18 ммоль) BOP-Cl и через 10 мин – 230 мг (1.39 
ммоль) АБКЭ, продолжали перемешивание в тече-
ние 1.5 ч при комнатной температуре. Добавляли 
30 мл воды и перемешивали в течение 1–1.5 ч 
до формирования гомогенного осадка, после чего от-
фильтровывали, промывая водой (3 раза по 20 мл). 
После высушивания на воздухе осадок суспенди-
ровали в 10 мл метанола, фильтровали, промывали 
5 мл метанола, фильтровали и после высушивания 
на воздухе получали 442 мг (74%) SRF-BEE. Спектр 
1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 10.93 (1H, c, NHγ), δ 9.22 (1H, 
c, NHα), 9.01 (1H, c, NHβ), 8.64 (1H, д, J 5.6, Н18), 8.13 
(1H, д, J 1.9, Н16), 8.05 (2H, д, J 8.8, Н3´ и Н5´), 7.95 
(2H, д, J 8.7, Н2´ и Н6´), 7.71–7.59 (4Н, м, Н4, Н10 
и Н14, Н19), 7.54 (1Н, д, J 2.5 H1), 7.29–7.16 (3H, м, 
Н5, Н11 и Н13), 4.30 (2Н, к, J 7.1, Н8´), 1.32 (3Н, т, J 
7.1, Н9´). Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d6): δ 166.70 (С7´), 
165.75 (С15), 162.86 (С20), 152.94 (C8), 152.29 (С17), 
150.94 (С18), 148.25 (С12), 142.97 (С1´), 139.78 (C9), 
137.62 (C6), 132.43 (С4 или С5), 130.46 (С3´ и С5´), 
127.20 (к, J 30.5, C2), 125.48 (С4´), 123.57 (C4 или С5), 
123.28 (к, J 273, C7), 122.85 (С3), 121.88 (C10 и C14), 
121.02 (С11 и С13), 120.20 (С2´ и С6´), 117.31 (к, J 5.4, 
С1), 115.19 (С19), 110.02 (С16), 60.93 (С8´), 14.63 (С9´). 
Сигнал 19F-ЯMР (DMSO-d6): δ -61.44 (СF3).

(v) SRF-BHA

4-(4-(3-(4-хлор-3-(трифторметил)фенил)уреидо)
фенокси)-N-(4-(гидроксикарбамоил)-фенил)пиколи-
намид (SRF-BНА).  К раствору 300 мг (0.50 ммоль) 
SRF-BEE в 7.5 мл смеси MeOH–THF, 1 : 2, добавляли 
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500 мг (7.58 ммоль) NH2OH (50%), охлаждали до 0ºС 
и добавляли 56 мг (1.00 ммоль) КОН, растворенного 
в 1 мл МеОН. Через 30 мин убирали охлаждение 
и оставляли на 18 ч. Реакционную смесь охлажда-
ли до 0ºС и добавляли 28 мг (0.5 ммоль) КОН, рас-
творенного в 0.5 мл МеОН. Через 30 мин убирали 
охлаждение и оставляли на 3 ч, после чего добав-
ляли 0.5 мл (8.75 ммоль) АсОН и упаривали до по-
ловины исходного объема, добавляли 4 мл МеОН 
и упаривали также до половины объема. Добавляли 
к остатку 5 мл МеОН, выпавший осадок затирали, 
отфильтровывали, высушивали на фильтре и после-
довательно промывали два раза по 3 мл 2% раство-
ра триэтиламина в МеCN, 3 мл МеCN и 3 мл СН2Сl2, 
высушивали на воздухе и получали 230 мг (71%) 
SRF-ВНA. Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 11.13 (1H, 
с, NHδ), δ 10.82 (1H, с, NHγ), δ 9.28 (1H, с, NHα), δ 
9.07 (1H, с, NHβ), δ 8.96 (1H, с, OH), 8.63 (1H, д, J 5.6, 
Н18), 8.13 (1H, д, J 2.0, Н16), 7.96 (2H, д, J 8.7, Н3´ 
и Н5´), 7.75 (2H, д, J 8.7, Н2´ и Н6´), 7.71–7.58 (4H, м, 
Н4, Н10 и Н14, Н19), 7.53 (1Н, д, J 2.5, H1), 7.29–7.16 
(3H, м, Н5, Н11 и Н13). Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d6): 
δ 166.73 (С7´), 164.35 (С15), 162.86 (С20), 152.97 (C8), 
152.43 (С17), 150.94 (С18), 148.26 (С12), 141.18 (С1´), 
139.82 (C9), 137.65 (C6), 132.45 (С4 или С5), 128.51 
(С4´), 128.03 (С3´ и С5´), 127.21 (к, J 30.8, C2), 123.59 
(C4 или С5), 123.29 (к, J 273, C7), 122.84 (д, J 1.5, С3), 
121.91 (C10 и C14), 121.03 (С11 и С13), 120.16 (С2´ 
и С6´), 117.33 (к, J 5.4, С1), 115.16 (С19), 109.93 (С16). 
Сигнал 19F-ЯMР (DMSO-d6): δ -61.44 (СF3).

(vi) SRF-TA

4-(4-(4-(3-(4-хлор-3-(трифторметил)фенил)уре-
идо)фенокси)пиколинамид)метилбензойная кис-
лота (SRF-TA). Смесь 466 мг (1 ммоль) SRF-ME, 
302 мг (2 ммоль) 4-(аминометил)бензойной кисло-
ты и 383 мг (2.5 ммоль) DBU в 6 мл МеОН переме-
шивали при кипячении в течение 14 ч. Охлаждали 
до комнатной температуры, разбавляли реакционную 
смесь 15 мл Н2О, нейтрализовали с помощью AcOH 
до pH ≈5–6, затирали выпавший осадок и охлажда-
ли при 10ºС в течение 4 ч. Осадок отфильтровы-
вали, промывали Н2О и высушивали на воздухе. 
Продукт выделяли хроматографией на силикагеле, 
используя в качестве элюента смесь СНСl3–EtOH 
(5 : 1), с добавлением AcOH (1% от общего объема). 
Отобранные фракции упаривали, остаток затирали 

в 10 мл МеОН, отфильтровывали, промывали 4 мл 
МеОН и после высушивания на воздухе получали 
269 мг (46%) SRF-ТA. Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 
12.82 (1H, c, OH), 9.44 (1H, т, J 6.4, NHγ), 9.20 (1H, c, 
NHα), 8.98 (1H, c, NHβ), 8.54 (1H, д, J 5.6, Н18), 8.12 (1H, 
д, J 2.4, Н16), 7.89 (2H, д, J 8.3, H4´ и H6´), 7.70–7.57 
(4H, м, Н4, Н10 и Н14, Н19), 7.45–7.37 (3Н, м, H1, H3´ 
и H7´), 7.24–7.13 (3H, м, Н5, Н11 и Н13), 4.54 (2H, д, J 
6.3, H1´). Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d6): δ 167.64 (С8´), 
166.51 (С15), 164.06 (С20), 152.94 (C8 или C17), 152.67 
(С8 или C17), 150.93 (С18), 148.31 (C12), 145.00 (С2´), 
139.79 (C9), 137.55 (C6), 132.44 (С4 или С5), 129.83 (С4´ 
и С6´), 129.78 (С5´), 127.75 (С3´ и С7´), 127.21 (к, J 30.6, 
C2), 123.58 (С4 или С5), 123.29 (к, J 273, C7), 122.83 
(С3), 121.91 (C10 и C14), 121.01 (С11 и С13), 117.33 (к, J 
5.6, С1), 114.78 (С19), 109.46 (С16), 42.78 (С1´). Сигнал 
19F-ЯMР (DMSO-d6): δ -61.45 (СF3).

(vii) SRF-THA

4-(4-(3-(4-хлор-3-(трифторметил)фенил)уре
идо)фенокси)N-(4-(гидроксикарбамоил)-бензил)
пиколинамид (SRF-ТНА). К раствору 275 мг (0.47 
ммоль) SRF-ТА в 0.55 мл DMF добавляли 120 мг 
(0.74 ммоль) CDI. Через 1 ч 30 мин добавляли 120 мг 
(1.73 ммоль) гидроксиламингидрохлорида, переме-
шивали до растворения в течение 10 мин и остав-
ляли на 18 ч. Разбавляли реакционную смесь 7 мл 
Н2О, тщательно затирали осадок, через 30 мин от-
фильтровывали, промывали на фильтре 7 мл Н2О, 
высушивали на воздухе. Продукт выделяли хро-
матографией на силикагеле, используя в качестве 
элюента смесь СНСl3–EtOH, 7 : 1. Отобранные фрак-
ции упаривали и получали 125 мг (44%) SRF-ТНA. 
Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 11.14 (1H, с, NHδ), 9.41 
(1H т, J 6.3, NHγ), 9.23 (1H, с, ОН), 9.01 (1Н, с, NHα), 
8.96 (1Н, с, NHβ), 8.54 (1H, д, J 5.6, Н18), 8.12 (1H, д, 
J 1.8, Н16), 7.76–7.55 (6H, м, Н4, Н10 и Н14, Н19, H4´ 
и H6´), 7.41 (1Н, д, J 2.5, H1), 7.36 (2Н, д, J 8.2, H3´ 
и H7´), 7.26–7.12 (3H, м, Н5, Н11 и Н13), 4.50 (2H, д, J 
6.3, H1´). Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d6): δ 166.50 (С15), 
164.63 (С8´), 164.01 (С20), 152.94 (C8 или C17), 152.70 
(С8 или C17), 150.93 (С18), 148.32 (C12), 143.12 (С2´), 
139.79 (C9), 137.54 (C6), 132.45 (С4 или С5), 131.81 
(С5´), 127.66 (С2, С4´ и С6´), 127.37 (C2, С3´ и С7´), 
127.01 (C2), 123.58 (С4 или С5), 123.29 (к, J 273, C7), 
122.84 (C3), 121.91 (C10 и C14), 121.01 (С11 и С13), 
117.33 (к, J 5.4, С1), 114.77 (С19), 109.44 (С16), 42.72 
(С1´). Сигнал 19F-ЯMР (DMSO-d6): δ -61.44 (СF3).
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(viii) SRF-H

1-(4-хлор-3-(трифторметил)фенил)-3-(4-((2-
(гидразинкарбонил)пиридин-4-ил)окси)-фенил)мо-
чевина (SRF-H). К суспензии 466 мг (1 ммоль) SRF-
ME в 3 мл смеси MeOH–CH2Cl2, 2 : 1, добавляли 
250 мг (5 ммоль) гидразин гидрата и перемешивали 
в течение 10 мин до растворения исходного соеди-
нения. Через 2 ч добавляли 2 мл МеОН и упарива-
ли до густого сиропа, добавляли 10 мл Н2О, затира-
ли до формирования гомогенного осадка, охлаждали 
при 0ºС в течение 1.5 ч, отфильтровывали, промы-
вали водой (2 раза по 3 мл), после высушивания 
на воздухе получали 404 мг (87%) SRF-Н. Спектр 
1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 9.86 (1H, c, NHγ), 9.19 (1H, c, 
NHα), 8.97 (1H, c, NHβ), 8.48 (1H, д, J 5.6, Н18), 8.12 
(1H, д, J 2.3, Н16), 7.72–7.55 (4H, м, Н4, Н10 и Н14, 
Н19), 7.38 (1Н, д, J 2.5, H1), 7.17 (2H, д, J 8.9, Н11 
и Н13), 7.12 (1Н, дд, J 5.6 и 2.6, H5), 4.56 (2H, c, NHδ). 
Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d6): δ 166.31 (C15), 162.45 
(C20), 152.94 (C8), 152.60 (C17), 150.96 (C18), 148.36 
(C12), 139.79 (C9), 137.51 (C6), 132.43 (С4 или С5), 
127.22 (к, J 30.8, C2), 123.58 (C4 или С5), 123.29 (к, J 
273, C7), 122.86 (д, J 1.7, С3), 121.86 (С10 и С14), 121.01 
(С11 и С13), 117.34 (к, J 5.7, С1), 114.33 (С19), 109.25 
(С16). Сигнал 19F-ЯMР (DMSO-d6): δ -61.45 (СF3).

(ix) SRF-H-BHA

(E)-4-((2-(4-(4-(3-(4-хлор-3-(трифторметил)фе
нил)уреидо)фенокси)пиколиноил)гидразиноилиден)
метил)-N-гидроксибензамид (SRF-H-BHA). К су-
спензии 233 мг (0.50 ммоль) SRF-Н в 3 мл смеси 
MeOH–CH2Cl2, 2 : 1, добавляли раствор 85 мг 
(0.515 ммоль) 4-формил-N-гидроксибензамида [9] 
в 3.5 мл смеси MeOH–CH2Cl2, 5 : 2, и 30 мкл AcOHкат 
и перемешивали в течение 5 мин до растворения 
исходного соединения. Через 4 ч выпавший оса-
док отфильтровывали, последовательно промыва-

ли на фильтре 10 мл EtOH и 5 мл МеОН и после 
высушивания на воздухе получали 258 мг (84%) 
SRF-Н-ВНА. Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 12.23 (1H, 
c, NHγ), 11.27 (1H, c, NHδ), 9.25 (1H, c, NHα), 9.08 (1H, 
c, OH), 9.04 (1H, c, NHβ), 8.69 (1H, с, H1´), 8.60 (1H, д, J 
5.6, Н18), 8.13 (1H, д, J 2.2, Н16), 7.84 (2Н, д, J 8.4, Н3´ 
и Н7´), 7.71 (2Н, д, J 8.4, Н4´ и Н6´), 7.71–7.59 (4H, м, 
Н4, Н10 и Н14, Н19), 7.50 (1Н, д, J 2.5, H1), 7.25–7.18 
(3Н, м, H5, Н11 и Н13). Спектр 13С-ЯМР (DMSO-d6): 
δ 166.56 (C15), 164.14 (С8´), 160.49 (C20), 152.96 (C8), 
152.23 (C17), 151.04 (C18), 148.98 (C1´), 148.27 (C12), 
139.80 (C9), 137.62 (C6), 137.23 (C2´), 134.46 (C5´), 
132.48 (С4 или С5), 127.93 (С3´ и С7´), 127.47 (С4´ 
и С6´), 127.21 (к, J 30.7, С2), 123.63 (C4 или С5), 123.30 
(к, J 273, С7), 122.86 (д, J 1.3, С3), 121.94 (С10 и С14), 
121.05 (С11 и С13), 117.35 (к, J 5.7, С1), 115.16 (С19), 
110.14 (С16). Сигнал 19F-ЯMР (DMSO-d6): δ -61.43 
(СF3). 

Клетки, среды и реагенты 
В работе использовали линии клеток гепато-
целлюлярной карциномы Huh7, Huh7.5, HepG2, 
PLC/PRF/5, колоректального рака HCT116, нейро-
бластомы SH-SY5Y, промиелоцитарного лейкоза 
HL60 и хронического миелоидного лейкоза K562. 
Дифференцированные клетки линии HepaRG полу-
чены согласно [11]. Сорафениб и вориностат приоб-
ретены в Selleck Chemicals, флуорогенные субстра-
ты Boc-Lys(Acyl)-AMC получены как описано ранее 
[12].

Определение жизнеспособности адгезионных 
клеток 
Линии адгезионных клеток пересевали в 96-лу-
ночные культуральные планшеты так, чтобы через 
24 ч после посева конфлюентность клеток составля-
ла 50–60%. Клетки инкубировали с исследуемыми 
ингибиторами в различных концентрациях в тече-
ние 48 ч и определяли жизнеспособность клеток 
с помощью набора Cell Proliferation Kit I (МТТ-
тест) в соответствии с указаниями производите-
ля (Sigma-Aldrich, США). Оптическую плотность 
продукта восстановления, формазана, измеряли 
с помощью многофункционального ридера Spark 
(Tecan Trading, Швейцария) на длине волны 544 нм. 
Проводили не менее шести повторов с каждой кон-
центрацией ингибиторов.

Определение жизнеспособности 
дифференцированных клеток HepaRG 
Недифференцированные клетки линии HepaRG пе-
ресевали в 96-луночные культуральные планшеты 
(~ 5 × 104 клеток на лунку) и инкубировали как опи-
сано ранее [11]. По достижении клетками 100% кон-
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флюентности осуществляли их дифференцировку, 
для чего планшеты с клетками выдерживали в те-
чение 14 дней со сменой среды 1 раз в 7 дней, затем 
выдерживали в течение 14 дней в среде, содержащей 
1.8% DMSO (Sigma), со сменой среды 1 раз в 7 дней. 
По завершении дифференцировки (28 дней) заменя-
ли среду на среду, содержащую 1.8% DMSO и те-
стируемые вещества в исследуемых концентрациях, 
и инкубировали в течение 72 ч. Жизнеспособность 
клеток определяли с помощью МТТ-теста как описа-
но выше. С каждой концентрацией ингибиторов про-
водили не менее восьми повторов.

Определение жизнеспособности клеток 
в суспензионной культуре
Суспензию клеток пересевали в 96-луночные куль-
туральные планшеты (~1.5 × 104 клеток на лун-
ку). Через 24 ч после посева клетки инкубировали 
с различными концентрациями исследуемых инги-
биторов в течение 48 ч, после чего добавляли 10 мкл 
раствора резазурина в PBS (2 мг/мл) и выдержива-
ли в СО2-инкубаторе в течение 4 ч. Флуоресценцию 
продукта восстановления, резафурина, измеряли 
с помощью многофункционального ридера Spark 
(Tecan Trading, Швейцария) на длинах волн 571ex 
/584em нм. Для каждой концентрации ингибиторов 
делали не менее шести повторов.

Клеточная система тестирования силы 
и селективности ингибирования HDAC 
Клетки HCT116 пересевали в 96-луночные куль-
туральные планшеты так, чтобы через 24 ч по-
сле посева конфлюентность клеток составляла 
70–80%. Клетки инкубировали с различными кон-
центрациями исследуемых ингибиторов в течение 
24 ч. Затем три четверти объема из каждой лун-
ки удаляли и заменяли тем же объемом клеточ-
ной среды, содержащим как ингибитор в той же 
концентрации, так и один из трех субстратов, т.е. 
SubAc/Pro/Tfa, в концентрации 30 мкМ. После до-
полнительной 4-часовой инкубации аликвоты 
культуральной жидкости переносили в планшет 
для измерения флуоресценции (SPL Life Sciences, 
Республика Корея), разбавляли в 2 раза раство-
ром трипсина (2 мг/мл в буфере Tрис-HCl pH 
8.0) и инкубировали в течение 60 мин при 37°C. 
Флуоресценцию измеряли с помощью много-
функционального ридера Spark (Tecan Trading) 
на длинах волн 360ex /470em нм. Интенсивность флу-
оресценции в каждой лунке нормализовали на зна-
чения цитотоксичности, полученные для той же 
лунки. Величину флуоресцентного сигнала (RFU) 
для каждой концентрации испытуемого соединения 
рассчитывали по приведенной ниже формуле: 

RFU=
∑n(Fi - F0

Cv
)

n
;

где Fi — величина флуоресценции в лунке с пробой, 
F0 — величина флуоресценции в лунке с растворен-
ным в среде субстратом без клеток, Cv — жизнеспо-
собность клеток, а n — количество повторов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Дизайн структуры гидроксамовых производных 
сорафениба
При конструировании гибридных ингибиторов (ГИ) 
мы руководствовались желанием максимально со-
хранить структуру сорафениба в качестве заведо-
мо сильной «киназной» компоненты и использовать 
в составе «деацетилазной» компоненты остатки ги-
дроксамовых кислот, н-гексановой и бензойной, ха-
рактерных для высокоэффективных HDACi (рис. 2). 
Чтобы выполнить оба требования, местом стыковки 
«киназной» и «деацетилазной» компонент был вы-
бран пиколинамидный остаток сорафениба, по дан-
ным кристаллографии экспонированный к выходу 
из сайта связывания сорафениба с активным цен-
тром киназы B-RAF [13]. Мы рассчитывали, что «де-
ацетилазный» фрагмент гибридного ингибитора – 
линкер-ZBG – не создаст стерических препятствий 
для взаимодействия с В-RAF. 

Синтез гидроксамовых производных сорафениба
В соответствии со схемой синтеза (рис. 2) для по-
лучения всех ГИ в качестве исходного соединения 
использовали метиловый эфир сорафенибкарбоновой 
кислоты SRF-ME, получение которого описано ранее 
[10]. Этот пиколиновый эфир оказался существен-
но активированным, так что образование амидной 
связи с аминогруппой ε-аминокапроновой и 4-(ами-
нометил)бензойной кислот достигалось кипячением 
в метаноле в присутствии сильного основания (DBU). 
Конверсию полученных карбоновых кислот SRF-CA 
и SRF-TA в соответствующие гидроксаматы SRF-
CНA и SRF-TНA осуществляли обработкой CDI и ги-
дрохлоридом гидроксиламина как описано ранее [14].

Высокая реакционная способность SRF-ME по-
зволила нам в ходе мягкого щелочного гидролиза 
получить сорафенибкарбоновую кислоту SRF-A 
с практически количественным выходом по анало-
гии с [15], однако процедура выделения была нами 
существенно упрощена. Амидирование SRF-A этил 
п-аминобензоатом в присутствии конденсирующе-
го реагента ВОР-Сl дало промежуточный сложный 
эфир SRF-ВЕE, из которого путем гидроксиамино-
лиза был приготовлен целевой гидроксамат SRF-
ВНA (рис. 2).
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Так же гладко, как и в [10], но несколько быстрее 
протекал гидразинолиз SRF-ME, а полученный ги-
дразид сорафенибкарбоновой кислоты SRF-H в ходе 
клик-реакции с 4-формил-N-гидроксибензамидом 
[9] давал требуемый SRF-H-BHA в  виде (E)-
изомерного пиколиноилгидразона (рис. 2 и 3). 
Заметим, что в структуре всех синтезирован-
ных нами гибридных ингибиторов был сохранен 
N-монозамещенный пиколинамидный фрагмент 
сорафениба (PyСОNHR), который, по данным кри-
сталлографии, в составе комплекса взаимодействует 
с пептидным остовом Cys532 киназы B-RAF [13].

Определение конфигурации 
пиколиноилгидразона
Для подтверждения того, что полученное веще-
ство SRF-H-BHA представляет собой (E)-изомер, 
были записаны двумерные корреляционные спек-
тры NOESY [16] (рис. 3А), в которых наблюдался 
интенсивный положительный кросс-пик на (12.23, 
8.69), что соответствует взаимодействию прото-
нов H1´ и NHγ. Ввиду того, что молекулярная мас-
са вещества лежит в области от 0.5 до 1.0 кДа, где 
ЯЭО (ядерный эффект Оверхаузера) меняет знак 
(ωτс ~ 1), и по знаку наблюдаемые диполь-диполь-

Рис. 2. Схема синтеза гидроксамовых производных сорафениба: SRF-CHA, SRF-BHA, SRF-THA и SRF-H-BHA 
(кеп – синий, соединительный элемент (CU) – коричневый, линкер (linker) – зеленый, цинк-связывающая группа 
(ZBG) – красный). Реагенты, условия и выход (%): (i) NH

2
(CH

2
)

5
CO

2
H, DBU, MeOH, D, 6 ч (71%); (ii) CDI, DMF, 

2 ч, затем NH
2
OH·HCl, 18 ч (70%); (iii) КОН, THF/MeOH/H

2
O, 1 ч (97%); (iv) p-NH

2
PhCO

2
Et, BOP-Cl, THF/Py, 3 

ч (74%); (v) NH
2
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2
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2
PhCO

2
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OH·HCl, 18 ч (44%); (viii) NH

2
NH

2
·H

2
O, MeOH/CH

2
Cl

2
, 2 ч (87%); (ix) p-(CHO)-
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ные кросс-пики нельзя, в общем случае, отличить 
от обменных, был записан спектр ROESY [17] (ЯЭО 
во вращающейся системе координат, рис. 3Б), где 
также наблюдался интенсивный кросс-пик на (12.23, 
8.69) отрицательной интенсивности, что однознач-
но подтверждало его диполь-дипольную природу. 
Молекулярные модели соединения SRF-H-BHA 
(данные не приведены) показывают, что в (E)-
изомере расстояние между протонами H1´ и NHγ со-
ставляет приблизительно 0.25 нм, что соответствует 
сильному ЯЭО, наблюдавшемуся в двумерных кор-
реляционных спектрах. В то же время в (Z)-изомере 
это расстояние составляет 0.37 нм и лежит вблизи 
границы возможности экспериментального обнару-
жения ЯЭО, следовательно, вероятность детекции 
интенсивных кросс-пиков ничтожна.

Оценка цитотоксичности гидроксамовых 
производных сорафениба 
Цитотоксическое действие полученных ингибиторов 
сначала тестировали на панели из четырех линий 
клеток гепатомы человека: Huh7, Huh7.5, HepG2 

и PLC/PRF/5 (табл. 1). С этой же целью использо-
вали дифференцированные клетки линии HepaRG, 
которые, являясь суррогатом первичных гепато-
цитов человека, широко применяются для изуче-
ния цитотоксического действия ксенобиотиков [11]. 
В качестве соединений сравнения использовали со-
рафениб (SRF) и вориностат – ингибитор HDACs 
класса I/IIb (SAHA) (рис. 1).

Как видно из результатов, представленных 
на табл. 1, антипролиферативная активность ГИ 
против клеточных линий гепатомы критически 
зависела от структуры линкера «деацетилазной» 
компоненты. По сравнению с сорафенибом протя-
женный алкильный линкер в молекуле SRF-CHA 
ассоциировался с ослаблением антипролифератив-
ного действия в 3–4 раза и, наоборот, SRF-BHA 
и SRF-H-BHA, несущие фенильный линкер, дей-
ствовали в 1.5–2 раза сильнее. Значения IС50 у инги-
битора SRF-THA, в составе которого присутствовал 
бензильный линкер, были близки к значениям у со-
рафениба с отклонениями в ту или иную сторону 
не более чем в 1.5 раза.

Рис. 3. Структура (Е)-изомера SRF-H-BHA с нумерацией атомов и двумерные 1H-спектры NOESY при времени 
смешивания 0.25 с (A) и ROESY (Б) 8 мг вещества SRF-H-BHA в DMSO-d6. Отмечены кросс-пики между пиколино-
илгидразоновым протоном NHγ и протоном H1´ при двойной связи. NOESY – Nuclear Overhauser Effect Spectros-
copy, ROESY – Rotating frame Overhauser Effect Spectroscopy

А Б
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Поскольку дифференцированные клетки линии 
HepaRG не пролиферируют, то очевидно, что сни-
жение МТТ-сигнала в этом случае вызвано цитоток-
сическим действием ингибиторов. Гидроксамовые 
производные, SRF-BHA, SRF-THA и SRF-H-BHA, 
и соединения сравнения, SRF и SAHA, имели при-
близительно равную цитотоксичность в узком диа-
пазоне значений IC50 = 11.3–14.3 мкМ, а ингибитор 
SRF-CHA был примерно в 5 раз менее токсичен. 
Интересно, что полученный профиль значений IC50 
для всего набора соединений во многом повторял 
результаты тестирования на пролиферирующих 
клетках линии PLC/PRF/5, что позволяет предпо-
ложить схожие механизмы ингибирования в обоих 
случаях.

Цитотоксическое действие полученных инги-
биторов дополнительно изучали на клеточной ли-
нии нейробластомы SH-SY5Y, а также на двух су-
спензионных линиях клеток лейкоза HL60 и К562 
(табл. 1). Показано, что производное SRF-CHA го-
раздо менее активно в отношении и нейробласто-
мы, и лейкоза, чем сорафениб, тогда как активность 
SRF-BHA, SRF-THA и SRF-H-BHA была прибли-
зительно такой же, как у сорафениба. Таким обра-
зом, в клеточных линиях нейробластомы и лейкоза 
зависимость антипролиферативной активности ГИ 
от структуры «деацетилазной» компоненты была та-
кой же, как и в случае клеточных линий гепатомы.

Тестирование силы и селективности 
ингибирования гистондеацетилаз
Ингибитор гистондеацетилаз SAHA, взятый в каче-
стве контроля, оказывал сильное цитотоксическое 
действие на большинство изученных нами клеточ-
ных линий (табл. 1). Чтобы оценить связь противо-
опухолевой активности гидроксамовых производных 
сорафениба с подавлением активности гистондеаце-
тилаз in cell, определили остаточную активность 
HDAC в присутствии ГИ с помощью клеточной 

тест-системы s3CTS как описано ранее [12]. Сигнал 
s3CTS отражал уровень деацилирования in cell трех 
класс-селективных флуорогенных субстратов ги-
стондеацетилаз общей структуры Boc-Lys(Acyl)-
AMC, где Acyl = пропионил (SubPro, HDACs класс 
I), ацетил (SubAc, HDACs класс I и IIb) и трифто-
рацетил (SubTfa, HDACs класс IIa). В качестве от-
рицательного и положительного контроля работы 
тест-системы использованы сорафениб и вориностат 
соответственно.

Оказалось, что вплоть до концентрации 3 мкМ со-
единения SRF, SRF-BHA и SRF-H-BHA не ингиби-
ровали активность гистондеацетилаз in cell (рис. 4). 
В то же время SRF-CHA и SAHA, при существен-
ном превосходстве последнего в силе ингибирова-
ния, демонстрировали одинаковую селективность 
ингибирования HDACs классов I и IIb. И нако-
нец, в присутствии SRF-ТHA зафиксировано пан-
ингибирование гистондеацетилазной активности. 
Однако наблюдаемое в этом случае одновременное 
падение трех флуоресцентных сигналов могло гово-
рить о сбое в работе тест-системы s3CTS за счет до-
полнительного ингибирования цинкзависимой паль-
митоил-КоА-тиоэстеразы MBLAC2. Стоит заметить, 
что этот эффект часто наблюдается как раз в слу-
чае толуилгидроксамовых селективных ингибиторов 
HDAC6 класса IIb, включая тубастатин А и нексту-
растат А [12, 18].

Таким образом, по результатам тестирования 
из четырех полученных гидроксамовых произ-
водных сорафениба только SRF-CHA и SRF-ТHA 
являлись ингибиторами гистондеацетилаз (рис. 4). 
Учитывая данные по антипролиферативной актив-
ности (табл. 1), сделан вывод, что алкильный лин-
кер в составе SRF-CHA препятствовал ингибирова-
нию тирозиновых протеинкиназ, и данный эффект 
лишь отчасти компенсировался ингибированием ги-
стондеацетилаз. Сильное негативное влияние на ак-
тивность производных сорафениба с протяженны-

Таблица 1. Антипролиферативное/цитотоксическое действие гибридных ингибиторов в культурах клеток гепа-
томы [···], нейробластомы [···], промиелоцитарного и хронического миелоидного лейкоза [···]]; время инкубации 
48 ч, клеток HepaRG – 72 ч

Клетки Huh7 Huh7.5 HepG2 PLC/PRF/5 HepaRG SH-SY5Y HL60 К562

IC50, мкM

SRF Sorafenib 3.87±1.14 4.54±0.59 16.6±2.4 18.0±0.9 13.7±2.6 9.19±2.61 6.34±0.21 9.33±0.02
SRF-BHA 3.63±1.42 2.86±1.09 12.9±6.1 7.69±0.81 12.4±4.8 4.00±0.21 5.08±1.50 4.17±0.27
SRF-THA 5.60±0.40 5.27±0.46 8.80±2.21 12.4±3.4 11.3±3.1 7.15±0.27 8.45±3.15 13.1±1.9

SRF-H-BHA 1.80±0.10 2.47±0.82 9.87±1.34 8.33±2.82 12.4±3.9 3.41±0.85 6.97±2.31 9.08±1.23
SRF-CHA 18.1±2.2 14.6±3.5 77.9±4.1 61.3±2.5 69.5±4.8 39.5±9.9 54.5±1.7 51.6±4.6

SAHA Vorinostat 1.73±0.18 1.89±0.22 1.88±0.19 11.4±2.6 14.3±0.6 1.90±0.08 9.43±2.98 8.74±3.06

1–3 мкM    3–10 мкM    10–30 мкM    30–100 мкM 
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ми алкильными заместителями в пиколинамидном 
остатке отмечали и ранее [10, 19]. То обстоятель-
ство, что сила противоопухолевого действия SRF-
ТHA и сорафениба на все исследованные клеточные 
линии была примерно одинаковой, не противоречит 
опубликованным ранее данным о близких значе-
ниях антипролиферативной активности сорафени-
ба и его N-бензильного производного [20]. Исходя 
из этого, мы полагаем, что структуру SRF-ТHA 
вполне можно использовать для дизайна произво-
дных, несущих в своем составе более эффективную 
«деацетилазную» компоненту.

Интересно, что антипролиферативное действие 
и SRF-BHA, и SRF-H-BHA в подавляющем числе 
случаев заметно превосходило действие сорафени-
ба, хотя эти соединения и не являются ингибитора-
ми гистондеацетилаз (табл. 1 и рис. 4), что косвен-
но указывало на усиление «киназной» компоненты 
в этих соединениях. Нами уже отмечалось, что со-
рафениб взаимодействует с пептидным остовом 
Cys532 киназы B-RAF у выхода из сайта связыва-
ния, при этом пиколинамидный фрагмент ингибито-
ра и остаток индола Trp530 располагаются парал-
лельно и расстояние между ними составляет около 
4.3 Å [10, 13]. Исходя из этого, можно предположить 
существование стекинг-взаимодействия между ин-
дольным остатком Trp530 и фенильным линкером 

SRF-BHA или SRF-H-BHA благодаря взаимной 
компланарности обеих кольцевых систем и их про-
странственной сближенности. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе путем модификаций пиколи-
намидного остатка ингибитора разработан дизайн 
и осуществлен синтез четырех гидроксамовых 
производных сорафениба. Структура всех полу-
ченных соединений подтверждена методами ЯМР. 
Методом тестирования in cell показано, что только 
два производных – SRF-CHA и SRF-ТHA – обла-
дали способностью ингибировать HDACs в низких 
микромолярных концентрациях. Тестирование ан-
типролиферативного действия целевых соединений 
на панели клеток гепатомы, нейробластомы и лей-
коза показало высокую активность трех соедине-
ний – SRF-ВHA, SRF-THA и SRF-Н-ВHA, сравни-
мую или превосходящую активность сорафениба. 
Используя SRF-THA в качестве базовой молекулы, 
представляется возможным получить новые ги-
бридные ингибиторы PTKs/HDACs с высокой ток-
сичностью в отношении опухолевых клеток. 

 Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда – грант № 23-24-00542.

Рис. 4. Результаты in cell тестирования селективности и силы ингибирования HDACs в присутствии сорафениба 
(SRF), гибридных ингибиторов (SRF-CHA, SRF-BHA, SRF-THA и SRF-H-BHA) и вориностата (SAHA). Флуорогенные 
субстраты гистондеацетилаз – SubPro (HDACs класс I), SubAc (HDACs класс I и IIb) и SubTfa (HDACs класс IIa); ОИФ – 
относительная интенсивность флуоресценции. Статистическая значимость рассчитана с помощью теста ANOVA 
(GraphPad Prizm 8): ****p < 0.001,**0.01 < p < 0.05, *0.05 < p < 0.1, ns – не существенно
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РЕФЕРАТ Представлен новый биоинформатический инструмент для поиска коротких – от 3 и выше – 
аминокислотных последовательностей в белковых молекулах, аннотированных в публичных базах дан-
ных (UniprotKB, SwissProt), а также продемонстрировано его использование на примере поиска в про-
теоме человека тетрапептида EVHH, который является молекулярной детерминантой бета-амилоида 
и участвует в критических для патогенеза болезни Альцгеймера взаимодействиях. Актуальность соз-
дания такого инструмента, с одной стороны, связана с появлением экспериментальных данных о роли 
коротких тетрапептидных мотивов в архитектуре межмолекулярных интерфейсов. С другой сторо-
ны, в настоящее время нет доступных программных продуктов для эффективного поиска коротких 
(три и более) аминокислотных последовательностей в публичных базах данных, что резко ограни-
чивает возможности выявления белков с точными вхождениями коротких подпоследовательностей. 
Представленная программа (сервер PepString, http://pepstring.eimb.ru/) позволяет с помощью интуитив-
но понятных запросов получить информацию обо всех возможных белках, в которых присутствуют 
интересующие последовательности, включая также и их комбинации. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА болезнь Альцгеймера, бета-амилоид, короткие аминокислотные последовательности, 
PepString, лекарственная мишень, пептид, EVHH, HAEE.
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ВВЕДЕНИЕ
Белок-белковые взаимодействия играют прин-
ципиальную роль практически во всех клеточ-
ных процессах. Особый интерес для биомедицины 
и фармацевтики имеют белок-белковые интер-
фейсы, в которых участвуют молекулы, ассоции-
рованные с развитием патологических состояний. 
Нейродегенеративные заболевания ассоциированы 
с агрегацией определенных белков в упорядоченные 
надмолекулярные структуры, при этом иницииро-
вание патологической агрегации происходит по за-
родышевому механизму, в котором ключевую роль 
играют повторяющиеся белок-белковые взаимодей-
ствия с одинаковыми межмолекулярными интер-

фейсами. Одной из ведущих стратегий разработки 
болезнь-модифицирующих лекарственных средств 
для терапии нейродегенеративных заболеваний яв-
ляется использование агентов различной природы 
(например, антител, пептидов, пептидомиметиков), 
способных специфически разрушать образование 
болезнь-ассоциированных межмолекулярных ин-
терфейсов и за счет этого предотвращать нежела-
тельную агрегацию [1]. Cоответственно, критически 
важна идентификация аминокислотных остатков, 
образующих такие интерфейсы.

Болезнь Альцгеймера (БА) – наиболее распро-
страненное нейродегенеративное заболевание и ве-
дущая причина деменции в мире [2]. БА характери-
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зуется конформационной трансформацией молекул 
эндогенного амилоида-β (Aβ) из мономерного состо-
яния в растворимые олигомеры и нерастворимые 
агрегаты [3], которые инициируют нейровоспале-
ние и другие патологические процессы, связанные 
с развитием БА [4]. Нерастворимые агрегаты Aβ 
присутствуют в мозге как в виде диффузных агре-
гатов на стенках кровеносных сосудов, так и в виде 
фибриллярных агрегатов (амилоидных бляшек) 
на поверхности нейронов [5], и такие агрегаты нахо-
дятся в динамическом равновесии с растворимыми 
олигомерами Aβ [6].

Аβ – это небольшая полипептидная молекула, со-
стоящая из 38–43 аминокислотных остатков (а.о.) [7]. 
Aβ образуется в результате протеолиза белка-пред-
шественника амилоида (APP) [8]. Аминокислотная 
последовательность наиболее часто встречающей-
ся в амилоидных бляшках изоформы Aβ, Aβ42, 
содержит 42 а.о. [9, 10]. Пептид Aβ присутствует 
как в тканях мозга, так и в периферических орга-
нах [11]. В крови Aβ образуется в основном в тром-
боцитах [12] и проходит через гематоэнцефали-
ческий барьер [11]. В крови как здоровых людей, 
так и пациентов с диагнозом спорадической формы 
болезни Альцгеймера Aβ находится в пикомоляр-
ном диапазоне концентраций [13]. Физиологические 
функции Aβ заключаются в подавлении микробных 
инфекций, регуляции синаптической пластичности, 
содействии восстановлению после травмы мозга, 
герметизации гематоэнцефалического барьера и, 
возможно, в подавлении пролиферации опухолевых 
клеток [14, 15].

Агрегация молекул Aβ in vivo инициируется 
межмолекулярными взаимодействиями, в которых 
критическую роль играют металлсвязывающий до-
мен (Aβ16), расположенный на участке 1–16 Aβ, 
и ионы цинка. Соответственно, данные о трехмер-
ной структуре Aβ16 и молекулярном механизме 
цинкзависимой олигомеризации Aβ используются 
для рационального поиска и конструирования мо-
лекул-кандидатов в рамках антиамилоидной стра-
тегии [16]. Определена пространственная струк-
тура Aβ16 нескольких природных вариантов Aβ 
в свободном и связанном с ионами цинка состоянии 
[17–21]. Имеются также экспериментальные дан-
ные о структуре Aβ16 в амилоидных фибриллах, 
выделенных из мозга пациентов с диагнозом БA 
[22]. На основании этих данных было установлено, 
что участок 11-EVHH-14 Aβ человека имеет такую 
структуру основной полипептидной цепи, которая 
остается практически неизменной как в свободной 
молекуле Aβ16, так и в комплексе Aβ16 с ионом 
цинка, а также в N-концевой части фибрилл Aβ, 
выделенных из ткани мозга больных БА. 

В совокупности перечисленные свойства характе-
ризуют сайт 11-EVHH-14 Aβ как структурный ин-
вариант и позволяют предположить, что этот сайт 
играет важную роль во взаимодействии Aβ с дру-
гими биологическими молекулами. Действительно, 
установлено, что сайт 11-EVHH-14 Aβ: (1) является 
основным центром распознавания и связывания ио-
нов цинка; (2) находится на межмолекулярном ин-
терфейсе в комплексах между Aβ и никотиновым 
ацетилхолиновым рецептором подтипа α4β2 [23, 24]; 
(3) образует симметричный цинкзависимый интер-
фейс как в димерах Aβ [25, 26], так и в олигомерах 
Aβ [17]; (4) участвует в цинкзависимом связыва-
нии нуклеиновых кислот [27]. Аминокислотная по-
следовательность металлсвязывающего домена Aβ 
(Aβ16) находится во внеклеточной мембранной ча-
сти белка-предшественника амилоида (APP), а так-
же составляет С-концевой фрагмент растворимой 
α-формы APP (sAPPα) [28], и оба эти белка, APP 
и sAPPα, выполняют жизненно важные физиологи-
ческие функции [29]. Более того, и в APP, и в sAPPα 
область 11-EVHH-14 металлсвязывающего доме-
на Aβ стерически доступна для взаимодействия 
как с ионами цинка, так и с другими биомолекула-
ми, включая Aβ. Таким образом, оба эти белка мо-
гут выступать в качестве потенциальных партнеров 
для связывания Aβ посредством цинкзависимых 
взаимодействий через симметричные области 11-
EVHH-14 металлсвязывающих доменов из соответ-
ствующих молекул.

В патогенезе болезни Альцгеймера взаимодей-
ствие Aβ с ионами цинка, которое опосредуется 
сайтом 11-EVHH-14 Aβ, является ключевым фак-
тором формирования и распространения амилоид-
ных бляшек, поэтому этот сайт представляет собой 
перспективную лекарственную мишень [16]. Важно 
отметить, что большинство моноклональных анти-
тел, используемых для нейтрализации олигомеров 
Aβ в терапии БА, блокируют сайт 11-EVHH-14 [30]. 
Однако моноклональные антитела имеют множество 
побочных эффектов [31], поэтому актуальным пред-
ставляется поиск и разработка низкомолекуляр-
ных агентов различных химических классов [32], 
включая пептидомиметики и пептиды природного 
или искусственного происхождения [33].

Недавно было обосновано использование синтети-
ческого аналога сайта 35-HAEE-38 субъединицы α4 
никотинового ацетилхолинового рецептора подтипа 
α4β2 в качестве эффективного средства ингибиро-
вания агрегации эндогенных молекул Aβ в патоге-
незе болезни Альцгеймера [23]. Такой аналог (далее 
HAEE) специфически связывается с 11-EVHH-14-
сайтом Aβ как в отсутствие, так и в присутствии 
ионов цинка, приводя к образованию стабильных 
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комплексов, которые, в свою очередь, блокируют 
образование и распространение агрегатов Aβ [34]. 
Однако неизвестно, может ли HAEE связываться 
с сайтами EVHH в других белках и как это может 
повлиять на пациентов при возможном использова-
нии HAEE в качестве лекарственного средства.

Учитывая ключевую роль тетрапептидного участ-
ка EVHH в формировании межмолекулярных ин-
терфейсов с участием Aβ, важно идентифицировать 
все белки протеома человека, которые содержат 
этот сайт, так как такие белки могут быть потен-
циальными партнерами для Aβ. Однако к моменту 
настоящего исследования эффективные биоинфор-
матические инструменты для поиска коротких (3 
а.о. и более) подпоследовательностей в известных 
белках отсутствовали. В настоящей работе пред-
ставлен оригинальный сервер PepString для поиска 
точных вхождений коротких фрагментов последо-
вательности белка. Использование ресурсов сервера 
PepString показано на примере последовательности 
EVHH бета-амилоида, которая представляет собой 
перспективную мишень для разработки патогенети-
ческих препаратов антиамилоидного действия в те-
рапии болезни Альцгеймера.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Сервер PepString
Сервер PepString (http://pepstring.eimb.ru) разрабо-
тан на основе PostgreSQL-версии актуальных баз 

данных UniprotKB и SwissProt. Этот сервер позво-
ляет пользователю искать точные совпадения ко-
ротких пептидов в белковых последовательностях. 
Запрос может быть ограничен определенным таксо-
ном, например, Mammalia, Bacteria или Vertebrata, 
или всеми видами. Запрос также может быть ос-
нован на наличии нескольких фрагментов в одной 
последовательности (пять или менее фрагментов) 
или на наличии в последовательности хотя бы одно-
го фрагмента из списка. Снимок начальной страни-
цы показан на рис. 1. Несколько последовательно-
стей могут быть введены с использованием запятой 
или/и пробела в качестве разделителя, например, 
«ALC,RADGG», «ALC, RADGG», «ALC RADGG». 
Каждую из нескольких последовательностей можно 
разместить на отдельной строке. Один запрос мо-
жет содержать не более пяти последовательностей. 
Для поиска можно использовать два оператора: 
AND и OR. Оператор AND позволяет найти белко-
вые последовательности, включающие все пептиды 
из запроса. Оператор OR позволяет найти белко-
вые последовательности, включающие хотя бы один 
пептид из списка запроса. Поиск можно ограничить, 
выбрав таксон любого уровня, например Vertebrata 
или Archaea, или Mammalia, или Homo sapiens. 

На рис. 2 приведен пример вывода результатов. 
Результаты отсортированы по названию организма. 
Пользователь может сохранить результат запроса 
в форматах FASTA или CSV. Поиск 3-аминокислот-
ного фрагмента в базе данных SwissProt занима-

Рис. 1. Форма запроса для поиска последовательностей белков, содержащих точные вхождения коротких пепти-
дов, с помощью сервера PepString (http://pepstring.eimb.ru)

http://pepstring.eimb.ru
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ет несколько секунд, в то время как в базе данных 
UniprotKB – от 10 мин до нескольких часов.

Для  создания базы данных белковых по-
следовательностей  на   о снове  Un ip ro tKB 
(SwissProt+TrEMBL) были использованы Python 
и PostgreSQL. Схема структуры базы данных при-
ведена в Приложении, рис. S1. База данных обнов-
ляется автоматически практически в то же время, 
что и официальная база данных UniProtKB, то есть 
примерно 1 раз в 8 недель. Веб-интерфейс написан 
с использованием фреймворка Django.

Таксономия в нашей базе данных идентична 
таксономии NCBI. Обратите внимание, что иден-
тификаторы NCBI и названия организмов могут 
не совпадать с данными из базы данных UniProt. 
Причина в том, что UniProt обновляет свою таксо-
номию также 1 раз в 8 недель. Однако наша база 
данных использует базу данных NCBI Taxonomy, 
которая получает новые обновления ежедневно, 
поэтому может случиться так, что версия, кото-
рую мы использовали для обновления, отличается 
от версии UniProt. 

Результат выполнения запроса пользователя хра-
нится в таблице django_celery_results_taskresult 
в течение 24 ч, а затем удаляется.

Расчеты консервативности с помощью BLAST
Консервативность сайта EVHH рассчитывали по го-
мологичным белковым последовательностям других 
видов среди челюстноротых позвоночных с помо-
щью программы BLAST [35]. Для каждого иденти-
фикатора белка Uniprot из табл. 1 найдено 1000 
гомологичных последовательностей. Количество по-
следовательностей, содержащих сайт EVHH (первое 
число в колонке Консервативность в табл. 1), де-
лили на количество последовательностей со всеми 
вариантами этого сайта (второе число в колонке 

Консервативность в табл. 1) и умножали на 100, 
чтобы получить значение Консервативности в %. 

Варианты сайтов EVHH
Была написана короткая программа на  C++ 
для разбора файлов последовательности fasta 
и подсчета всех вариантов сайтов EVHH. Текст про-
граммы доступен по запросу.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сервером PepString в протеоме человека найдены 
63 последовательности изоформ 24 белков, содержа-
щих фрагмент EVHH. Если взять 1000 гомологичных 
белков из базы данных Uniprot и подсчитать, сколь-
ко из них содержат фрагмент, гомологичный EVHH, 
и в скольких случаях этот фрагмент именно EVHH, 
то можно получить некоторое представление о кон-
сервативности этого фрагмента в белке у разных ви-
дов организмов. В табл. 1 мы собрали информацию 
о консервативности фрагмента EVHH в белковых 
последовательностях и положении этого фрагмента 
в последовательности. Более длинная версия табли-
цы, в которой перечислены все изоформы, содержа-
щие фрагмент EVHH, и структурная информация, 
представлена в табл. S1 Приложения. Фрагмент 
EVHH в белке APP является наиболее консерватив-
ным (89.8%) (табл. 1). Несколько менее консерва-
тивны участки EVHH в последовательностях белка 
кадгерин-18 и рецептора вируса Коксаки и аденови-
русов – 85.4 и 71.7% соответственно. Нейрональная 
изоформа дистонина также заслуживает внимания, 
поскольку, помимо консервативной формы EVHH, 
найденной в 168 из 779 последовательностей (21.6%), 
315 из 779 последовательностей (40.4%) гомологич-
ных белков из разных видов содержат очень похо-
жую по физико-химическим свойствам последова-
тельность этого сайта EAHH. 

Рис. 2. Результат поиска двух пептидов ALC RADGG сервером PepString среди белков из видов Mammalia 
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В последовательности белка-предшественника 
амилоида человека (APP) EVHH находится в пеп-
тиде Aβ, может связывать ион Zn2+ и образовывать 
димеры и олигомеры [17, 21, 25]. Анализ последова-
тельностей белка APP других видов челюстноротых 
позвоночных показал, что у всех птиц, рептилий, 
амфибий, рыб и почти у всех млекопитающих по-
следовательности APP содержат высококонсерва-
тивный вариант EVHH, за некоторыми исключени-
ями (табл. 2). Например, обе изоформы APP синих 
и полосатых китов содержат последовательность 
EVRH, хотя у других морских млекопитающих 
мы видим консервативный вариант EVHH. Тот же 
вариант EVRH встречается у некоторых грызу-
нов – мышей, крыс, кротов, сусликов, дегу и голого 
землекопа (полный список см. в табл. 2). Замена 
встречается не у всех грызунов. Например, мы об-
наружили консервативный вариант EVHH в после-
довательностях APP Oryctolagus cuniculus (кролик) 
и Chrysochloris asiatica (капский золотистый крот). 

Другим исключением является Puma concolor (гор-
ный лев), который имеет единственную изоформу 
APP, содержащую в этом месте совершенно непо-
хожий сайт RGGW. 

Далее рассмотрим, что известно про функцию 
каждого найденного белка. Белок кадгерин-18 анно-
тирован в Uniprot как участвующий в кальцийзави-
симой межклеточной адгезии, клеточной миграции 
и морфогенезе. В последовательности кадгери-
на-18 фрагмент EVHH расположен в пропептиде 
25–53, который выщепляется из белка во время 
созревания. В модели AlphaFold-структуры это-
го белка сайт EVHH расположен в неупорядо-
ченной петле, на поверхности белка (табл. S1 
Приложения). Функция этого пропептида пока 
не известна. По данным Uniprot, остаток аспараги-
на 36 может быть гликозилирован, что делает про-
пептид чувствительным к уровню глюкозы в крови. 
Известно, что кадгерин-18 ассоциирован с болезнью 
Альцгеймера. Экспериментально показано, что кад-

Таблица 1. Консервативность фрагмента EVHH в белках человека, определенная с помощью BLAST* 

Консервативность Идентификатор 
Uniprot Белок Локализация EVHH

885/985 (89.8%) P05067 Белок-предшественник амилоида-бета 682–685, YEVHHQ
683/800 (85.4%) Q13634 Кадгерин-18 46–49, TEVHHR
667/930 (71.7%) P78310 Рецептор коксакивируса и аденовируса 272–275, KEVHHD
437/995 (43.9%) Q06124 Тирозин-протеинфосфатаза нерецепторного типа 11 441–444, EEVHHK

405/950 (42.6%) Q9H8M1 Митохондриальный гомолог В коэнзим-Q-связывающего 
белка COQ10 234–237, HEVHHT

276/965 (28.6%) Q9Y2E6 E3-убиквитин-протеинлигаза DTX4 575–578, NEVHHK
168/779 (21.6%) Q03001-11 Нейрональная изоформа дистонина 101–104, VEVHHQ
154/844 (18.2%) Q58FF7 Предполагаемый белок теплового шока HSP90-beta-3 4–7, EEVHHG
133/859 (15.5%) P08238 Белок теплового шока HSP 90-beta 4–7, EEVHHG
134/990 (13.5%) Q6ZSZ5 Фактор обмена гуаниновых нуклеотидов Rho 18 459–462, TEVHHV
105/1000 (10.5%) O75676 Киназа рибосомного белка S6 альфа-4 471–474, HEVHHD
100/991 (10.1%) Q86SQ4 Адгезионный G-белок-связанный рецептор G6 797–800, QEVHHP
81/872 (9.6%) Q7Z3D6 D-глутаматциклаза, митохондриальная 273–276, PEVHHI

47/522 (9.0%) Q9Y4G2 Член 1 семейства М, содержащего домен гомологии 
плекстрина 233–236, IEVHHS

87/974 (8.9%) Q53F39 Металлофосфоэстераза 1 309–312, CEVHHG
60/1000 (6.0%) P54296 Миомезин-2 751–754, REVHHK
48/959 (5.0%) O76064 E3-убиквитин-протеинлигаза RNF8 229–232, TEVHHE
48/1000 (4.8%) Q5TG30 Белок 40, активирующий Rho GTPaзу 392–395, DEVHHN
43/998 (4.3%) Q2M3C7 А-киназный якорный белок SPHKAP 682–685, DEVHHK
25/960 (2.7%) P10912 Рецептор гормона роста 71–74, DEVHHG
26/999 (2.6%) Q8NH48 Обонятельный рецептор 5B3 171–174, NEVHHF
4/262 (1.5%) Q9H0D2 Белок с цинковыми пальцами 541 218–221, YEVHHG
9/949 (0.9%) Q5VT97 Активирующий Rho GTPазу белок SYDE2 567–570, REVHHT

4/998 (0.4%) P41226 Убиквитин-подобный модификаторактивирующий 
фермент 7 283–286, QEVHHA

*Записи перечислены в порядке убывания консервативности.
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герин взаимодействует с пресенилином-1, роль ко-
торого в болезни Альцгеймера доказана [36]. 

Рецептор вирусов Коксаки и аденовируса яв-
ляется компонентом комплекса эпителиального 
апикального соединения, который может функци-
онировать как гомофильная молекула клеточной 
адгезии и необходим для поддержания плотного 
контакта [37]. Также он участвует в трансэпите-
лиальной миграции лейкоцитов через адгезивные 
взаимодействия с JAML – трансмембранным бел-
ком плазматической мембраны лейкоцитов. После 
связывания с эпителиальным рецептором вируса 
Коксаки и аденовируса (CXADR), JAML вызывает 
последующие сигнальные события в гамма-дель-
та Т-клетках через PI3-киназу и MAP-киназу. Это 
приводит к пролиферации и выработке Т-клетками 
цитокинов и факторов роста, которые, в свою оче-
редь, стимулируют восстановление эпителиальных 
тканей [38]. Фрагмент EVHH расположен в домене 
269–285 этого рецептора, аннотированном как до-
мен, обогащенный заряженными аминокислотами. 
Это означает, что данный фрагмент очень подви-
жен и может изменять свою конформацию в зави-
симости от структуры партнера по взаимодействию. 
Рецептор вируса Коксаки и аденовируса ассоцииро-

ван с болезнью Альцгеймера. Показано, что инфи-
цирование вирусами Коксаки [39] и аденовирусами 
[40] может служить пусковым моментом начала бо-
лезни Альцгеймера у пожилых людей, поскольку 
провоцирует экспрессию прионного белка. 

Следующий по консервативности фрагмента 
EVHH белок – это тирозиновая фосфатаза нере-
цепторного типа 11, которая участвует в каскадах 
различных рецепторных и цитоплазматических ти-
розинкиназ, участвуя в передаче сигнала с поверх-
ности клетки в ядро. Активация киназы подавляет 
функцию интегринов и вызывает дефосфорилиро-
вание киназы фокальной адгезии [41]. Она является 
одним из важных негативных регуляторов ядер-
ного экспорта теломеразной обратной транскрип-
тазы [42]. Мутации в этом белке связаны с рядом 
заболеваний, которые развиваются при нарушении 
регуляции внутриклеточной сигнализации через 
путь RAS/MAPK, таких как синдром LEOPARD [43] 
или синдром Нунана [44]. Данные про ассоциацию 
с болезнью Альцгеймера в настоящее время отсут-
ствуют.

Митохондриальный гомолог В коэнзим Q-связы
вающего белка COQ10 (Q9H8M1) необходим 
для функционирования коэнзима Q10 в дыхательной 

Таблица 2. Варианты сайтов EVHH, найденные среди гомологов человеческого белка APP (P05067) у разных 
видов челюстноротых позвоночных

Мотив Число 
видов Организм

EVHH 885

Все птицы, рептилии, амфибии, угри и костистые рыбы Albula goreensis, Aldrovandia affinis 
(галозавр Гильберта), Latimeria chalumnae (Коморская латимерия), Megalops atlanticus 

(атлантический тарпон), Clupea gigantea (ископаемая гигантская сельдь), рыбы, такие как 
Salmonidae и другие, и почти все млекопитающие

EVRH 64

Balaenoptera acutorostrata scammoni (кит северный малый полосатик), Balaenoptera musculus 
(синий кит), Castor canadensis (американский бобр), длиннохвостая шиншилла (Chinchilla lanigera), 

Dipodomys ordii (кенгуровая крыса Орда), Fukomys damarensis (дамараландская кротовая 
крыса), Haplochromis burtoni (ротан Бертона), голый землекоп (Heterocephalus glaber), Ictidomys 
tridecemlineatus (полосатый суслик), Jaculus jaculus (малый египетский тушканчик), Marmota 

marmota marmota (альпийский сурок), Mesocricetus auratus (золотистый хомяк), Microtus 
ochrogaster (прерийная полевка), Mus musculus (мышь), Mus spicilegus (степная мышь), Nannospalax 

galili (североизраильский слепыш), Octodon degus (дегу), Peromyscus maniculatus bairdii (олений 
хомячок), Rattus norvegicus (серая крыса), Sciurus vulgaris (евразийская рыжая белка), Urocitellus 

parryii (арктическая земляная белка), Pundamilia nyererei (пундамилия Найерера), Maylandia zebra 
(зебровая мбуна), Atractosteus spatula (крокодиловый гар), Lepisosteus oculatus (пятнистый гар), 

Oreochromis aureus (израильская тиляпия), Oreochromis niloticus (нильская тиляпия)

EVYH 24
Cyprinus carpio carpio (сазан), Cirrhinus molitorella (илистый карп), Onychostoma macrolepis, 

Sinocyclocheilus rhinocerous, Sinocyclocheilus anshuiensis, Danio rerio (полосатый данио), 
Sinocyclocheilus grahami (дианчинская золотая рыбка), Triplophysa rosa (пещерный вьюн)

AVHH 7 Oryzias javanicus (яванская рисовая рыба), Oryzias latipes (японская рисовая рыба), Oryzias 
melastigma (морская медака), Oryzias sinensis (китайская медака)

-VHH 1 Clupea harengus (атлантическая сельдь)
EVHP 1 Denticeps clupeoides (зубастая сельдь)
EV-H 1 Astyanax mexicanus (cлепая пещерная рыба)
EVYP 1 Triplophysa tibetana (тибетский голец)
RGGW 1 Puma concolor (горный лев)
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цепи и может служить шапероном или участвовать 
в переносе Q10 от места его синтеза к каталитиче-
ским сайтам дыхательных комплексов. Сайт EVHH, 
согласно модели AlphaFold, расположен на по-
верхности белка в составе β-стренда (см. табл. S1 
Приложения). В научном сообществе существует 
мнение, что введение коэнзима Q10 увеличивает кон-
центрацию митохондрий в мозге и оказывает нейро-
протекторное действие [45, 46], однако в клинических 
исследованиях II стадии эффект не был показан убе-
дительно, поэтому клинические исследования III ста-
дии было решено не проводить [47].

E3-убиквитинлигаза DTX4 (Q9Y2E6) участву-
ет в негативной регуляции интерферонового сиг-
налинга I типа посредством NLRP4, направляя 
киназу TBK1 на деградацию [48]. В дополнение 
к 276/965 (28.6%) встречающимся консервативным 
последовательностям EVHH, в 687/965 (71.2%) по-
следовательностях был обнаружен фрагмент EIHH 
с очень похожими физико-химическими свойствами. 
Гомологичная убиквитинлигаза DTX2 ассоциирова-
на с повреждением мелких сосудов на ранних ста-
диях болезни Альцгеймера [49]. 

Нейрональная изоформа дистонина (Q03001-11), 
помимо варианта сайта EVHH, найденного в 168 
из 779 последовательностей (21.6%), встречается 
также в виде очень похожего по физико-химиче-
ским свойствам варианта сайта EAHH в 315 из 779 
последовательностей (40.4%). Мутации в гене это-
го белка приводят к прогрессирующей дегенерации 
сенсорных нейронов у мышей. Такие мыши страда-
ют сенсорной атаксией и погибают к возрасту отъ-
ема [50], у них развивается тяжелое двигательное 
расстройство, приписываемое дегенерации сенсор-
ных нейронов [51]. 

Нами рассмотрено  расположение сайта 
EVHH в структуре белков и его конформацию. 
Конформации сайтов EVHH в структурах белков 
человека образуют четыре кластера (рис. 3). Самую 
близкую к структуре цинксвязывающего домена 
Aβ конформацию имеет сайт EVHH миомезина. 
Найдена также ассоциация миомезина-2 с болезнью 
Альцгеймера. Изучение кардиомиопатии у транс-
генных мышей показало, что агрегаты, присут-
ствующие в больных сердцах и образованные не-
большим белком теплового шока α-B-кристаллином 
(CryAB), содержат амилоидный олигомер, который 
может представлять собой основной токсичный 
вид при болезни Альцгеймера и других дегенера-
тивных заболеваниях, связанных с амилоидом [52]. 
Известно, что α-B-кристаллин взаимодействует 
с миомезином-2 [53].

В 21 структуре из 24 сайт EVHH расположен 
на поверхности белковой структуры. Для последо-

вательности дистонина (Q03001-11) не существует 
модели AlphaFold, в модели структуры фактора 
обмена гуаниновых нуклеотидов Rho 18 (Q6ZSZ5) 
сайт EVHH расположен внутри белковой глобулы, 
а в модели структуры якорного белка А-киназы 
SPHKAP (Q2M3C7) сайт EVHH окружен неструк-
турированными петлями.

Суммируя, можно сказать, что сайт 11-EVHH-14 
в последовательности Aβ является очень консер-
вативным среди всех челюстноротых позвоноч-
ных. Челюстноротые составляют более 99% всех 
видов живых позвоночных, включая человека. 
Ранее было показано, что замена H13R защищает 
крыс от болезни Альцгеймера [18]. У Balaenoptera 
acutorostrata scammoni (кит северный малый поло-
сатик) и Balaenoptera musculus (синий кит), а так-
же у некоторых грызунов, таких как Heterocephalus 
glaber (голый землекоп) или Nannospalax galili 
(североизраильский слепыш) (табл. 2), наблюда-
ется именно такая замена, преобразующая EVHH 
в EVRH, что, по-видимому, делает эти виды защи-
щенными от патологической агрегации Aβ и, таким 
образом, не подверженными болезни Альцгеймера. 
Объяснение этому следует из молекулярного меха-
низма Zn-зависимой олигомеризации Aβ [17], кото-
рый указывает на ключевую роль сайта EVHH в па-
тологическом процессе.

Мы обнаружили, что сайт EVHH присутствует 
в 63 изоформах 24 белков. Каждый из этих белков 

А	 Б	 В	 Г

Рис. 3. Конформации сайтов EVHH в структурах бел-
ков человека образуют четыре кластера. A – развер-
нутая (O76064, Q9H8M1, Q5VT97, Q13634, Q7Z3D6, 
Q9Y4G2, P08238, Q58FF7, P10912, O75676, Q53F39). 
Б – неструктурированная (Q9Y2E6, Q5TG30, Q8NH48, 
Q86SQ4). В – свернутая (P54296, 1ze9). Г – α-спираль 
(Q2M3C7 (сайт EVHH внутри глобулы), Q9H0D2, 3B7O, 
P78310, Q6ZSZ5 (сайт EVHH внутри глобулы), P41226). 
Только сайты EVHH из Q6ZSZ5 и Q2M3C7 утоплены 
в белковую глобулу и недоступны
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может быть потенциальным молекулярным партне-
ром цинкзависимого взаимодействия с молекулой 
бета-амилоида. Уже известно, что некоторые из них 
связаны с патогенезом болезни Альцгеймера, однако 
данные о механизмах действия отсутствуют. Шесть 
из 24 найденных белков, а именно APP, кадгерин-18, 
рецептор вируса Коксаки и аденовируса, G-белок 
адгезии, сопряженный с рецептором G6, рецептор 
гормона роста и обонятельный рецептор 5B3 распо-
ложены в клеточной мембране, являются рецепто-
рами, и, вероятно, осуществляют передачу сигнала 
внутрь клетки.

Найденные белки являются как потенциальны-
ми мишенями для HAEE, так и возможными пар-
тнерами Aβ. Как показано ранее [17, 25], остатки 
сайта 11–14 пептида Aβ (EVHH) образуют цинк-
опосредованный интерфейс с аналогичным участ-
ком другой молекулы Aβ. Логично предположить, 
что подобные взаимодействия могут происходить 
не только между идентичными молекулами бета-
амилоида, но и с другими белками, имеющими ана-
логичный участок, доступный для взаимодействия. 

Сделаем несколько предположений. Во-первых, 
APP функционирует как рецептор клеточной по-
верхности и выполняет физиологические функции 
на поверхности нейронов, связанные с ростом ней-
ритов, адгезией нейронов и аксоногенезом [54]. В на-
стоящее время известно, что взаимодействие между 
молекулами APP на соседних клетках способствует 
синаптогенезу [54]. Поскольку ионы цинка вовле-
чены в процесс синаптогенеза, логично предполо-
жить, что взаимодействие между молекулами APP 
происходит через Zn-зависимый интерфейс сайтов 
EVHH. Это смелое предположение, оно, несомнен-
но, требует дальнейшего экспериментального под-
тверждения.

Сайты EVHH обнаружены в митохондриаль-
ных белках – D-глутаматциклазе и коэнзим-Q-
связывающем белке Q9H8M1. Поскольку известно, 
что пептид Aβ вызывает AGER-зависимый путь, 
включающий активацию p38 MAPK, что приводит 
к интернализации пептида Aβ и митохондриальной 
дисфункции в культивируемых нейронах коры го-
ловного мозга [55], второе предположение заключа-
ется в том, что пептид Aβ способен проникать через 
мембрану митохондрий и образовывать цинкзависи-
мые комплексы с одним или обоими белками. 

Отметим, что другой из обнаруженных белков 
с сайтом EVHH, а именно тирозин-протеинфосфата-
за нерецепторного типа 11, положительно регулиру-
ет путь передачи сигнала MAPK [44]. Третье пред-
положение заключается в том, что Aβ регулирует 
путь трансдукции сигнала MAPK через цинкзави-
симый интерфейс с тирозин-протеинфосфатазой 

нерецепторного типа 11. Еще один белок из этого 
списка, а именно рецептор вируса Коксаки и адено-
вируса, также запускает один из путей активации 
MAPK.

Еще одна группа белков, которая, как мы вы-
яснили, участвует в регуляции активности ней-
ронов, это кадгерин-18, рецептор вируса Коксаки 
и аденовируса, рецептор адгезии G-белка G6, ко-
торый взаимодействует с ламинином-2, фактором 
обмена гуаниннуклеотидов Rho 18 и дистонином. 
Кадгерины – кальцийзависимые белки клеточной 
адгезии. Они преимущественно взаимодействуют 
между собой гомофильным образом при соедине-
нии клеток; таким образом, кадгерины могут спо-
собствовать сортировке гетерогенных типов клеток. 
Рецептор вируса Коксаки и аденовируса, помимо 
своей негативной роли в проникновении вируса, 
является компонентом комплекса эпителиального 
апикального контакта, который может функциони-
ровать как гомофильная молекула клеточной адге-
зии и необходим для целостности плотных контак-
тов. G-белок адгезии, сопряженный с рецептором 
G6, является основным компонентом базальной 
мембраны. Он соединяется с G(i)-, а также с G(s)-
белками и необходим для нормальной дифферен-
цировки промиелинизирующих шванновских кле-
ток и для нормальной миелинизации аксонов [56]. 
Фактор Rho 18 действует как фактор обмена гу-
аниннуклеотидов (GEF) для GTPазы RhoA, инду-
цируя образование актиновых стрессовых волокон 
и выработку реактивных видов кислорода (ROS). Он 
может быть активирован субъединицами бета-гам-
ма G-белков [57]. Нейрональная изоформа дистони-
на изучена плохо, но известно, что мутации в гене 
этого белка у мышей приводят к прогрессирую-
щей дегенерации сенсорных нейронов. Такие мыши 
страдают сенсорной атаксией и погибают к возрасту 
отъема [50]. Четвертое предположение заключается 
в том, что эти белки являются партнерами G-белка, 
и взаимодействие с ними через цинкзависимый ин-
терфейс влияет на функцию G-белка и связанные 
с ним процессы в клетке. Модель структуры факто-
ра обмена гуаниннуклеотидов Rho 18, однако, пред-
полагает, что сайт EVHH находится внутри белко-
вой глобулы и недоступен для растворителя.

Пятое предположение заключается в  том, 
что пептид Aβ может образовывать комплексы 
с двумя белками теплового шока – HSP 90-beta 
(P08238) и 90-beta-3 (Q58FF7) через цинкзависи-
мый интерфейс и влияет на созревание, поддер-
жание структуры и правильную регуляцию специ
фических белков-мишеней. Помимо шаперонной 
активности, он также играет роль в регуляции 
механизма транскрипции. HSP90 и его кошаперо-
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ны модулируют транскрипцию, по крайней мере, 
на трех различных уровнях. Во-первых, они из-
меняют стабильные уровни определенных факто-
ров транскрипции в ответ на различные физио-
логические сигналы. Во-вторых, они модулируют 
активность некоторых эпигенетических модифика-
торов, таких как деацетилазы гистонов или ДНК-
метилтрансферазы, и реагируют на изменения 
в окружающей среде. В-третьих, они участвуют 
в миграции гистонов из промоторной области опре-
деленных генов и тем самым включают экспрессию 
генов [58].

На экспрессию генов также может влиять белок 
типа «цинковых пальцев» 541 (Q9H0D2). Этот регу-
лятор транскрипции необходим для мужской фер-
тильности и завершения мейотической профазы 
в сперматоцитах. Упомянутая выше тирозин-проте-
инфосфатаза нерецепторного типа 11 (Q06124) так-
же задействована в каскаде различных рецептор-
ных и цитоплазматических протеин-тирозинкиназ, 
участвуя в передаче сигнала с поверхности клетки 
в ядро. Известно, что белки с цинковыми пальцами 
[59] и тирозиновые фосфатазы [60] связаны с болез-
нью Альцгеймера, но точный механизм взаимодей-
ствия пока неизвестен.

ВЫВОДЫ
В настоящей работе представлен оригинальный 
сервер PepString для поиска коротких амино-
кислотных последовательностей в базах данных 
UniprotKB и SwissProt. С использованием сервера 
PepString впервые показано, что тетрапептидный 
сайт EVHH, который является структурно-функци-
ональной детерминантой бета-амилоида человека 
как в норме, так и при болезни Альцгеймера, при-
сутствует в 63 изоформах 24 белков. На основании 
анализа данных об ассоциации этих белков с болез-
нью Альцгеймера предложена потенциальная роль 
кадгерина-18, рецептора Коксаки и аденовирусов, 
E3-убиквитинлигазы DTX4, нейрональной изофор-
мы дистонина и миомезина-2 в патогенезе болезни 
Альцгеймера. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
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РЕФЕРАТ Иммунопротеасомы – специализированные протеасомные комплексы, играющие ключевую 
роль в презентации антигенов и регуляции клеточного гомеостаза. В отличие от конститутивной 20S 
протеасомы, каталитические субъединицы β1, β2 и β5 в иммунопротеасоме заменяются на индуцибель-
ные изоформы: β1i (Lmp2), β2i (Mecl-1) и β5i (Lmp7). Экспрессия генов этих субъединиц (Psmb9, Psmb10 
и Psmb8) активируется под действием цитокинов, главным образом интерферона-γ. Накапливаются 
данные, свидетельствующие об экспрессии иммунопротеасом в эмбриональных стволовых клетках 
(ЭСК), однако их роль в поддержании плюрипотентности, процессах самообновления и дифференци-
ровки не изучена. С использованием технологии CRISPR/Cas9 нами создана линия эмбриональных 
стволовых клеток (ЭСК) мыши с нокаутом гена Psmb9 (Psmb9KO). Клетки этой линии имеют нор-
мальный кариотип, морфологию, пролиферативную активность и способность к образованию тератом, 
включающих производные всех трех зародышевых листков. Однако при дифференцировке под дей-
ствием ретиноевой кислоты и интерферона-γ в клетках Psmb9KO накапливаются предшественники 
Mecl-1, что указывает на изменения в сборке иммунопротеасом. Кроме того, выявлено увеличение 
каспаза-подобной активности иммунопротеасом, что свидетельствует о включении конститутивной 
β1-субъединицы в состав комплекса вместо Lmp2. Показана пластичность убиквитин-протеасомной 
системы в поддержании протеостаза клетки за счет механизмов, компенсирующих отсутствие Lmp2. 
Линия Psmb9KO представляет собой удобную модель для изучения роли иммунопротеасом в регуляции 
протеостаза в дифференцировке на ранних этапах эмбриогенеза млекопитающих.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Psmb9, Lmp2, иммунопротеасома, эмбриональные стволовые клетки мыши, диффе-
ренцировка.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ УПС – убиквитин-протеасомная система; ЭСК – эмбриональные стволовые клет-
ки; АФК – активные формы кислорода; CL – каспаза-подобная активность; RA – ретиноевая кислота; 
IFNγ – интерферон-γ.
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ВВЕДЕНИЕ
Для нормального функционирования и поддержа-
ния целостности организм должен обеспечивать по-
стоянный оборот белков внутри клеток. Клеточный 
протеостаз – динамическое равновесие белков 
в клетке – обеспечивается скоординированной ра-
ботой системы синтеза белков de novo и механизмов 
деградации поврежденных или ненужных белков. 
В клетке деградация белков осуществляется преи-
мущественно двумя системами: аутофагией и убик-
витин-протеасомной системой (УПС). УПС отвечает 
за деградацию не менее 80% внутриклеточных бел-
ков [1]. Эта специализированная система распознает 

убиквитинированные белки и направляет их на рас-
щепление в протеасоме. 

Центральным элементом УПС является протеа-
сома – мультисубъединичный белковый комплекс, 
который расщепляет белки на пептиды. Принято 
выделять несколько типов протеасомных комплек-
сов в зависимости от состава протеолитических 
субъединиц и регуляторного комплекса, взаимодей-
ствующего с коровой частицей [2]. Протеасомные 
комплексы, содержащие коровую частицу 20S 
и регулятор 19S, принято называть 26S протеасо-
мой. Коровая частица – 20S протеасома – образо-
вана сложенными друг на друга четырьмя кольца-
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ми, что придает ей бочкообразную форму. Каждое 
кольцо включает семь субъединиц: либо альфа 
(α), либо бета (β), расположенных в строгой после-
довательности αββα. Такое расположение колец 
приводит к образованию внутри протеасомы зам-
кнутых пространств, известных как «камеры» [3]. 
Протеолитическое расщепление белковых субстра-
тов, попавших в протеасому, происходит в «катали-
тической» камере, образованной двумя централь-
ными β-кольцами. У эукариот протеолитической 
активностью обладают три субъединицы, которые 
принято называть β1, β2 и β5. Эти каталитиче-
ские субъединицы различаются своей субстратной 
специфичностью. Субъединица β1 обладает способ-
ностью расщеплять пептидные связи после «кис-
лых» аминокислотных остатков, такая активность 
получила название каспаза-подобной. Субъединица 
β2 имеет трипсиноподобную активность, она рас-
щепляет полипептидные цепи после «основных» 
аминокислот. В свою очередь, β5-субъединица об-
ладает химотрипсин-подобной активностью, ги-
дролизуя пептидные связи после гидрофобных 
остатков аминокислот. Каталитическая камера 
полностью закрыта для внешней среды, что пре-
дотвращает случайную деградацию белков и обе-
спечивает специфичность процесса. N-Концевые 
последовательности α-субъединиц образуют ворота, 
ограничивающие доступ белков-субстратов в ката-
литическую камеру коровой частицы и открывают-
ся только при связывании с регуляторной частицей 
[4], что обеспечивает строгую регуляцию процесса 
деградации белков.

В ответ на стимуляцию клеток млекопитаю-
щих интерфероном-γ (IFNγ) индуцируется экс-
прессия альтернативных каталитических субъе-
диниц, что приводит к сборке модифицированной 
20S протеасомы, известной как иммунопротеасо-
ма [5]. В иммунопротеасоме конститутивные ката-
литические β-субъединицы (β1, β2 и β5) замене-
ны на индуцируемые аналоги: Lmp2 (β1i), Mecl-1 
(β2i) и Lmp7 (β5i). Эти замены приводят к измене-
нию протеолитической активности протеасомного 
комплекса [5, 6], поскольку для субъединиц Lmp2 
(β1i) и Lmp7 (β5i) характерна химотрипсин-подоб-
ная активность, для Mecl-1 (β2i) – трипсин-подоб-
ная. Иммунопротеасомы играют центральную роль 
в формировании пептидных антигенов для пред-
ставления через MHC I [7], что делает их ключевы-
ми участниками противовирусной [8] и противоопу-
холевой защиты [9]. Помимо презентации антигенов, 
иммунопротеасомы участвуют в регуляции проте-
остаза, предотвращая накопление поврежденных 
или неправильно свернутых белков в клетке [10, 11]. 
Кроме того, в процессе дифференцировки эмбрио-

нальных стволовых клеток (ЭСК) человека наблюда-
ется постепенное снижение активности иммунопро-
теасом, что предполагает их участие в адаптивных 
изменениях клеточного состояния [12]. Показано 
также, что иммунопротеасомы участвуют в де-
градации окисленных белков, что особенно важно 
для поддержания целостности протеома в условиях 
клеточного стресса, вызванного дифференцировкой. 
Например, в ЭСК мыши иммунопротеасомы активи-
руются в ответ на накопление окисленных белков, 
однако эта активность значительно возрастает имен-
но в ходе дифференцировки, а не в состоянии плю-
рипотентности [13, 14]. Наши исследования показали, 
что в ЭСК мыши активация экспрессии всех трех 
каталитических субъединиц иммунопротеасомы про-
исходит при выходе клеток из состояния наивной 
плюрипотентности [15]. Таким образом, приведенные 
данные свидетельствуют о том, что роль иммуно-
протеасом в плюрипотентных клетках может быть 
связана с подготовкой к дифференцировке, обеспе-
чивая деградацию поврежденных белков и поддер-
жание клеточного гомеостаза. Тем не менее функ-
циональная роль иммунопротеасом в поддержании 
плюрипотентности и самообновления в ЭСК остается 
в значительной степени неизученной.

Ранее нами была получена и охарактеризована 
клеточная линия ЭСК мыши с нокаутом гена Psmb8, 
кодирующего субъединицу Lmp7 (β5i) иммунопро-
теасомы [16]. Чтобы детально изучить вклад от-
дельных каталитических субъединиц иммунопро-
теасомы в раннем эмбриогенезе, мы получили ЭСК 
мыши с нокаутом гена Psmb9, кодирующего еще 
одну каталитическую субъединицу иммунопротеа-
сомы – Lmp2 (β1i). Полученные клеточные линии 
были генотипированы, кариотипированы и функ-
ционально охарактеризованы: определены скорость 
пролиферации, экспрессия маркеров плюрипотент-
ности, уровни экспрессии Lmp7 и Mecl-1, протео-
литические активности протеасом, а также способ-
ность к дифференцировке in vivo.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток 
В работе использовали ЭСК мыши линии E14 
Tg2a. Клетки культивировали при постоянной 
температуре 37°C во влажной атмосфере с 5% 
CO2. Использовали культуральную посуду, пред-
варительно обработанную 0.1% раствором же-
латина (Sigma, США), и  среду SL на  основе 
Knockout DMEM (Thermo Fisher, США), допол-
ненную 15% инактивированной эмбриональной 
бычьей сывороткой (HyClone, GE Healthcare Life 
Sciences, Великобритания), 100 Ед/мл пенициллина 
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и 100 мг/мл стрептомицина (Thermo Fisher, США), 
2 мМ L-глутамина (Thermo Fisher), 100 мкМ рас-
твором заменимых аминокислот (Thermo Fisher), 
100 мкМ β-меркаптоэтанола (Sigma, Германия) 
и 500 Ед/мл лейкозингибирующего фактора (LIF, 
получен в нашей лаборатории).

Для оценки уровня белков субъединиц иммуно-
протеасом клетки ЭСК дифференцировали в тече-
ние 2 дней в среде SL без LIF с добавлением 0.1 
мкМ ретиноевой кислоты (RA, Sigma). Затем клет-
ки продолжали культивировать еще сутки в среде 
с добавлением IFNγ (ProSpec, Израиль) в концен-
трации 150 Ед/мл.

Создание ЭСК мыши с нокаутом гена Psmb9
Нокаут гена Psmb9 был выполнен с  исполь-
зованием технологии редактирования генома 
CRISPR/Cas9. С помощью онлайн-инструмента 
Benchling (https://www.benchling.com) была подо-
брана последовательность гидовой РНК (gRNA: 
5’-GTTTGACGGGGGTGTCGTGG-3’) для последу-
ющего клонирования в вектор pX330-U6-Chimeric_
BB-CBh-hSp-Cas9 (Addgene), содержащий ген 
зеленого флуоресцентного белка GFP. Для получе-
ния контрольной линии ЭСК трансфицировали не-
специфичной gRNA (Scrambled) [17]. Трансфекцию 
проводили с использованием реагента FuGene HD 
(Promega, США) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. Селекцию трансфицированных клеток 
проводили методом сортировки при помощи S3e Cell 
Sorter (Bio-Rad Lab., США). Клетки подготавливали 
в соответствии с процедурой, описанной ранее [16]. 
Отсортированные клетки высевали с низкой плот-

ностью и культивировали в течение 10–14 дней. 
Отобранные клоны проверяли при помощи имму-
ноблотинга с антителами к Lmp2 и секвенирования.

Выделение геномной ДНК и секвенирование
Геномную ДНК выделяли в соответствии с про-
токолом, описанным ранее [17]. Области, при-
легающие к целевой последовательности gRNA, 
амплифицировали с помощью ПЦР, используя 
праймеры 5’-AACTGCAGATAACACAGTCCATC-3’ 
и 5’-CCAGGACCAGGAAAGACCTGG-3’, и кло-
нировали в вектор pAL2-T («Евроген», Россия). 
Последующее секвенирование («Евроген») осущест-
вляли с использованием универсального праймера 
M13. 

Поиск потенциальных нецелевых участков (off 
target) для gRNA был выполнен также с помощью 
онлайн-инструмента Benchling. Геномные области, 
охватывающие эти участки, амплифицировали ме-
тодом ПЦР с использованием специфичных прайме-
ров (табл. 1) и секвенировали («Евроген»).

Кариотипирование
Метафазные пластинки были приготовлены в со-
ответствии с процедурой, описанной ранее [18]. 
Микроскопический анализ препаратов прово-
дили с использованием системы EVOS FL Auto 
Imaging System (Applied Biosystems, США), при-
меняя иммерсионное масло, при ×100 увеличении. 
Хромосомы подсчитывали с использованием про-
граммы Fiji (ImageJ). Линию считали нормальной, 
если выборка содержала более 90% клеток со стан-
дартным для мыши количеством хромосом – 40.

Таблица 1.  Последовательности gRNA и потенциальных off-target-сайтов с соответствующими праймерами 
для амплификации выбранных участков генома

Тип Последовательность (5’ -> 3’) Score
Хромосомный  

участок, подвержен-
ный разрезанию

Праймеры (5’ -> 3’)

gRNA GTTTGACGGGGGTGTCGTGG 100 chr17:-34404735
AACTGCAGATAACACAGTCCATC

CCAGGACCAGGAAAGACCTGG

Off-target 1 GTGTGAAGGGGGTGTCATGG 0.9 chr7:+15781982
AAGTGCAGGTCCTCTGAAAAGAA

AGAAATGGAGTAGTGTGCTCCACAA

Off-target 2 AGTAGACGGGGGTGTCGTGC 0.9 chr16:+96466310
CTCTTGTCTTCCTCTCCCTGT

GCTTGGACCCTAGAGTGGAA

Off-target 3 GTCAGACTGGGGTGTCCTGG 0.7 chr6:+28141384
TCGGATCTAGGAAGCAGTCTC

GCAGTAGATAGCCTGAACCTG

Off-target 4 TTATGACGTGAGTGTCGTGG 0.6 chr14:-118326405
AGTCTGGTCTAGAGCTGTCCTC

TCCTTTGGGAGTAGGGCTATGT

Off-target 5 GCTGGATGGGGGTGTCTTGG 0.5 chr5:+114566059
ATAAACGGCCAAGGTCAACC

TGGGAGACACAGATTCCTAAACT
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Определение пролиферативной активности ЭС 
клеток
Пролиферативную активность клеток контрольных 
линий (Scr) и с нокаутом гена Psmb9 (Psmb9KO) 
оценивали на третьи сутки после посева. Клетки 
пассировали в концентрации 5 × 10³ живых кле-
ток/см². Перед подсчетом клетки трипсинизирова-
ли в растворе 0.05% трипсина/EDТА (Gibco, США), 
осаждали и осадок ресуспендировали в PBS, содер-
жащем 50 мкг/мл йодида пропидия (PI). Подсчет 
клеток проводили на проточном цитометре Coulter 
EPICS XL Flow Cytometer (Beckman Coulter, США).

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток 
и микроскопия
Иммуноцитохимическое окрашивание проводи-
ли в соответствии с процедурой, описанной ранее 
[19]. Съемку и последующий анализ изображений 
осуществляли при помощи системы высокопроиз-
водительного скрининга CellVoyager CQ1 (Yokogawa 
Electric, Япония). Использованные первичные анти-
тела – Nanog (1:500, Bethyl A300-397), Oct4 (1:300, 
Santa Cruz sc-5279), и вторичные антитела, слитые 
с флуофорами Alexa 488 и 568 (a-11008 и a-11004 
соответственно (Invitrogen, США)).

Иммуноблотинг
Клеточные экстракты получали с использованием 
метода, описанного ранее [15]. Каждый образец раз-
деляли при помощи электрофореза в 13% полиакри-
ламидном геле, содержащем SDS, белки переноси-
ли на 0.45 мкм PVDF-мембрану в трис-глициновом 
буфере (Bio-Rad). После переноса мембрану ин-
кубировали в растворе 5% обезжиренного молока 
в буфере PBS. Для визуализации белков мембрану 
инкубировали со специфичными первичными анти-
телами в течение ночи при +4°С, а затем в течение 
1 ч с соответствующими вторичными антителами. 
Хемилюминесценцию регистрировали с помощью 
системы гель-документации ChemiDoс (Bio-Rad, 
США). В работе использовали первичные антитела 
к следующим белкам: Lmp2 (1:500, Abclonal A9549), 
Lmp7 (1:5000, любезно предоставлены профессо-
ром, доктором Ульрике Зайферт (Prof. Dr. Ulrike 
Seifert), Медицинский университет Грайфсвальда 
(Германия), Mecl-1 (1:500, Abcam ab183506), Oct4 
(1:500, Santa Cruz sc-5279), Nanog (1:500, Cell 
Signaling #8822), α7 (1:1000, Enzo Life Sciences 
PW8110), β2 (1:1000, Enzo Life Sciences PW9300), β5 
(1:1000, Bethyl A303-847), Rpn1 (1:1000, ServiceBio 
GB113525), Rpt2 (1:1000, ServiceBio GB114427), 
β-Actin (1:5000, Cell Signaling #3700), а также вто-
ричные антитела, конъюгированные с пероксидазой 
хрена (HRP): против кроличьих IgG (1:5000, Jackson 

ImmunoResearch, 111-035-003) и против мышиных 
IgG (1:5000, Jackson ImmunoResearch, 115-035-062).

Определение протеолитической активности 
протеасом
Каспаза-подобную (CL) пептидазную актив-
ность протеасом в клеточных экстрактах (~6 мкг) 
измеряли с использованием субстрата Z-LLE-
AMC (карбоксибензил-Leu-Leu-Glu-7-амидо-4-
метилкумарин) (Enzo Life Sciences, Германия) в кон-
центрации 0.25 мМ. Реакцию проводили в буфере 
50 мМ Tris-HCl (pH 7.5), содержащем 5 мМ MgCl2, 
40 мМ KCl, 1 мМ DTT и 1 мМ АТР, при 37°C в те-
чение 30 мин согласно [20]. Реакцию останавлива-
ли, добавляя равный объем 2% SDS. Активность 
протеасом определяли по уровню флуоресценции 
свободного AMC (7-амино-4-метилкумарин) с ис-
пользованием флуориметра VersaFluor (Bio-Rad) 
при длинах волн возбуждения 340–380 нм и эмис-
сии 455–465 нм. Полученные значения нормировали 
путем вычитания фоновой флуоресценции, пере-
считывали с учетом уравнивающего коэффициента 
(получен после определения концентрации белка 
в пробах), вычисляли среднее значение и стандарт-
ное отклонение.

Тератомный тест
Эксперименты выполняли на мышах BALB/c, по-
лученных из питомника лабораторных животных 
Лобачевского университета (Нижний Новгород). 
Животных содержали в индивидуальных клетках 
при 12-часовом цикле свет/темнота в помещении 
с контролируемой температурой (22°C) с досту-
пом к пище и воде ad libitum. Все исследования 
проведены в соответствии с принципами биоме-
дицинской этики, изложенными в Хельсинкской 
декларации 1964 года, а также были одобрены 
Комиcсией по биологической безопасности и биоэ-
тике Института цитологии РАН (Санкт-Петербург), 
протокол № 02/24 от 06.06.2024. Полученные ЭСК 
для оценки их плюрипотентных свойств вводи-
ли подкожно (2 × 106 клеток) в задние конечности 
мышей. Через четыре недели после инъекции мы-
шей подвергали эвтаназии. Полученные тератомы 
извлекали, взвешивали, фиксировали в раство-
ре Буэна (пикриновая кислота, насыщенный во-
дный раствор – 75 мл; формалин, 40% водный рас-
твор – 25 мл; ледяная уксусная кислота – 5 мл) 
и заливали в парафин. Из парафиновых блоков 
изготавливали срезы толщиной 7 мкм, которые де-
парафинировали, окрашивали гематоксилин-эози-
ном (BioVitrum, Россия), проводили микроскопиче-
ские исследования (EVOS FL Auto Imaging System, 
Applied Biosystems, США).
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Статистический анализ
Все представленные изображения иммунофлуо-
ресценции и иммуноблотинга являются репрезен-
тативными для, как минимум, трех независимых 
экспериментов. При анализе образцов с использо-
ванием проточной цитометрии оценено не менее 
1 × 104 клеток. Данные представлены как среднее 
значение ± стандартное отклонение (SD) не менее 
трех повторностей. Статистическую значимость 
определяли при уровне p <0.05 с использованием 
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA), 
выполненного в программе GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Линии ЭСК с нокаутом гена Psmb9 (Psmb9KO) полу-
чали с использованием системы геномного редакти-
рования CRISPR/Cas9. gRNA, нацеленную на второй 
экзон гена Psmb9, клонировали в плазмиду pX330-
U6-Chimeric-BB-CBh-hSp-Cas9, также кодирующую 
зеленый флуоресцентный белок GFP. Конструкцию 
в клетки доставляли с помощью трансфекции, после 
чего GFP-положительные клетки отбирали сортиров-
кой (см. «Экспериментальную часть»). Таким образом 
было отобрано более 20 клонов, в которых, согласно 
данным иммуноблотинга, отсутствовал белок Lmp2. 
При помощи TA-клонирования и секвенирования 
среди этих клонов были идентифицированы клоны, 
содержащие инделы (инсерции и/или делеции) в обо-
их аллелях гена Psmb9 (рис. 1А). Как и ожидалось, 
такие мутации вызывали сдвиг рамки считывания, 
что приводило к нарушению трансляции функцио-
нального белка Lmp2 (рис. 1Б). В отобранных клонах 
Psmb9KO ЭСК проверили пять наиболее вероят-
ных потенциальных нецелевых (off-target) участ-
ков (табл. 1), которые могли быть модифицирова-
ны в результате неспецифического взаимодействия 
с gRNA. Кроме того, подсчет числа хромосом во всех 
отобранных клонах Psmb9KO ЭСК подтвердил, 
что все отобранные линии Psmb9KO ЭСК содержат 
40 хромосом (рис. 1В), что соответствует нормально-
му кариотипу ЭСК мыши. Все анализируемые кле-
точные линии KO2-3, KO2-5 и KO2-15, культивируе-
мые на покрытой желатином пластиковой подложке, 
не отличались по морфологическим характеристикам 
от контрольных клеток (Scr) (рис. 2A). Кроме того, 
у всех трех линий показатели пролиферации и гибе-
ли клеток in vitro были сопоставимы с показателями 
у контрольных линий (рис. 2Б).

Иммуноцитохимическое определение экспрес-
сии ключевых факторов плюрипотентности, та-
ких как Nanog, Oct4 и Sox2, не выявили измене-
ний в окрашивании этих факторов в зависимости 
от уровня экспрессии гена Psmb9 (рис. 3А). Кроме 
того, результаты иммуноблотинга подтвердили, 

что потеря белка Lmp2 не влияет на уровни факто-
ров Nanog и Oct4 (рис. 3Б).

Далее мы  проверили способность клеток 
Psmb9KO к дифференцировке in vivo в составе те-
ратом. Размеры тератом, образованных клетками 
Psmb9KO, были такими же, как у тератом, образо-
ванных контрольными клетками (табл. 2, рис. 4А). 
Гистологический анализ показал, что как контроль-
ные, так и Psmb9KO клетки успешно дифферен-
цировались в производные всех трех зародышевых 
листков: участки ороговевшего эпителия и нейроэ-
пителиальных розеток (эктодерма), хрящ (мезодер-
ма) и реснитчатый эпителий (энтодерма) (рис. 4Б). 
Таким образом, нами успешно создана панель кле-
точных линий ЭСК мыши с нокаутом гена Psmb9, 
полезных для дальнейших исследований. 

Иммуноблот-анализ экспрессии протеасомных 
белков в Psmb9KO ЭСК выявил отсутствие ви-
димых изменений в уровнях субъединиц α7, β2 
и β5 20S протеасомы (рис. 5А, Б). Уровни белков 
субъединиц регуляторной субчастицы 19S (Rpn1 
и Rpt2) оставались также неизменными, что указы-
вает на стабильность базового состава протеасом-
ного комплекса в отсутствие продукта гена Psmb9. 
Не зафиксировано также значимых различий в экс-
прессии иммунопротеасомных субъединиц Lmp7 
(β5i) и Mecl-1 (β2i) между Psmb9KO и контроль-
ными ЭСК. В то же время в дифференцированных 
с помощью ретиноевой кислоты (RA) и обработан-
ных интерфероном-γ (IFNγ) клетках Psmb9KO на-
блюдалась тенденция к снижению содержания 
зрелой формы иммунопротеасомной субъединицы 
Mecl-1 (β2i) и, напротив, к накоплению ее непроцес-
сированной формы (pro-Mecl-1) по сравнению с кон-
трольными ЭСК, однако эти различия не достигали 
статистической значимости (рис. 5А, Б). Тем не ме-
нее расчет соотношения уровней сигнала от пре-
курсорной формы pro-Mecl-1 и от зрелой формы 
Mecl-1 выявил достоверное накопление прекурсора 
в клетках с нокаутом Psmb9 по сравнению с контро-
лем (рис. 5А, Б). Мы не имели возможности оценить 
уровни каталитической субъединицы β1 в клетках 
Psmb9KO из-за отсутствия специфических антител, 
поэтому проанализировали пептидазную активность 
20S протеасомы в клеточных экстрактах с помощью 
флуорогенного субстрата, специфического для дан-
ной субъединицы, и показали, что по сравнению 
с контрольными клетками каспаза-подобная ак-
тивность существенно возрастает в Psmb9KO ЭСК 
при RA-индуцированной дифференцировке и по-
следующей обработке клеток IFNγ, что свидетель-
ствует об увеличенной экспрессии β1-субъединицы 
в клетках Psmb9KO и ее встраивании в 20S проте-
асому вместо Lmp2, β1i (рис. 5В).
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Рис. 1. Подтверждение получения нокаутов ЭСК мыши по гену Psmb9. А – результаты генотипирования трех ли-
ний ЭСК с нокаутом гена Psmb9 (KO2-3, KO2-5, KO2-15). WT – последовательность второго экзона гена Psmb9 
ЭСК дикого типа. Инделы выделены красным прямоугольником; del – делеция, in – инсерция. Б – оценка уровня 
белка Lmp2 методом иммуноблотинга в клеточных лизатах, полученных из клонов Psmb9KO и контрольных линий 
(Scr1–3) после дифференцировки, индуцированной обработкой RA и IFNγ (см. раздел «Экспериментальная 
часть»). β-Actin использован как контроль нагрузки белка. В – репрезентативные изображения метафазных пла-
стинок клеток контрольных линий (Scr) и Psmb9KO; хромосомы окрашены DAPI. Масштабный отрезок – 10 мкм

Согласно опубликованным данным, отсутствие 
Lmp2 в клетках мыши и крысы может способство-
вать развитию окислительного стресса за счет на-
копления активных форм кислорода (АФК) [21, 22]. 
Нами проведен сравнительный анализ продукции 
АФК в клетках с нокаутом Psmb9 и контроль-
ных линиях. Обнаружено увеличение уровня АФК 
во всех исследуемых клетках, полученных в ходе 
RA-индуцированной дифференцировки и обработки 
IFNγ. Однако различий в продукции АФК, связан-
ных с экспрессией Psmb9, не обнаружено (рис. 5Г). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Иммунопротеасомная субъединица Lmp2 (β1i), коди-
руемая геном Psmb9, играет важную роль во мно-

жестве процессов, связанных с иммунной защитой 
[23–26], поддержанием клеточного гомеостаза [10, 
21, 27, 28] и развитием тканей [22, 29]. Кроме того, 
показано, что экспрессия Psmb9, наряду с другими 
субъединицами иммунопротеасомы, важна на ран-
них этапах эмбриогенеза млекопитающих [12]. 
Учитывая многообразие функций Lmp2 в клетках 
человека, изучение механизмов ее действия пред-
ставляет большой интерес. В рамках проведенного 
исследования с использованием технологии CRISPR/
Cas9 нами создана клеточная модель ЭСК мыши 
с нокаутом гена Psmb9. Полученные линии не имели 
нарушений в скорости роста и уровне экспрессии 
ключевых маркеров плюрипотентности по срав-
нению с контрольными линиями. Кроме того, они 
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Рис. 2. Нокаут гена Psmb9 не влияет на морфологические и пролиферативные характеристики ЭСК мыши. 
А – изображения культур ЭСК Psmb9KO и контрольных линий (Scr1–3). Колонии с морфологией, характерной 
для недифференцированных ЭСК, отмечены черными стрелками. Клетки, подвергшиеся спонтанной дифферен-
цировке, отмечены белыми стрелками. Б – оценка пролиферативного потенциала линий Psmb9KO в сравнении 
с контрольными линиями (Scr). Анализ клеточной гибели проводили с использованием окрашивания йодидом 
пропидия (PI). Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 3). н.д. – статистически не до-
стоверно (однофакторный дисперсионный анализ)

Scr

Sc
r

Psmb9KO

Ps
m

b
9K

O

А Б

Совмещение Совмещение

Совмещение

Совмещение

50 мкм 50 мкм 50 мкм 50 мкм

50 мкм50 мкм50 мкм50 мкм

50 мкм 50 мкм 50 мкм

50 мкм50 мкм50 мкм

кДа

Oct 4

Nanog

β-Аctin

Рис. 3. Отсутствие экспрессии гена Psmb9 не влияет 
на экспрессию маркеров плюрипотентности.  
А – анализ маркеров плюрипотентности Nanog, Oct4 
и Sox2 при помощи иммуноцитохимического окраши-
вания; представлены репрезентативные изображения 
клеток контрольной линии (Scr) и Psmb9KO. Масштаб-
ный отрезок – 50 мкм.  
Б – иммуноблотинг клеточных лизатов, полученных 
из клонов Psmb9KO и контрольных линий (Scr1–3). 
β-Actin использован как контроль нагрузки белка
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успешно формировали тератомы в мышах с иммуно-
дефицитом. Гистологический анализ тератом выявил 
структуры, относящиеся к производным всех трех 
зародышевых листков, что подтверждает сохране-
ние плюрипотентных свойств Psmb9-дефицитных 
ЭСК. Отсутствие экспрессии Psmb9 не вызывало из-
менений в уровне белков протеасом α7 и каталити-
ческих β2 и β5, а также двух других субъединиц им-
мунопротеасомы – Lmp7 (β5i) и Mecl-1 (β2i). Однако 
в дифференцированных с помощью RA и обработан-
ных IFNγ Psmb9KO ЭСК мы наблюдали накопление 
прекурсорной формы Mecl-1. Это свидетельствует 
о том, что в ЭСК мыши иммунопротеасомы без субъ-
единицы Lmp2 способны существовать в виде про-
межуточной, хотя и собирающейся с меньшей эф-
фективностью формы, что соответствует ранее 
опубликованным данным [23]. Кроме того, в процессе 
дифференцировки Psmb9KO ЭСК увеличивалась ка-

Таблица 2. Индивидуальные значения массы тератом, полученных после трансплантации мышам контрольных 
(Scrambled) эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) и с нокаутом гена Psmb9 (Psmb9KO)

Группа Тип ЭСК Количество 
животных (n) Индивидуальные значения массы тератом, г

Контроль
Scrambled #1 4 1.45, 0.7, 0.55, 0.47
Scrambled #2 4 0.85, 1.6, 0.86, 0.61
Scrambled #3 4 1.3, 1.15, 0.39, 0.25

Psmb9 KO
KO 2-3 2 1.9, 2.35
KO 2-5 2 0.69, 0.26
KO 2-15 2 0.38, 0.20

спаза-подобная активность 20S протеасомы. Это ука-
зывает на вероятное компенсаторное встраивание 
в иммунопротеасомный комплекс β1-субъединицы 
вместо Lmp2. Такой механизм замещения можно 
рассматривать как адаптивный ответ на отсутствие 
Lmp2, который служит для поддержания функци-
ональной активности УПС в дифференцированных 
клетках, индуцированных IFNγ.

Гены Psmb9 и Psmb8, кодирующие субъединицы 
Lmp2 и Lmp7 соответственно, расположены в локу-
се главного комплекса гистосовместимости второго 
типа (MHC II) [30]. С момента первого их описа-
ния исследователи уделяли большое внимание из-
учению функций этих субъединиц в формировании 
иммунного ответа. Нарушение функции Lmp2 при-
водило к нарушению презентации антигенов [24], 
изменению как репертуара TCD8+-лимфоцитов [26], 
так и абсолютному снижению их количества у мы-
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Рис. 4. Оценка плюрипотентных свойств in vivo линий ЭСК с нокаутом гена Psmb9 с помощью тератомного теста. 
А – на диаграмме представлены индивидуальные значения массы тератом, образованных контрольными клет-
ками (Scr) и линиями Psmb9KO. Горизонтальная линия обозначает среднее значение массы тератом для каждой 
группы. н.д. – статистически недостоверно (однофакторный дисперсионный анализ). Б – гистологический анализ 
тератом, образованных Psmb9KO ЭСК. Во всех тератомах обнаружены ткани, характерные для производных 
трех зародышевых листков: эктодермы (ороговевающий эпителий и нейроэпителиальные розетки), мезодермы 
(хондробласты и хондроциты в мезенхиме) и энтодермы (дифференцирующийся энтеродермальный эпителий). 
Окраска гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок – 100 мкм
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Рис. 5. Анализ функциональной активности протеасом и продукции активных форм кислорода в ЭСК мыши 
с нокаутом Psmb9. Клетки контрольных линий (Scr1–3) и клетки Psmb9KO ЭСК (KO2-3, 2-5 и 2-15) культивировали 
в среде SL. Дифференцировку индуцировали ретиноевой кислотой (RA) в течение 2 дней с последующей обра-
боткой IFNγ в течение 1 дня. А – оценка уровней белков субъединиц конститутивных протеасом и иммунопро-
теасом в ЭСК с нокаутом гена Psmb9. Уровни белков в клеточных лизатах оценивали методом иммуноблотинга. 
β-Actin использован как контроль нагрузки белка. Б – нормализация интенсивности полос вестерн-блотинга, по-
казанных на A, к β-актину. В – измерение каспаза-подобной активности (CL) 20S протеасомы. Г – оценка уровня 
активных форм кислорода (АФК). Слева приведены репрезентативные гистограммы распределения клеток 
по интенсивности флуоресценции в FITC-канале. Сдвиг гистограммы вправо указывает на увеличение продукции 
АФК в клетках. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 3). н.д. – статистически недо-
стоверно; *p <0.05 (однофакторный дисперсионный анализ)

шей [25]. Помимо роли в работе иммунной систе-
мы, иммунопротеасомы, включая Lmp2, участвуют 
в поддержании протеостаза и регуляции диффе-
ренцировки клеток. В условиях клеточного стресса, 
вызванного, например, митохондриальной дисфунк-
цией в клетках человека, возрастает уровень Lmp2, 
что способствует повышению активности протеасом 
и снижению накопления окисленных белков [27]. 
Также потеря Lmp2 связана с развитием нейроде-

генеративных изменений при болезни Альцгеймера. 
Так, у мышей с нокаутом гена Psmb9 наблюдается 
потеря миелина, увеличение проницаемости гема-
тоэнцефалического барьера, накопление амилоида-β 
и повышение уровня АФК. Эти факторы приводят 
к хроническому окислительному стрессу, усиле-
нию нейровоспаления и когнитивным нарушени-
ям, что подчеркивает значение Lmp2 в поддержа-
нии нормального состояния клеток мозга [28]. Роль 
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Lmp2 в развитии тканей показана также в иссле-
дованиях, связанных с нейрогенезом. В условиях 
гиперактивности комплекса mTORC1 отсутствие 
Lmp2 замедляет пролиферацию нейрональных 
предшественников, нормализуя их дифференци-
ровку [29]. Кроме того, субъединица Lmp2 играет 
важную роль в дифференцировке мышечных кле-
ток. Ингибирование иммунопротеасом в миобластах 
приводит к повышению уровня окисленных белков 
и нарушению дифференцировки миобластов [22]. 

Учитывая данные о роли Lmp2 в регуляции кле-
точного протеостаза в различных типах тканей, осо-
бый интерес представляет изучение функций им-
мунопротеасом в поддержании плюрипотентности 
ЭСК и их дифференцировке. Уникальная способ-
ность ЭСК к самообновлению и дифференцировке 
зависит от строго регулируемых механизмов, под-
держивающих геномную стабильность и протеостаз. 
Под плюрипотентностью понимают способность ЭСК 
самообновляться и дифференцироваться в любые 
клеточные типы организма, за исключением неко-
торых внезародышевых тканей, таких как трофо-
бласт и первичная энтодерма. Перед имплантаци-
ей эмбриона в эпибласте происходят значительные 
морфологические и молекулярные изменения, ко-
торые готовят клетки к развитию. Образованию 
постимплантационного эпибласта предшествует 
этап поляризации клеток эпибласта с образовани-
ем розеток и последующей люминизации эмбриона 
с образованием проамниотической полости [31, 32]. 
В этот период клетки эпибласта переходят от «наи-
вного» состояния плюрипотентности к «праймиро-
ванному», становясь готовыми к дифференцировке 
в экто-, мезо- и энтодерму. Этот переход включает 
несколько промежуточных состояний с уникаль-
ными характеристиками [33]. На сегодняшний день 
идентифицировано как минимум четыре различных 
типа плюрипотентных клеток, имеющих стабильные 
аналоги в условиях культивирования in vitro [33]. 

В ходе предыдущих исследований мы подтверди-
ли, что экспрессия иммунопротеасом индуцируется 
на стадии эпибластоподобных клеток [15], дости-
гая пика на третий день мезодермальной диффе-
ренцировки (неопубликованные данные) и посте-
пенно снижаясь вплоть до полного исчезновения. 
Эпибластоподобные клетки и клетки на третий день 
мезодермальной дифференцировки в культуре со-
ответствуют клеткам постимплантационного эпи-
бласта и первичной полоски в ходе развития эм-
бриона мыши соответственно. Согласно открытым 
данным РНК-секвенирования отдельных клеток 
(ssRNA-seq), пик экспрессии иммунопротеасом так-
же приходится на стадию закладывания первичной 
полоски [34, 35]. При формировании первичной по-

лоски клетки эпибласта подвергаются эпителиаль-
но-мезенхимному переходу, включая изменения 
формы клеток в результате ремоделирования ак-
тинового цитоскелета, разрушения межклеточных 
контактов, деградации базальной мембраны и ак-
тивации взаимодействия клеток с внеклеточным 
матриксом [36]. Кроме того, в этот период скорость 
деления клеток эпибласта сильно увеличивается. 
При переходе к этапу гаструляции клетки эпибла-
ста мыши переключаются с типичного для млеко-
питающих клеточного цикла продолжительностью 
12–14 ч на более короткий – 6–8 ч [37]. При зна-
чительных изменениях, характерных для раннего 
эмбрионального развития, критически важно обе-
спечить быструю адаптацию клеток к внутренним 
и внешним сигналам. Иммунопротеасомы отлича-
ются быстрой кинетикой сборки и коротким вре-
менем полужизни [38]. Полагается, что в условиях 
стресса и провоспалительного сигналинга иммуно-
протеасомы могут более эффективно осуществлять 
деградацию поврежденных и полиубиквитинирован-
ных белков (см. обзор [11]). Можно предположить, 
что роль иммунопротеасом в раннем эмбриональном 
развитии заключается в предотвращении накопле-
ния ненужных и/или поврежденных белков. Однако 
важно отметить, что мыши с нокаутом всех трех ка-
талитических субъединиц иммунопротеасом не име-
ют критических аномалий неонатального развития. 
Это может указывать на наличие компенсаторных 
механизмов, способных замещать их функции. 
Исследования с использованием клеток, лишенных 
как отдельных каталитических субъединиц имму-
нопротеасомы, так и всех трех, позволят уточнить 
роль иммунопротеасомы в поддержании протеоста-
за и участии в дифференцировке ЭСК.

ВЫВОДЫ
Таким образом, нами создана и охарактеризована 
линия ЭСК мыши с нокаутом гена Psmb9, кодиру-
ющего каталитическую субъединицу иммунопро-
теасомы – Lmp2 (β1i). Установлено, что отсутствие 
Lmp2 не влияет на морфологию и пролифератив-
ную активность ЭСК, а также на их плюрипотент-
ный статус. Данная клеточная линия представляет 
перспективный инструмент для изучения роли гена 
Psmb9 и иммунопротеасом в последующих этапах 
дифференцировки ЭСК in vitro. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда (№ 22-14-00390). 
Эксперименты по секвенированию выполнены 
за счет средств, предоставленных в рамках 
соглашения 075-15-2021-1075 с Минобрнауки 

от 28-09-2021.
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должен проявляться в непосредственной близости 
к месту реакции [2]. Сейчас БНЗТ находится в ста-
дии интенсивного развития – ведутся разработки 
как по созданию компактных ускорителей пучка 
нейтронов, так и по созданию 10В-содержащих пре-
паратов, обладающих биосовместимостью и стабиль-
ностью in vivo [3]. 

В настоящее время из препаратов, одобренных 
для клинического применения в БНЗТ, доступно 
только одно соединение – производное фенилала-
нина с атомом 10B, 4-бор-L-фенилаланин (4-BPA). 
Так, в Японии 4-L-10BPA зарегистрирован с 2020 
года в качестве средства для лечения локально ре-
цидивирующего рака головы и шеи под торговым 
названием Borofalan (Steboronine®) [4].

РЕФЕРАТ Бор-нейтронозахватная терапия (БНЗТ) – это интенсивно развивающаяся область лучевой 
терапии онкологических заболеваний, основанная на накоплении в опухолевых клетках радиочувстви-
тельного изотопа 10В с последующим облучением опухоли тепловыми нейтронами. Широкое исполь-
зование БНЗТ в клинической практике сдерживается низким накоплением препаратов, содержащих 
10В, в опухоли или их высокой токсичностью для организма. Данная работа посвящена получению 
опухоль-специфичных препаратов липосом, загруженных 4-L-борфенилаланином (4-L-10BPA), для ис-
пользования в БНЗТ. По данным спектрофотометрии и масс-спектроскопии с индуктивно-связанной 
плазмой, включение 4-L-10BPA в липосомы составило ~ 120 000 молекул на липосому. Специфичность 
липосом к рецептору второго типа эпидермального фактора роста человека (HER2) определялась нали-
чием на внешней поверхности липосом белка на основе анкириновых повторов DARPin_9-29, высоко-
специфичного к HER2. Установлено, что DARPin-модифицированные липосомы связываются с HER2-
сверхэкспрессирующими клетками и эффективно интернализуются в цитоплазму клеток. Способность 
липосом, функционализированных DARPin, специфически доставлять большие количества 4-L-10BPA 
в раковые клетки, возможно, откроет новые перспективы для БНЗТ.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА бор-нейтронозахватная терапия, HER2-специфическая терапия, липосомы, 4-L-10BPA.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БНЗТ – бор-нейтронозахватная терапия; HER2 (human epidermal growth 
factor receptor II) – рецептор второго типа эпидермального фактора роста человека; 4-L-10BPA – 
4-L-борфенилаланин с изотопом 10В.

ВВЕДЕНИЕ
Бор-нейтронозахватная терапия (БНЗТ) – метод 
терапии злокачественных опухолей, при кото-
ром радиочувствительный изотоп 10В, предвари-
тельно накопленный в опухоли, подвергается ней-
тронному облучению. При поглощении нейтронов 
10В происходит ядерная реакция с большим вы-
делением энергии, что вызывает гибель клетки: 
10B + 1n → 4He(α) + 7Li + 2.4 MэВ [1]. Теоретически, 
в  результате данной реакции должны поги-
бать только клетки, содержащие 10B, поскольку 
α-частицы и ядра лития характеризуются быстрым 
торможением и малым пробегом в тканях организ-
ма (5–9 мкм), что приблизительно равно диаметру 
клетки. Таким образом, цитотоксический эффект 
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Проблемы, приводящие к ограниченному исполь-
зованию 4-L-10BPA, связаны с низкой степенью на-
копления вещества в раковых клетках и его низкой 
растворимостью в воде.

Доставка 4-L-10BPA в опухолевые клетки осу-
ществляется по механизму активного транспорта 
через переносчики L-аминокислот, главным обра-
зом через LAT-1 [5, 6], и не зависит от pH и кон-
центрации ионов Na+. LAT-1, представляющий собой 
гетеродимерный трансмембранный белок, осущест-
вляет транспорт в клетку нейтральных аминокислот 
с разветвленными боковыми цепями (валин, лейцин, 
изолейцин), а также ароматических аминокислот 
(триптофан, тирозин) [7–9]. Сверхэкспрессия данного 
транспортера характерна для многих видов опухолей 
[10] и может рассматриваться как мишень для адрес-
ной доставки 4-L-10BPA. Однако проблема нако-
пления 4-L-10BPA в раковой клетке связана с тем, 
что L-аминотранспортеры работают по принципу ан-
типорта: при уменьшении внеклеточной концентра-
ции L-10BPA происходит эффлюкс внутриклеточного 
L-10BPA с заменой на другой внеклеточный субстрат, 
например, тирозин [11]. Этот механизм препятствует 
достижению внутриопухолевых концентраций бора 
(20–50 мкг 10В/г опухоли, ~ 109 атомов 10В /клетка), 
необходимых для эффективной БНЗТ [12].

Также клиническое применение 4-L-10BPA сильно 
осложняется низкой растворимостью (0.6 г/л) дан-
ного вещества в растворах с нейтральным значе-
нием рН. Для увеличения растворимости 4-L-10BPA 
Mori Y. с сотр. предложили использовать комплекс 
4-L-10BPA с моносахаридами [13]. На сегодняшний 
день стандартным методом клинического приме-
нения 4-L-10BPA для БНЗТ является внутривен-
ное введение комплекса 4-L-10BPA с D-фруктозой 
или сорбитолом. Однако стоит отметить, что этот 
способ не является идеальным: так, пациенту с мас-
сой тела 60 кг системно вводят 1 л раствора, содер-
жащего 30 г 4-L-10BPA и 31.5 г D-сорбитола. Столь 
высокая нагрузка приводит к побочным эффектам 
в виде гипогликемии, развития печеночной и почеч-
ной недостаточности у лиц с наследственной непе-
реносимостью фруктозы (как следствие метаболиз-
ма сорбитола), а также к возникновению гематурии, 
развивающейся на фоне кристаллизации 4-L-10BPA 
в моче [4, 14, 15]. 

Таким образом, разработка новых формуляций 
борсодержащих веществ, позволяющих повысить 
эффективность накопления лекарств в опухоли 
и уменьшить побочные эффекты, является приори-
тетом фундаментальных медицинских исследований 
в рамках развития БНЗТ.

Липосомы, в силу отсутствия собственной токсич-
ности, способности инкапсулировать большое ко-

личество лекарственного препарата как в водную, 
так и в гидрофобную фазу, а также в силу возмож-
ности модификации внешней поверхности лиганда-
ми, специфичными к опухоль-ассоциированным ан-
тигенам, для активного таргетинга, рассматриваются 
как эффективные средства доставки лекарств [16].

Ранее нами была разработана система получения 
нанолипосом (~ 100 нм), внешняя поверхность ко-
торых модифицирована адресным модулем, специ-
фичным к рецептору эпидермального фактора роста 
человека второго типа (HER2), а внутренняя водная 
среда содержит большое количество (до 10 000 
молекул на липосому) белковых токсинов [17–19] 
или пептидо-нуклеиновых кислот [20]. В данной ра-
боте этот подход использован для получения HER2-
специфичных липосом, загруженных 4-L-10BPA.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение DARPin-модифицированных липосом, 
загруженных 4-L-10BPA
Навески 4-L-10BPA (Katchem, Чехия) 10 и 15 мг 
(каждая в трех повторах) растворяли в 300 мкл 
воды Milli-Q и смешивали с раствором D-фруктозы 
(Sigma, США) в молярном соотношении 1:1. Далее 
постепенно (в течение 10–15 мин) добавляли по ка-
плям 1 М NaOH до полного растворения 4-L-10BPA, 
рН раствора при этом был равен 10–10.5. Затем с по-
мощью концентрированной 1 М HCl постепенно до-
водили рН до 8.0. К полученному раствору добавляли 
смесь фосфолипидов, приготовленную из гранул L-α-
фосфатидилхолина (40%), фосфатидилэтаноламина 
(16%) и фосфатидилинозитола (11%) (Avanti Polar 
Lipids), до конечной концентрации 4 г/л, подверга-
ли 5-кратной процедуре быстрого замораживания-
оттаивания и продавливали с помощью экструдера 
через фильтр с диаметром пор 100 нм. Чтобы из-
бавиться от невключенного в липосомы комплекса 
BPA–D-фруктоза, смесь липосом пропускали по ко-
лонке NAP-5, уравновешенной буфером 100 мМ NaPi 
pH 8.0. Далее для введения SH-групп липосомы мо-
дифицировали 2-иминотиоланом (Merck, ФРГ), по-
сле чего конъюгировали SH-содержащие липосомы 
с DARPin_9-29, модифицированным гетерофункци-
ональным билинкером sulfo-EMSC (Thermo Fisher 
Scientific, США), как описано в [17].

Гидродинамический размер и ζ-потенциал адрес-
ных и безадресных борсодержащих липосом опре-
деляли с помощью анализатора Zetasizer Nano ZS 
(Malvern Instruments, Великобритания). Перед из-
мерением образцы, находящиеся в растворе 150 мМ 
NaCl, 20 мМ NaPi pH 7.5, разбавляли водой в 25 раз. 
Значения ζ-потенциала рассчитывали с использова-
нием приближения Смолуховского.
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Для использования в методах конфокальной ми-
кроскопии и проточной цитометрии DARP-Lip(BPA) 
конъюгировали с гидроксисукцинимидным эфиром 
AF-488 (Lumiprobe, Россия) по протоколу произво-
дителя.

Количественное определение содержания бора 
в липосомах 
Загрузку 4-L-10BPA в адресные липосомы опре-
деляли с помощью масс-спектрометра с индук-
тивно-связанной плазмой ICP-MS (NexION 2000, 
PerkinElmer). Для этого 50 мкл образца липосом 
растворяли в 300 мкл царской водки, выдержи-
вали в течение 1 ч при 70ºС, добавляли 1200 мкл 
воды Milli-Q и анализировали с помощью ICP-MS. 
Концентрацию липосом определяли спектрофотоме-
трически как описано в [17], записывая спектр по-
глощения в кварцевой кювете на спектрофотометре 
Ultrospec 7000 (GE) в диапазоне 210–800 нм.

Клеточные культуры
В работе использовали клеточные линии карциномы 
яичников (SKOV-3) и шейки матки (Hela) человека. 
Клетки культивировали при 37°С во влажной ат-
мосфере в 5% среде RPMI 1640 («ПанЭко», Россия), 
содержащей 2 мМ L-глутамина («ПанЭко»), 10% фе-
тальной бычьей сыворотки (Gibco, США) и антибио-
тик (10 ЕД/мл пенициллина, 10 мкг/мл стрептомици-
на, «ПанЭко»).

Проточная цитометрия
Для оценки способности связывания DARP-Lip(BPA) 
с рецептором HER2 200 000 клеток SKOV-3 и Hela 
инкубировали в полной ростовой среде в течение 
10 мин при 37ºС с различными концентрациями 
(350 или 150 нМ) DARP-Lip(BPA)-AF488 (концентра-
ция указана по красителю; концентрация DARPin-
модифицированных липосом составляла 1 и 0.5 нМ 
соответственно). После окончания инкубации клетки 
трижды промывали PBS и анализировали на при-
боре NovoCyte 3000.

Для возбуждения флуоресценции AF488 использо-
вали лазер с длиной волны 488 нм, флуоресценцию 
детектировали в канале 530 ± 30 нм (канал FITC).

Конфокальная микроскопия
Изучение связывания адресного модуля в составе 
DARP-Lip(BPA) с рецептором HER2 на поверхности 
клеток SKOV-3, для которых характерна сверхэк-
спрессия данного рецептора, проводили с исполь-
зованием конфокальной микроскопии. Около 3500 
клеток линии SKOV-3 высевали в лунки 96-луноч-
ного планшета со стеклянным дном (Eppendorf) 
и культивировали в течение ночи. На следую-

щий день к клеткам добавляли 250 нМ конъю-
гата DARP-Lip(BPA)-AF488 (концентрация ука-
зана по красителю), инкубировали в течение 20 
или 120 мин. Ядра окрашивали 10 нМ Hoechst 
33342 (10 мин при 37°C). Клетки трижды промы-
вали PBS, добавляли среду FluoroBright (Gibco) 
и анализировали с помощью конфокального микро-
скопа LSM 980 (Carl Zeiss, ФРГ), используя масля-
ный иммерсионный объектив 63× Plan-Apochromat. 
Флуоресценцию Hoechst 33342 возбуждали лазером 
с длиной волны 405 нм, детектировали при 410–
520 нм, AF488 возбуждали лазером с длиной волны 
488 нм и детектировали при 497–562 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение и характеристика HER2-
специфичных липосом, загруженных 4-L-10BPA 
Низкая растворимость 4-L-10BPA в воде, низкое на-
копление в опухолевой ткани и быстрое выведе-
ние из кровотока являются основными проблемами 
при использовании 4-L-10BPA в БНЗТ. Для решения 
этих задач разрабатываются различные носители 
для 4-L-10BPA, которые позволили бы повысить со-
вместимость данного вещества с водными средами, 
увеличить накопление в целевой ткани и пролонги-
ровать циркуляцию в кровотоке [21, 22]. Липосомы 
диаметром 100–200 нм являются наиболее часто 
используемыми средствами доставки лекарств, по-
скольку, проникнув через фенестрированный эндо-
телий стенок кровеносных сосудов опухоли, способны 
накапливаться в подлежащей опухолевой ткани [23].

В качестве мишени для нацеливания липосом 
на раковые клетки был выбран опухоль-ассоции-
рованный антиген HER2, повышенная экспрессия 
которого характерна для многих опухолей эпите-
лиального происхождения человека [24]. В совре-
менной медицинской практике онкомаркер HER2 
является терапевтической мишенью для моно-
клональных антител (Пертузумаб, Трастузумаб) 
и ингибиторов киназ (Лапатиниб) при HER2-
положительных опухолях молочной железы [24].

В качестве векторной молекулы, направляющей 
нанолипосомы к заданному опухоль-ассоциирован-
ному антигену, мы использовали скаффолдный бе-
лок на основе анкириновых повторов DARPin_9-29 
(Designed Ankyrin Repeat Protein). DARPin_9-29 
представляет собой миметик антитела, способный 
к высокоспецифичному взаимодействию с субдоме-
ном I рецептора HER2 (KD= 3.8 нМ) [25].

Загрузку 4-L-10BPA в липосомы осуществляли 
в составе комплекса с D-фруктозой в молярном со-
отношении 1:1 (рис. 1А). Для проверки воспроизво-
димости методики загрузки 4-L-10BPA в липосомы 
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получали шесть образцов липосом с 4-L-10BPA, на-
чиная со стадии навески 4-L-10BPA.

Спектры поглощения образцов #1–6 DARPin-
модифицированных липосом, загруженных 
4-L-10BPA, имеют характерный пик при 270 нм, 
обусловленный поглощением включенного 10BPA. 
В спектре поглощения пустых липосом, получен-
ных из суспензии фосфолипидов с концентра-
цией 1.9 мг/мл (красная кривая на рис. 1Б), пик 
при 270 нм отсутствует. В остальном спектры пу-
стых и загруженных липосом совпадают. Ранее 
мы установили, что молярная концентрация суспен-
зии немодифицированных липосом с концентрацией 
1 мг/мл равна 1.1 нМ [17]. Для DARPin_9–29 харак-
терно слабое поглощение на 280 нм, так как молеку-
ла белка бедна ароматическими кислотными остат-
ками (пять остатков фенилаланина и нет остатков 
триптофана). Поэтому наличие DARPin на поверх-
ности липосом не вносит изменений в липосомный 
спектр поглощения. Таким образом, молярная кон-
центрация липосом в образцах #1–6 равна 2.09 нМ. 

Количественное содержание бора в липосомах 
определяли с помощью ICP-MS. Концентрация бора 

в образцах липосом не зависела от исходной наве-
ски (что, возможно, указывает на максимально воз-
можную заполненность водной фазы комплексом 
BPA–D-фруктоза в липосоме) и составила в сред-
нем 258 ± 44 мкМ, что соответствует (1.2 ± 0.2) × 105 
молекул 4-L-10BPA на липосому.

Размер и ζ-потенциал 4L-10BPA-содержащих 
липосом, модифицированных и немодифицирован-
ных DARPin_9-29, измеряли методами динами-
ческого и электрофоретического светорассеяния. 
Конъюгация липосом с DARPin_9-29 приводит 
к увеличению их гидродинамического диаметра 
от 125.9 ± 37.2 до 151.80 ± 52.79 нм (рис. 2А) и изме-
нению ζ-потенциала с -59.1 ± 10.1 на -50.0 ± 6.96 мВ 
(рис. 2Б). Отрицательный ζ-потенциал липосом сви-
детельствует о стабильности образца и отсутствии 
склонности к агрегации.

Анализ специфичности взаимодействия 
DARP-Lip(BPA) с рецептором HER2 in vitro 
Способность адресного модуля DARPin_9-29, на-
ходящегося на поверхности 4L-10BPA-содержащих 
липосом, взаимодействовать с рецептором HER2 
на поверхности клеток изучали двумя независимы-
ми методами – проточной цитометрией и конфо-
кальной микроскопией (рис. 3). Поскольку DARP-
Lip(BPA) не обладают собственной флуоресценцией, 
липосомы перед использованием в вышеупомяну-
тых оптических методах анализа конъюгировали 
с флуоресцентным красителем AF-488-NH. В экс-
перименте использовали две линии опухолевых 
клеток человека: линию карциномы яичников 
SKOV-3, для которой характерен повышенный уро-
вень рецептора HER2 на поверхности клеток (106 
рецепторов на клетку), и линию карциномы шейки 
матки Hela, которая характеризуется нормальным 
(для всех тканей эпителиального происхождения) 
уровнем HER2 (104 рецепторов на клетку). Клетки 
SKOV-3 и Hela инкубировали с DARP-Lip(BPA)/
AF488 в двух концентрациях – 150 и 350 нМ, 
как описано в «Экспериментальной части». Данные 
проточной цитометрии свидетельствуют о том, 
что взаимодействие DARP-Lip(BPA) с клетками 
является HER2-специфичным. Так, в случае HER2-
сверхэкспрессирующих клеток SKOV-3 увеличение 
концентрации DARP-Lip(BPA)/AF488 в клеточной 
суспензии приводит к увеличению сдвига интенсив-
ности флуоресценции относительно контроля (зеле-
ная кривая): в ~13.6 раза для концентрации DARP-
Lip(BPA)/AF488, равной 150 нМ (синяя кривая), 
и в ~36.9 раза для концентрации DARP-Lip(BPA)/
AF488, равной 350 нМ (красная кривая) (рис. 3А, ле-
вая верхняя диаграмма). При этом интенсивность 
флуоресценции клеток Hela практически не зави-

Рис. 1. DARPin-модифицированные липосомы, содержа-
щие комплекс 4-L-10BPA–D-фруктоза. А – схематическое 
изображение DARP-Lip(BPA). Внутренняя среда липосом 
загружена комплексом 4-L-10BPA–D-фруктоза. Внешняя 
поверхность модифицирована HER2-специфичным скаф-
фолдным белком DARPin_9-29. Б – спектры поглощения 
DARPin-модифицированных образцов #1–6, содер-
жащих 4-L-10BPA, и спектр поглощения пустых липосом 
с концентрацией 1.9 мг/мл (красная кривая) 
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Рис. 2. Характери-
стика гидродина-
мического диаме-
тра и ζ-потенциала 
10BPA-содержа
щих липосом, 
модифицирован-
ных и немоди-
фицированных 
DARPin_9-29. 
А – гидродинами
ческий размер 
DARP-Lip(BPA) 
и Lip(BPA). 
Б – ζ-потенциал 
DARP-Lip(BPA) 
и Lip(BPA)
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Рис. 3. Взаимодействие DARP-Lip(BPA) с рецептором HER2 in vitro. А – оценка специфичности взаимодействия 
DARP-Lip(BPA) (верхние диаграммы) и Lip(BPA) (нижние диаграммы) с HER2-положительными клетками SKOV-3 
и клетками Hela с нормальным уровнем экспрессии HER2 методом проточной цитометрии. На диаграммах ука-
зана средняя интенсивность флуоресценции в зеленом канале для клеток, не обработанных DARP-Lip(BPA) (зе-
леная кривая), и клеток, обработанных DARP-Lip(BPA) в концентрации 150 нМ (синяя кривая) и 350 нМ (красная 
кривая). Б – изучение взаимодействия DARP-Lip(BPA) с клетками SKOV-3 методом конфокальной микроскопии. 
На фото указано время инкубации клеток с DARP-Lip(BPA) до съемки. Ядра окрашены Hoechst 33342
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сит от концентрации DARP-Lip(BPA)/AF488 в сре-
де, отличаясь от контроля (зеленая линия) в 4 и 5 
раз для 150 нМ (синяя кривая) и 350 нМ (крас-
ная кривая) DARP-Lip(BPA)/AF488 соотвественно 

(рис. 3А, правая верхняя диаграмма). Это объяс-
няется отсутствием свободных HER2-рецепторов 
на поверхности клеток Hela, доступных для взаи-
модействия с DARP-Lip(BPA). Безадресные липосо-
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мы, загруженные 4-L-10BPA, не приводят к сдвигу 
интенсивности флуоресценции как в случае клеток 
SKOV-3, так и в случае Hela, что говорит о DARPin-
опосредованном взаимодействии липосом с клетка-
ми (рис. 3А, нижний ряд диаграмм). 

Специфичность связывания DARP-Lip(BPA) 
с рецептором HER2 на поверхности раковых кле-
ток подтвердили также с помощью конфокальной 
микроскопии. Так, после 20-минутной инкубации 
клеток SKOV-3 с DARP-Lip(BPA)/AF-488 наблюда-
лось характерное окрашивание клеточной мембраны 
(рис. 3Б, верхнее фото). При дальнейшей инкуба-
ции клеток с DARP-Lip(BPA) происходит интерна-
лизация липосом в течение 120 мин, о чем свиде-
тельствуют зеленые пиксели в цитоплазме (рис. 3Б, 
нижнее фото).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для эффективной БНЗТ необходимо, чтобы в ра-
ковой клетке накопилось ~ 109 атомов 10В [12]. 

Применимость 4-L-10BPA в БНЗТ ограничена его 
низкой растворимостью в воде и низким накоплени-
ем в клетке. В данном исследовании предложен спо-
соб получения наноразмерных HER2-специфичных 
липосом, внутренняя среда которых содержит 
большие количества (~120 000 молекул/липосома) 
4-L-10BPA. Исследования in vitro показали, что по-
лученные липосомы эффективно взаимодейству-
ют с HER2-рецептором на поверхности раковых 
клеток и эффективно интернализуются. Полагаем, 
что способность липосом, функционализированных 
DARPin, специфически доставлять большие коли-
чества 4-L-10BPA в раковые клетки позволит пре-
одолеть проблему низкого накопления 4-L-10BPA и, 
возможно, откроет новые перспективы для БНЗТ. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (№ 24-62-00018 

«Перспективные комбинированные технологии 
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РЕФЕРАТ Нарушение эпигенетической регуляции и формирование аберрантных паттернов метилиро-
вания ДНК – важный компонент патогенеза нейродегенеративных заболеваний. Изменения метилиро-
вания, обнаруживаемые у пациентов с рассеянным склерозом (РС), могут лежать в основе нарушения 
экспрессии генов, связанных с контролем воспалительных реакций, образованием миелина и поддер-
жанием стабильной структуры миелиновой оболочки. Потенциальная обратимость эпигенетических 
изменений определяет целесообразность изучения их механизмов. В представленной работе оценено 
метилирование ретротранспозонов семейства LINE-1 в периферических клетках крови пациентов с РС 
и здоровых лиц контрольной группы. У здоровых испытуемых отмечено снижение уровня метилиро-
вания LINE-1 с возрастом. У пациентов с РС выявлена положительная корреляционная связь уровня 
метилирования LINE-1 с длительностью РС. Показано, что при прогрессирующем течении РС уровень 
метилирования LINE-1 достоверно выше, чем при ремиттирующем типе РС. Установлено, что обна-
руживаемые при РС изменения метилирования LINE-1 коррелируют с изменением сывороточных 
уровней гомоцистеина и витамина В9, а также зависят от генотипа по полиморфизму С677Т гена 
MTHFR. Полученные данные показывают вклад полиморфизма С677Т в реализацию эпигенетических 
нарушений при развитии РС и указывают на то, что гиперметилирование может быть опосредовано 
нарушениями фолатного обмена при РС. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА метилирование, LINE-1, рассеянный склероз, гомоцистеин, метаболизм фолатов, по-
лиморфизм С677Т.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ РС – рассеянный склероз; РР РС – ремиттирующий РС; ПП РС – первично-
прогрессирующий РС; ВП РС – вторично-прогрессирующий РС; КИС – клинически изолирован-
ный синдром; LINE-1 – Long Interspersed Nuclear Element-1, длинные диспергированные ядерные 
элементы семейства L1; ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; SAM – S-аденозилметионин; SAH – 
S-аденозилгомоцистеин; MTHFR – метилентетрагидрофолатредуктаза; MTR – метионинсинтаза; 
MTRR – метионинсинтаза-редуктаза; Hcy – гомоцистеин; Hcy/B9 – отношение уровня гомоцистеина 
к уровню витамина В9; ПМНК – периферические мононуклеарные клетки крови; EDТА – этилен-
диаминтетрауксусная кислота; EDSS – Expanded Disability Status Scale, расширенная шкала оценки 
инвалидизации; MSSS – Multiple Sclerosis Severity Score, шкала оценки скорости прогрессирования 
рассеянного склероза; MS-HRM-анализ – Methyl-sensitive High-Resolution Melting Assay, метил-чув-
ствительный анализ кривых плавления с высоким разрешением; ПЦР – полимеразная цепная реакция; 
AUC – Area Under Curve, площадь под кривой. 
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ВВЕДЕНИЕ
Рассеянный склероз (РС) – хроническое демиели-
низирующее заболевание аутоиммунной природы, 
сопровождающееся прогрессированием неврологи-
ческой симптоматики и инвалидизацией пациен-
тов. Генетическая предрасположенность и внешние 
факторы, выполняющие роль триггера в запуске па-
тологического процесса, составляют основу этиоло-
гии РС [1, 2]. Развитие возможностей для изучения 
модификаций генома привело к пониманию более 
сложной картины патогенеза РС, включающей так-
же эпигенетические влияния, в том числе измене-
ния метилирования ДНК. Нарушения экспрессии 
генов в результате гипо- либо гиперметилирования 
регуляторных областей генома могут способствовать 
изменению восприимчивости к внешним факторам 
и повышению риска развития заболевания [3].

При полногеномном анализе у пациентов с РС 
обнаруживаются значительные отличия профилей 
метилирования ДНК в сравнении с контрольной 
группой [4–6]. Прогрессирующее течение РС харак-
теризуется тем, что дифференциально метилиро-
ванные сайты в большинстве случаев оказываются 
гиперметилированными [7]. Выявляемые измене-
ния метилирования ДНК затрагивают механизмы 
регуляции проницаемости гематоэнцефалического 
барьера (ГЭБ), контроля иммуновоспалительных 
реакций, механизмы образования зрелых миелини-
зирующих олигодендроцитов и поддержания ста-
бильности миелиновой оболочки [6, 8, 9]. При ана-
лизе глобального уровня метилирования генома 
на основе оценки метилирования ретротранспозонов 
LINE-1 в клетках крови установлена взаимосвязь 
гиперметилирования LINE-1 с повышением риска 
клинической активности заболевания [10]. У паци-
ентов, получавших IFN-β, высокий уровень мети-
лирования LINE-1 коррелировал с неэффективно-
стью проводимой иммуномодулирующей терапии 
[11]. Гиперметилированные фрагменты LINE-1 об-
наружены в свободно циркулирующей (внеклеточ-
ной) ДНК пациентов с РС [12]. В аналитическом 
обзоре, обобщающем результаты изучения мети-
лирования ДНК при РС, отмечено, что уровень 
метилирования LINE-1 может быть перспектив-
ным маркером для диагностики и прогнозирования 
при РС, так как показана связь этого показателя 
как с выраженностью неврологического дефицита, 
так и с наличием ответа на терапию [13]. 

Известно, что поддержание адекватного уровня 
метилирования тесно связано с метаболизмом одно-
углеродных фрагментов [14]. При функционирова-
нии двух сопряженных циклов – фолатного и цикла 
гомоцистеин–метионин – образуется универсаль-
ный донор метильной группы S-аденозилметионин 

(SAM) и  ингибитор ДНК-метилтрансфераз 
S-аденозилгомоцистеин (SAH). Баланс этих проме-
жуточных продуктов одноуглеродного метаболизма 
может быть нарушен при недостатке метионина 
в рационе питания, а также при дефиците вита-
минов группы В, выполняющих функцию кофер-
ментов в реакциях реметилирования гомоцистеина. 
Изменение активности ключевых ферментов фолат-
ного цикла – метилентетрагидрофолатредуктазы 
(MTHFR), метионинсинтазы (MTR) и метионинсин-
тазы-редуктазы (MTRR), обусловленное наличием 
полиморфизмов в генах, кодирующих эти фермен-
ты, также может приводить к изменению уровня 
общегеномного метилирования вследствие замед-
ленной конверсии гомоцистеина в метионин, избы-
точного накопления гомоцистеина в сыворотке кро-
ви и изменения соотношения SAM/SAH [15].

Целью представленного исследования была ха-
рактеристика уровня метилирования LINE-1 в пе-
риферических клетках крови у пациентов с рас-
сеянным склерозом, определение лабораторных 
показателей, характеризующих состояние фолатно-
го обмена – уровня гомоцистеина, цианокобаламина 
(витамина В12) и фолиевой кислоты (витамина В9) 
в сыворотке крови, определение генотипов по основ-
ным полиморфизмам генов фолатного цикла и ана-
лиз взаимосвязей между метилированием LINE-1 
и метаболизмом фолатов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для проведения исследования была сформирована 
выборка, в которую вошли 27 пациентов – 23 с диа-
гнозом РС, подтвержденным согласно междуна-
родным критериям МакДональда 2005, 2010 и 2017 
[16, 17], и четыре пациента с диагнозом клиниче-
ски изолированный синдром (КИС), вероятный РС. 
У 11 пациентов длительность заболевания не пре-
вышала 1 год, у 16 пациентов длительность РС со-
ставила от 1 до 23 лет. Все пациенты находились 
на амбулаторном наблюдении в клинике ФГБУ 
«НМИЦ им. В.А. Алмазова» и клинике Первого 
Санкт-Петербургского государственного медицин-
ского университета им. академика И.П. Павлова. 
Контрольную группу составили 20 человек без не-
врологической патологии. Характеристики иссле-
дованных групп представлены в табл. 1. Степень 
неврологического дефицита определяли в соответ-
ствии с расширенной шкалой оценки инвалидиза-
ции (EDSS). Для определения скорости прогресси-
рования заболевания на основе данных о возрасте, 
длительности заболевания и степени инвалидиза-
ции рассчитывали балл по шкале Multiple Sclerosis 
Severity Score (MSSS) [18]. От всех пациентов и здо-
ровых добровольцев получали добровольное инфор-
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мированное письменное согласие на участие в ис-
следовании.

Первичная подготовка образцов для оценки 
уровня метилирования 
Периферические мононуклеарные клетки крови 
(ПМНК) получали методом градиентного центрифу-
гирования с фиколлом из образцов венозной крови, 
отобранной в вакуумные пробирки с антикоагулян-
том (EDТА). Из полученной суспензии ПМНК вы-
деляли ДНК колоночным методом с использованием 
комплекта реагентов для выделения нуклеиновых 
кислот («Биолабмикс», Россия) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Качество выделенной 
ДНК контролировали, измеряя концентрацию и от-
ношение поглощения на длинах волн 260 и 280 нм 
(A260/280) на спектрофотометре NanoDrop LITE 
(Thermo Fisher Scientific, США). Для бисульфитной 
конверсии использовали набор реагентов BisQuick 
(«Евроген», Россия), в реакцию брали не менее 
100 нг ДНК. 

Уровень метилирования LINE-1
Уровень метилирования LINE-1 определяли с ис-
пользованием метил-чувствительного анализа кри-
вых плавления с высоким разрешением (MS-HRM-
анализ, Methyl-sensitive High-Resolution Melting 
Assay). ПЦР проводили с использованием прото-
кола амплификации и олигонуклеотидных прай-
меров согласно [19]. Амплификацию, детекцию 
флуоресцентного сигнала и последующий анализ 
кривых плавления проводили с использованием 
детектирующего амплификатора ДТ-прайм («ДНК-
Технология», Россия). ПЦР проводили в конечном 
объеме 25 мкл, с использованием готовой реакци-

онной смеси, содержащей интеркалирующий краси-
тель SYBER Green («Евроген»), 20 пмоль каждого 
праймера и 10 нг модифицированной бисульфитом 
матрицы ДНК. Все реакции проводили в двух по-
вторах. 

Для построения калибровочных кривых готовили 
образцы с заданным процентом метилирования – 
от 0 до 100%. Полностью метилированную ДНК по-
лучали с использованием CpG-метилазы M.SSI 
(«СибЭнзим», Россия) из геномной ДНК клеточной 
линии человека L68 («СибЭнзим»). В качестве пол-
ностью неметилированной ДНК использовали стан-
дарт неметилированной ДНК человека (CpGenome 
Human Non-Methylated DNA Standard Set, Sigma-
Aldrich, Швеция). Образцы 100% метилированной 
и неметилированной контрольной ДНК подвергали 
бисульфитной конверсии (одновременно с исследу-
емыми образцами), далее амплифицировали целе-
вой фрагмент с использованием конвертированных 
стандартных образцов в качестве матрицы и вырав-
нивали стандарты по концентрации таким образом, 
чтобы при детекции флуоресцентного сигнала в ре-
жиме реального времени разница значений порого-
вого цикла Ct не превышала двух. Подготовленные 
таким образом полностью метилированный и не-
метилированный стандартные образцы смешивали 
в соответствующих соотношениях для получения 
калибраторов с уровнем метилирования 25, 50, 75%. 
В последующем при каждой постановке проводи-
ли амплификацию всех калибровочных образцов. 
Различия профилей плавления и разница темпе-
ратур для пиков плавления метилированной и не-
метилированной ДНК указывают на амплификацию 
продуктов, отличающихся соотношением цитозина 
и тимина (рис. 1А). 

Для возможности количественной оценки уровня 
метилирования данные измерений флуоресценции 
от каждой точки по градиенту температуры для ка-
либраторов и исследуемых образцов импортирова-
ли в Excel в виде текстового файла. Данные нор-
мировали и для каждой нормализованной кривой 
плавления строили график различий относитель-
но кривой плавления, выбранной в качестве базо-
вой линии и соответствующей графику для 100% 
метилированного стандартного образца. Для по-
стобработки данных MS-HRM вычисляли величи-
ну площади под кривой (AUC, Area Under Curve), 
являющейся производной кривой плавления HRM. 
После нормализации на графике различий каждая 
кривая отображалась в том виде, в котором она по-
является при вычитании значения AUC для базовой 
линии. Примеры графиков различия для образцов 
с разным уровнем метилирования представлены 
на рис. 1Б. Уровень метилирования образцов вы-

Таблица 1. Характеристика пациентов и здоровых ис-
пытуемых, принимавших участие в исследовании

Характеристика Контроль
(n = 20)

РС
(n = 27)

Возраст, г. 31.0 [24.5; 39.3] 33.0 [27.5; 42.5]
Пол (Ж : М) 16 : 4 18 : 9
EDSS, балл - 3.0 [2.0; 3.9]*
MSSS, балл - 3.0 [2.1; 4.1]*

Диагноз и тип течения РС 
(КИС/РР РС/ВП РС/ПП РС) - 4/18/3/2

Длительность РС, г. - 6.5 [2.8; 14.0]*

Примечание. Данные для возраста, EDSS и MSSS пред-
ставлены в виде: медиана [1-й квартиль; 3-й квартиль].
*Медиану и межквартильные интервалы значений EDSS, 
MSSS и длительности заболевания определяли у пациен-
тов с длительностью заболевания 1 год и более. 
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числяли, сравнивая показатели AUC с калибровоч-
ной кривой для стандартных образцов с известным 
уровнем метилирования, при проведении вычисле-
ний основывались на рекомендациях [20].

Анализ показателей фолатного обмена
Забор крови у пациентов и здоровых доноров осу-
ществляли в утренние часы, натощак, соблюдая все 
правила преаналитического этапа. Определение сы-
вороточных уровней гомоцистеина, фолиевой кис-
лоты (витамина В9) и цианокобаламина (витамина 
В12) проводили непосредственно после забора кро-
ви, образцы не хранили. Все исследования прово-
дили на базе клинико-диагностической лаборатории. 
Содержание фолиевой кислоты измеряли на имму-
ноферментном автоматическом анализаторе Alisei 
Q.S. (Next Level S.R.L, Италия); метод хемилюминес-
центного иммуноанализа применяли для определе-
ния содержания цианокобаламина (на анализаторе 
Alinity i (Abbott Laboratories, США)) и гомоцистеина 
(с использованием автоматизированной модульной 
платформы Roche Cobas 6000 c иммунохимическим 
модулем е601 (Roche Diagnostics, Швейцария)). 

Генотипирование по полиморфизмам C677T 
и A1298C гена MTHFR, A2756G гена MTR и A66G 
гена MTRR
Генотипирование проводили методом ПЦР с исполь-
зованием олигонуклеотидных праймеров и флуо-
ресцентно меченных аллель-специфических зондов 
(«ДНК-Синтез», Россия). Последовательности прай-
меров и зондов приведены в [21]. Геномную ДНК 
выделяли из цельной крови по стандартной мето-
дике с применением набора реагентов «ДНК-сорб Б» 
(«АмплиСенс», Россия). 

Статистическую обработку данных осуществля-
ли с использованием пакета программ Statistica 
(v. 10). Выбор статистических критериев основывал-
ся на соответствии или несоответствии данных за-
кону нормального распределения.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Метилирование LINE-1 у пациентов с РС и лиц 
контрольной группы 
Сравнение уровня общегеномного метилирования 
проводили для двух групп – контрольной и группы 
пациентов с РС, а также оценивали влияние типа 
течения заболевания на уровень метилирования 
LINE-1, сравнивая показатели у пациентов с ремит-
тирующим течением РС (РР РС) и прогрессирующи-
ми типами заболевания (вторично-прогрессирующим 
– ВП РС и первично-прогрессирующим – ПП РС). 
При сравнении контрольной группы и группы па-
циентов с РС без учета продолжительности и типа 
течения заболевания достоверных различий не вы-
явлено (критерий Краскела–Уоллиса, H = 2.002; 
p = 0.966) (рис. 2А). Однако пациенты с прогрессиру-
ющими типами течения РС имели достоверно более 
высокий уровень метилирования по сравнению с па-
циентами с ремиттирующим течением (U-критерий 
Манна–Уитни, р = 0.023) (рис. 2Б). У пациентов 
с прогрессирующими типами течения балл EDSS, 
характеризующий степень неврологического дефи-
цита по расширенной шкале инвалидизации Курцке, 
также был достоверно выше, чем у пациентов с ре-
миттирующим типом РС – медианы и межквартиль-
ные интервалы для групп 4.0 [3.5; 5.0] балла и 2.0 [1.5; 
3.0] балла соответственно (U-критерий Манна–Уитни, 
р = 0.012) (рис. 2В). 

Рис. 1. Метил-чувствительный анализ кривых плавления с высоким разрешением (MS-HRM) для оценки уровня 
метилирования LINE-1. А – необработанные кривые плавления и пики плавления полностью метилированного 
(100%) и полностью неметилированного (0%) стандартных образцов; Б – кривые плавления для стандартного 
образца (0%) и трех исследуемых образцов с высоким (56%), низким (12%) и средним (26%) уровнями метили-
рования, преобразованные в графики различий 
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Влияние возраста и длительности заболевания 
на уровень метилирования LINE-1
Исследуемые группы не различались по возрасту, 
медиана и межквартильный интервал в группе кон-
троль составили 31.0 [24.5; 39.3] года, в группе РС – 
33.0 [27.5; 42.5] года. У лиц контрольной группы вы-
явлена достоверная отрицательная корреляционная 
зависимость между уровнем метилирования LINE-1 
и возрастом (r = -0.61; p = 0.004) (рис. 3А). У паци-
ентов с РС достоверная взаимосвязь между эти-
ми показателями была сохранена на том же уровне 

(r = -0.65; p = 0.032) только при длительности за-
болевания менее 1 года, при большей длительности 
РС эта корреляционная зависимость отсутствовала, 
что указывает на нарушение механизмов контроля 
метилирования при РС. Напротив, с увеличением 
длительности заболевания отмечалось повышение 
уровня метилирования, что подтверждается данны-
ми корреляционного анализа – наличием положи-
тельной связи между длительностью РС и уровнем 
метилирования (r = 0.47; p = 0.014) (рис. 3Б). Если 
анализ проводился отдельно в группе пациентов 

Рис. 2. Уровень метилирова-
ния LINE-1 в периферических 
мононуклеарных клетках кро-
ви. А – сравнение показателей 
в контрольной группе и в груп-
пе пациентов с РС; Б – сравне-
ние показателей у пациентов 
с ремиттирующим типом 
течения – РР РС и прогрес-
сирующими формами РС – 
ПП РС и ВП РС; В – степень 
неврологического дефицита 
у пациентов с ремиттирующим 
и прогрессирующим течением 
РС. * – достоверные различия 
между группами, p < 0.05, 
ns – нет достоверных различий
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Рис. 3. Данные корреляционного анализа для выявления изменений уровня метилирования LINE-1. А – данные 
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нем метилирования LINE-1 и длительностью заболевания для всей группы пациентов; зеленая линия – результаты 
анализа пациентов с ремиттирующим течением (РР РС) и длительностью более 1 года
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с ремиттирующим течением РС и не включал па-
циентов с продолжительностью заболевания менее 
1 года, то эта закономерность сохранялась и при-
обретала характер сильной положительной связи 
(r = 0.72; p = 0.013) (рис. 3Б). Отдельно для пациен-
тов с прогрессирующими формами РС такой анализ 
не мог быть проведен в связи с малым числом на-
блюдений (n = 5). Таким образом, наиболее низкие 
значения уровня метилирования отмечены у паци-
ентов с длительностью РС менее 1 года (пациенты 
в стадии дебюта заболевания), по мере прогресси-
рования заболевания уровень метилирования повы-
шался, у пациентов с первично-прогрессирующим 
и вторично-прогрессирующим течением РС уровень 
метилирования был наиболее высоким. Интересно, 
что увеличение уровня метилирования при увели-
чении продолжительности заболевания у пациентов 
с РР РС не было связано с нарастанием инвалиди-
зации по шкале EDSS (корреляция между длитель-
ностью РС и величиной балла EDSS у пациентов 
отсутствовала – r = - 0.27; p = 0.452).

Уровень метилирования LINE-1 и метаболизм 
фолатов 
Для выявления механизмов, обуславливающих на-
рушения регуляции метилирования при РС, изме-
ряли уровни гомоцистеина и витаминов группы В и 
рассчитывали соотношения гомоцистеина и фолие-
вой кислоты (Hcy/B9), а также гомоцистеина и ци-
анокобаламина (Hcy/B12) в сравниваемых группах. 
В табл. 2 представлены значения всех исследован-
ных показателей. Также проведено генотипирова-
ние всех включенных в исследование испытуемых 
по полиморфизмам генов фолатного цикла – С677Т 
и А1298С гена MTHFR, A2756G гена MTR и A66G 
гена MTRR. 

Ранее мы выявили специфические для стадии де-
бюта РС изменения параметров, характеризующих 
состояние фолатного обмена (в частности, сниже-
ние уровня гомоцистеина при дебюте РС во взрос-
лом возрасте) [21], поэтому у всех пациентов с РС, 
а также отдельно у пациентов с длительностью за-
болевания менее и более 1 года проанализировали 
показатели, характеризующие метаболизм фола-
тов. С использованием такого подхода установили, 
что в группе пациентов с длительностью РС менее 1 
года преобладали низкие и средние значения уров-
ня гомоцистеина, в то время как при продолжитель-
ном течении – высокие и средние значения (рис. 4). 
За низкий и высокий уровни принимали содержа-
ние гомоцистеина относительно нижнего кварти-
ля (≤ 8.45 мкмоль/л) и верхнего квартиля (≥ 14.45 
мкмоль/л) в контрольной группе. 

У пациентов с разной длительностью РС также 
выявлены достоверные различия для соотношения 
Hcy/B9 – у пациентов в начальном периоде заболе-
вания медиана отношения Hcy/B9 составила 0.271, 
при продолжительном течении заболевания – 1.724 
(р = 0.007), в контрольной группе этот показатель 
имел промежуточное значение – 0.693 (рис. 5А). 
В снижение этого показателя в начальном перио-
де заболевания (группа пациентов с длительностью 
РС менее 1 года) основной вклад вносило сниже-
ние уровня гомоцистеина при нормальных значени-
ях уровня фолиевой кислоты, содержание которой 
у всех пациентов этой группы находилось в пре-
делах референтных значений (7.0–46.4 нмоль/л). 
При продолжительном течении РС содержание В9 
достоверно снижалось относительно уровня в груп-
пе контроля (U-критерий Манна–Уитни, р = 0.024), 
у 10 пациентов из 16 концентрация витамина В9 
была ниже или близка к нижней границе рефе-

Таблица 2. Содержание гомоцистеина (Hcy), фолиевой кислоты (витамина В9), витамина В12 и отношение 
Hcy/B9 у пациентов с РС и лиц контрольной группы 

Показатель,
ед. изм.

Контроль
(n = 20)

РС
все пациенты

(n = 27)

РС
Длительность заболевания Референтный интервал

< года (n = 11) ≥ года (n = 16)
Гомоцистеин,

мкмоль/л
11.1

[8.5; 14.5]
11.7

[8.0; 14.8]
9.9

[6.35; 11.7]
13.5

[10.0; 15.5]
Мужчины: 5.46–16.20
Женщины: 4.44–13.56

В9, нмоль/л 14.95
[12.0; 18.5]

12.6
[8.0; 27.0]

26.1
[15.1; 31.7]

8.36 #*
[6.1; 11.1] 7.0–46.4

В12, пг/мл 277
[211; 392]

363
[264; 551]

300
[233; 500]

375
[277; 553] 197.0–771.0

Hcy/B9 0.693
[0.455; 1.244]

0.981
[0.251; 1.7]

0.271
[0.207; 0.719]

1.724 #
[1.129; 2.144]

Примечание. Данные представлены в виде: медиана [1-й квартиль; 3-й квартиль]. 
#Достоверные отличия между группами пациентов с РС с разной длительностью заболевания (критерий Краске-
ла–Уоллиса для групп «контроль», «РС, < года», «РС, ≥ года» с последующим попарным сравнением. 
*Достоверные отличия от группы контроля (U-критерий Манна–Уитни). 
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рентного интервала. Содержание гомоцистеина 
при длительно протекающем РС, напротив, имело 
тенденцию к повышению, у троих пациентов отме-
чалась гипергомоцистеинемия (концентрация гомо-
цистеина более 13.56 мкмоль/л у женщин и более 
16.20 мкмоль/л у мужчин). Таким образом, высокие 
значения Hcy/B9 при продолжительном течении РС 
были обусловлены как повышением уровня гомоци-
стеина, так и снижением уровня витамина В9. 

Кроме того, у пациентов с РС, но не в контроль-
ной группе выявлена достоверная положительная 
связь между уровнем метилирования и содержани-
ем гомоцистеина (r = 0.45; p = 0.020), а также меж-

ду уровнем метилирования и отношением Hcy/B9 
(r = 0.52; p = 0.006) (рис. 5Б,В). С использованием 
регрессионного анализа установлено, что отношение 
Hcy/B9 может быть предиктором уровня метилиро-
вания (р = 0.010). 

Проведение регрессионного анализа не выявило 
достоверного вклада ни одного из исследованных 
полиморфных вариантов генов фолатного цикла 
в изменения уровня метилирования LINE-1. Однако 
показано достоверное снижение уровня витамина 
В9 по сравнению с группой контроля только у па-
циентов с генотипом СС по полиморфизму С677Т 
гена MTHFR, но не у носителей минорного Т-аллеля 
(рис. 6А) (анализ проводился в группе пациентов 
с длительностью РС более 1 года). У пациентов – 
носителей генотипа СС – также наблюдалась тен-
денция к увеличению содержания гомоцистеина 
(рис. 6Б) и достоверное увеличение соотношения 
Hcy/B9 (рис. 6В). 

Наблюдаемые закономерности указывают на воз-
можное влияние генотипа по полиморфизму С677Т 
гена MTHFR на опосредованные изменениями фо-
латного обмена нарушения контроля метилирования 
у пациентов с РС. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка уровня метилирования ретротранспозона 
LINE-1 используется в качестве суррогатного мар-
кера полногеномного метилирования, поскольку 
на долю этих повторяющихся генетических эле-
ментов приходится до 70% метилированных CpG-
сайтов генома [22, 23]. Изменения метилирования 

Рис. 4. Содержание гомоцистеина в сыворотке крови 
лиц контрольной группы и пациентов с РС. Диапазоны 
концентраций соответствуют квартилям, опреде-
ленным для группы контроля. Данные для каждого 
диапазона представлены в процентах от общего числа 
испытуемых, включенных в каждую группу 
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LINE-1 представляют и самостоятельный интерес, 
так как эпигенетическая инактивация ретротран-
спозонов может способствовать нестабильности 
генома, структурным хромосомным перестройкам 
и малигнизации [24, 25]. Активация ретротранспозо-
на LINE-1 в пожилом возрасте вызывает индукцию 
синтеза интерферонов и способствует стимуляции 
воспалительных реакций [26].

В представленном исследовании выявлены до-
стоверные различия между уровнем метилирова-
ния ретротранспозона LINE-1 в ПМНК у пациентов 
с ремиттирующим и прогрессирующим течением, 
при этом более высокие значения метилирования 
обнаруживаются при прогрессирующем течении РС. 
Кроме того, показано повышение уровня метилиро-
вания LINE-1 у пациентов с РС при увеличении 
длительности заболевания. В контрольной группе, 
напротив, уровень метилирования снижается с уве-
личением возраста. То есть при РС наблюдается пе-
рестройка корреляционных взаимосвязей, в частно-
сти, у пациентов разрушается присущая здоровым 
индивидам отрицательная корреляционная зависи-
мость между возрастом и уровнем общегеномного 
метилирования. 

Обнаруживаемые у пациентов с РС измене-
ния концентраций гомоцистеина, фолиевой кис-
лоты и их соотношения, а также взаимосвязь 
этих изменений с уровнем общегеномного мети-
лирования указывают на то, что гиперметили-
рование при РС может быть опосредовано на-
рушениями фолатного обмена. Одноуглеродный 

метаболизм – многокомпонентный, многостадий-
ный метаболический процесс. S-аденозинметионин 
(SAM) и S-аденозингомоцистеин (SAH) – проме-
жуточные продукты цикла гомоцистеин–метио-
нин – являются регуляторами активности ДНК-
метилтрансфераз, оказывая стимулирующее (SAM) 
и ингибирующее (SAH) действие [27, 28]. Изменение 
баланса этих метаболитов может быть вызвано мно-
жеством факторов, среди которых недостаточное 
или избыточное количество метионина в рационе 
питания, дефицит кофакторов ферментов фолат-
ного обмена, наличие полиморфизмов генов, уча-
ствующих в реметилировании гомоцистеина. В нор-
мальных физиологических условиях гомоцистеин 
подвергается быстрой конверсии, в связи с чем его 
образование является биохимически выгодной ре-
акцией. Однако при накоплении гомоцистеина рав-
новесие смещается в сторону преимущественного 
образования SAH, который благодаря структурно-
му сходству с молекулой SAM является мощным 
ингибитором метилтрансферазной активности [29, 
30]. ДНК-метилтрансфераза DNMT1, необходимая 
для поддержания паттернов метилирования в про-
цессе клеточного деления, особенно чувствительна 
к ингибирующему действию SAH. Таким образом, 
повышение концентрации гомоцистеина в кро-
ви должно сопровождаться гипометилированием, 
что и было продемонстрировано в ряде работ [31–
34]. У пациентов с РС, однако, возрастание уровня 
гомоцистеина сопровождалось увеличением уровня 
метилирования, что позволяет предположить нару-

Рис. 6. Концентрация витамина В9 (А), гомоцистеина (Б) и отношение Hcy/B9 (В) у лиц контрольной группы 
и пациентов с РС в зависимости от генотипа по полиморфизму С677Т гена MTHFR. ♦ – значения, отклоняющиеся 
от медианы на величину, превышающую 1.5 межквартильных размаха. * – достоверные различия между группа-
ми, p < 0.05, **– достоверные различия между группами, p < 0.01.
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шение реализуемого по принципу обратной связи 
механизма регуляции активности DNMT. Проверка 
этого предположения требует проведения дополни-
тельных исследований.

С другой стороны, стоит отметить, что только 
у четырех из 27 пациентов содержание гомоцисте-
ина превышало верхний порог референтного ин-
тервала, максимальное значение у одного из этих 
пациентов составило 21.5 мкмоль/л, что соответ-
ствует умеренному уровню гипергомоцистеинемии. 
Возможно, что такое повышение концентрации го-
моцистеина не является достаточным для сдвига 
равновесия в сторону образования SAH и, соответ-
ственно, подавления активности метилтрансфераз. 

Наблюдаемые у пациентов с РС изменения, воз-
можно, обусловлены нарушением регуляции актив-
ности MTHFR, фермента, преобразующего 5,10-ме-
тилентетрагидрофолат в 5-метилтетрагидрофолат, 
образование достаточного количества которого необ-
ходимо для синтеза SAM и обеспечения доступности 
метильных групп. SAM является аллостерическим 
ингибитором MTHFR [35], при нарушении этого ме-
ханизма 5-метилтетрагидрофолат образуется непре-
рывно, способствуя усиленному реметилированию го-
моцистеина, биосинтезу метионина независимо от его 
концентрации и образованию SAM [36]. Полученные 
нами данные могут указывать на реализацию тако-
го механизма. Так, при длительном течении РС на-
блюдалось увеличение доли пациентов с высоким 
(относительно среднего в контрольной группе) со-
держанием гомоцистеина в сыворотке крови; чаще 
обнаруживались признаки дефицита фолиевой кис-
лоты, при этом закономерно возрастало отношение 
Hcy/B9. При анализе этих показателей с учетом ге-
нотипа по полиморфизму С677Т гена MTHFR ока-
залось, что эти изменения были в большей степени 
присущи носителям генотипа СС. Изменения фолат-
ного обмена при этом коррелировали с изменения-
ми уровня метилирования. То есть, логично пред-
положить вклад С-аллеля по этому полиморфному 
варианту в реализацию эпигенетических нарушений 
при развитии РС. С этой гипотезой хорошо согла-
суется тот факт, что наличие миссенс-мутации гена 
MTHFR в позиции 677 приводит к снижению ак-
тивности фермента [37]. Катализируя реакцию пре-
вращения тетрагидрофолата в его активную фор-
му – 5-метилтетрагидрофолат, MTHFR обеспечивает 
субстрат для другой ферментативной реакции – ре-
метилирования гомоцистеина в метионин, осущест-
вляемого МTR. Присутствие Т-аллеля по полимор-
физму С677Т в гене MTHFR снижает активность 
фермента до 70% (при гетерозиготном) и до 30% 
(при гомозиготном варианте). Таким образом, значи-
тельное снижение уровня витамина В9 у носителей 

«активного» варианта гена (генотип СС) может быть 
связано с его активным расходованием в реакции 
конверсии гомоцистеина в метионин, поддержани-
ем уровня метионина, образования SAM и сохране-
ния на высоком уровне потенциала метилирования. 
Это предположение согласуется с ранее опублико-
ванными данными о том, что носительство генотипа 
ТТ по полиморфизму С677Т связано с более низ-
ким глобальным метилированием в лимфоцитарной 
ДНК [38]. Кроме того, влияние гипергомоцистеине-
мии на уровень метилирования в периферических 
мононуклеарных клетках зависит от генотипа по по-
лиморфизму С677Т гена MTHFR и фолатного ста-
туса – снижение уровня метилцитозина отмечалось 
у носителей генотипа ТТ при низком содержании 
фолатов в крови [39].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленном исследовании впервые показа-
на связь между уровнем метилирования LINE-1 
при рассеянном склерозе и состоянием фолатного 
обмена. В целом, полученные результаты хорошо 
согласуются с представлениями о влиянии метабо-
лических процессов на основной эпигенетический 
феномен – метилирование ДНК. Нарушения метабо-
лизма одноуглеродных фрагментов могут возникать 
в результате несбалансированного поступления ви-
таминов и нутриентов либо обуславливаться наличи-
ем полиморфных вариантов генов, осуществляющих 
превращения в циклах фолиевой кислоты и цикле 
реметилирования гомоцистеина. Снижение доступ-
ности метильных доноров и нарушение контроля 
метилтрансферазной активности, являющиеся ре-
зультатом нарушения функционирования фолатного 
обмена, – основа формирования аберрантных пат-
тернов метилирования и долговременных изменений 
экспрессии генов. Важно отметить, что эпигенетиче-
ские изменения являются регулируемыми и обрати-
мыми. Дополнительные исследования должны быть 
направлены на создание алгоритмов коррекции ме-
таболических нарушений и поддержание адекватного 
уровня метилирования. 

Финансирование. Исследование выполнено 
при финансовой поддержке Российского научного 

фонда (грант № 23-25-00312).

Соблюдение этических норм. Выполнение 
исследования одобрено Локальным этическим 
комитетом ФГБНУ «ИЭМ» (протокол № 3/23 

от 20.09.2023). До проведения исследования всеми 
испытуемыми, данные которых использованы 

в публикации, было подписано добровольное 
информированное согласие.
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РЕФЕРАТ Первая в мире противооспенная вакцина четвертого поколения ОртопоксВак, получившая го-
сударственную регистрацию в 2022 году, в процессе клинических исследований, проходивших в течение 
6 месяцев, проявила себя как безопасная слабо реактогенная по сравнению с живой оспенной вакци-
ной первого поколения, но сохранившая на том же уровне иммуногенные свойства. В представленной 
работе анализировали уровни специфичного гуморального и Т-клеточного иммунных ответов на вну-
трикожное введение добровольцам вакцины ОртопоксВак однократно в дозе 107 ООЕ или двукратно 
в дозе 106 ООЕ через 1.5, 3 и 5 лет после вакцинации. Т-хелперный ответ на иммунизацию доброволь-
цев вакциной ОртопоксВак однократно в дозе 107 ООЕ сохранялся на относительно высоком уровне 
в течение трех лет, а затем значительно снижался. При иммунизации добровольцев этой же вакциной, 
но двукратно в дозе 106 ООЕ, резкое снижение уровня Т-хелперов детектировали после 1.5 лет. После 
1.5 лет от момента иммунизации вакциной ОртопоксВак у части пациентов происходило снижение ти-
тров вируснейтрализующих антител (ВНА). При этом при иммунизации ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ 
достоверных различий между группами во временных точках 1.5, 3 и 5 лет не наблюдали, а в группах, 
вакцинированных двукратно в дозе 106 ООЕ, уровень титров ВНА после 1.5 лет достоверно снижался. 
На основании полученных результатов можно заключить, что вакцина ОртопоксВак при внутрикож-
ном одноразовом введении в дозе 107 ООЕ обеспечивает выраженный специфичный гуморальный 
и Т-клеточный иммунный ответ в течение, по крайней мере, трех лет.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА натуральная оспа, оспа обезьян, вирус осповакцины, вакцинация, антитела, Т-клетки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БОЕ – бляшкообразующая единица; ВНА – вируснейтрализующие антитела; 
ВОВ – вирус осповакцины; ВОЖ – вакцина оспенная живая; ВОЗ – Всемирная организация здравоох-
ранения; КИ – клинические исследования; ООЕ – оспообразующая единица; GMT – среднегеометриче-
ский титр; PBMC – мононуклеарные клетки периферической крови.

ВВЕДЕНИЕ
Натуральная оспа – одно из наиболее опасных 
и смертоносных, высококонтагиозных инфекционных 
заболеваний человека, а также единственное заболе-
вание человека, которое под эгидой Всемирной орга-
низации здравоохранения (ВОЗ) было ликвидировано 
в результате глобальной кампании по противооспен-
ной вакцинации и противоэпидемическому надзору. 
Это достижение остается одним из величайших три-
умфов медицинской науки [1]. 

Большая часть противооспенных вакцин перво-
го поколения, применявшихся для массовой вак-
цинации в рамках программы ликвидации оспы, 

была приготовлена из вируса осповакцины (ВОВ), 
выращенного на коже живых животных, главным 
образом телят, и в меньшей степени овец, буйво-
лов и кроликов. Один из существенных недостатков 
этих вакцин – большое число тяжелых поствакци-
нальных осложнений, особенно среди людей с им-
мунодефицитом, атопическим дерматитом и у по-
жилых людей, ранее не вакцинированных против 
оспы [1, 2].

Примерно у 20–30% привитых вакциной против 
оспы первого поколения развивается одна или не-
сколько побочных реакций, которые различаются 
по распространенности и тяжести. Более распро-
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страненные побочные реакции включают субфе-
брильную температуру, головную боль, лимфаде-
нопатию, фолликулит и недомогание, в то время 
как значительно меньшее число вакцинированных 
испытывают более серьезные заболевания, включая 
экзему, генерализованную или прогрессирующую 
вакцинию, энцефалит и миоперикардит. Серьезные 
побочные заболевания возникают только у несколь-
ких сотен пациентов на миллион вакцинированных, 
а смертельный исход может быть у одного-двух па-
циентов на миллион [1, 3]. Учитывая тяжелые по-
ствакцинальные осложнения при использовании 
классической живой вакцины и подтверждение 
ликвидации натуральной оспы в 1980 г., ВОЗ насто-
ятельно рекомендовала всем странам вакцинацию 
против данной инфекции в дальнейшем не прово-
дить [1, 2]. 

Следует отметить, что в природных резервуарах 
находятся близкородственные вирусу натуральной 
оспы зоонозные ортопоксвирусы, такие как вирус 
оспы обезьян, вирус оспы коров и другие, способ-
ные инфицировать людей [4]. Прекращение проти-
вооспенной вакцинации привело к тому, что за про-
шедшие годы большая часть человечества (прежде 
всего, в возрасте до 45 лет) не имеет иммуните-
та против любых ортопоксвирусных инфекций. 
Многочисленные вспышки зоонозных ортопоксви-
русных инфекций среди людей стали регистриро-
ваться в последние годы в разных географических 
регионах [2, 4]. Особую озабоченность вызывает ин-
фицирование людей вирусом оспы обезьян, которое 
привело к эпидемии данного ортопоксвирусного за-
болевания, распространившейся в 2022-2023 годах 
на все континенты и поразившей население более 
ста стран [5]. В настоящее время сложная ситуа-
ция с распространением оспы обезьян среди людей 
сохраняется прежде всего в Африке [6]. Это за-
ставляет с новой силой вернуться к рассмотрению 
вопроса о возможном возврате оспы или подобного 
опасного заболевания в результате естественной 
эволюции агентов зоонозных ортопоксвирусных 
инфекций [7, 8].

Чтобы предотвратить развитие локальных вспы-
шек инфекции в распространенные эпидемии 
и уменьшить риск возникновения в результате 
естественной эволюции высокопатогенного для че-
ловека ортопоксвируса, усилия исследователей 
должны быть направлены на создание безопасных 
живых вакцин новых поколений на основе ВОВ. Все 
это обусловливает научный и практический интерес 
и необходимость нового подхода к вакцинопрофи-
лактике инфекций, вызванных ортопоксвирусами.

С развитием методов генетической инженерии 
стало возможным создавать модифицированные 

варианты ВОВ с помощью направленного введения 
целевых последовательностей в вирусный геном, 
удаления или нарушения конкретных генов виру-
лентности самого вируса [9, 10], не затрагивая гены, 
обеспечивающие функции размножения вируса 
в культуре клеток. Выключение генов вирулент-
ности способно существенно снизить патогенные 
свойства ВОВ. Одним из наиболее перспективных 
направлений таких работ является создание мето-
дами генетической инженерии высокоаттенуирован-
ных вариантов ВОВ, обладающих иммуногенностью 
и протективностью, сравнимой с уровнями данных 
показателей у классической противооспенной вак-
цины первого поколения, но при этом характеризу-
ющихся существенно меньшей патогенностью.

Вариантом такой вакцины является полученная 
нами вакцина четвертого поколения ОртопоксВак – 
живая вакцина против натуральной оспы и других 
ортопоксвирусных инфекций на основе штамма 
VAC∆6 с шестью нарушенными генами (C3L, N1L, 
J2R, A35R, A56R и B8R), выращенного в перевивае-
мой культуре клеток 4647 [2, 11].

Проведение работ по исследованию длительности 
поствакцинального иммунного ответа у лиц, имму-
низированных вакциной ОртопоксВак, в сравнении 
с ранее используемой в России «Вакциной оспенной 
живой» [12] имеет важное значение, так как это по-
зволит определить необходимость и сроки ревакци-
нации при иммунизации людей вакциной четвертого 
поколения. 

Целью данной работы было выполнение по-
стрегистрационного исследования напряженности 
и длительности противооспенного гуморального 
и Т-клеточного иммунитета у лиц, принимавших 
участие в проведении I и II/III фаз клинических 
исследований вакцины ОртопоксВак (Вакцина 
для профилактики натуральной оспы и других ор-
топоксвирусных инфекций на основе вируса оспо-
вакцины живая культуральная).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Общий дизайн исследования
Проведено открытое сравнительное рандомизиро-
ванное исследование в параллельных группах, в ко-
тором приняли участие 76 мужчин и женщин в воз-
расте от 25 до 40 лет, соответствующих критериям 
включения и не имеющих критериев невключения, 
ранее принимавших участие в клинических иссле-
дованиях (КИ) вакцины ОртопоксВак I фазы (КИ 
VAC∆6-01/18) и II/III фаз (КИ VAC∆6-01/20) (рис. 1). 

Группа 1 представлена 15 здоровыми добро-
вольцами (7 мужчин и 8 женщин), принимавшими 
участие в клиническом исследовании VAC∆6-01/20 
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и вакцинированными однократно внутрикожно вак-
циной ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ.

Группа 2 представлена 15 здоровыми добро-
вольцами (6 мужчин и 9 женщин), принимавшими 
участие в клиническом исследовании VAC∆6-01/20 
и вакцинированными двукратно c интервалом 28 
дней внутрикожно вакциной ОртопоксВак в дозе 
106 ООЕ.

Группа 3 (положительный контроль, ПК) пред-
ставлена 7 здоровыми добровольцами (4 мужчины 
и 3 женщины), работавшими с вирусами рода ор-
топоксвирусов и привитыми двухэтапным методом 
Вакциной оспенной инактивированной ОспаВир 
и через 7 дней Вакциной оспенной живой (ВОЖ) 
на основе штамма Л-ИВП ВОВ («Микроген», Россия) 
как описано [13] (ОспаВир + ВОЖ, 2020 г.).

Группа 4 (отрицательный контроль, ОК) пред-
ставлена 10 здоровыми добровольцами (6 мужчин 
и 4 женщины), не вакцинированными ранее про-
тивооспенными вакцинами, не имевшими контакта 
с пациентами, вакцинированными противооспенны-
ми вакцинами, и не работавшими с вирусами рода 
ортопоксвирусов.

Группа 5 представлена 9 здоровыми добровольца-
ми (3 мужчин и 6 женщин), принимавшими участие 
в клиническом исследовании VAC∆6-01/18 и вакци-
нированными однократно внутрикожно вакциной 
ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ.

Группа 6 представлена 10 здоровыми доброволь-
цами (7 мужчин и 3 женщины), принимавшими 
участие в клиническом исследовании VAC∆6-01/18 
и вакцинированными двукратно c интервалом 28 

дней внутрикожно вакциной ОртопоксВак в дозе 
106 ООЕ.

Группа 7 (ПК) представлена 10 здоровыми добро-
вольцами (5 мужчин и 5 женщин), принимавшими 
участие в клиническом исследовании VAC∆6-01/18 
и  вакцинированными двухэтапным методом 
ОспаВир + ВОЖ.

До выполнения всех процедур данного исследова-
ния от каждого пациента было получено письменное 
информированное согласие на включение в иссле-
дование.

Вирусы, культура клеток
В работе использовали штаммы Л-ИВП [9] и VAC∆6 
ВОВ [11], а также перевиваемую линию клеток поч-
ки африканской зеленой мартышки CV-1 из кол-
лекции культур клеток ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора.

Забор образцов крови у добровольцев 
Забор крови проводили из локтевой вены в усло-
виях стационара и прививочного кабинета с соблю-
дением правил асептики и антисептики. За один 
забор отбирали 30–35 мл крови, использовали ваку-
умные пробирки (вакутейнеры). Работа проведена 
на клинической базе Федерального государствен-
ного бюджетного учреждения здравоохранения 
«Медико-санитарная часть № 163 Федерального ме-
дико-биологического агентства» (ФГБУЗ МСЧ-163 
ФМБА России).

Исследование получило одобрение Этического ко-
митета ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 

Скринировано
N=76

Рандомизировано
N=76

КИ VAC∆6-01/18
N=29

КИ VAC∆6-01/20
N=30

Группа 1
ОртопоксВак
однократно

107 ООЕ
     N=15

Группа 2
ОртопоксВак

двукратно
106 ООЕ

N=15

 Группа 5
ОртопоксВак
однократно

107 ООЕ
N=9

 Группа 6
ОртопоксВак

двукратно
106 ООЕ

N=10

 Группа 7
положительный

 контроль
ОспаВир+ВОЖ
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положительный

 контроль
ОспаВир+ВОЖ

N=7
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 контроль
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Контрольная группа
N=17

Рис. 1. Схема распределения добровольцев по группам
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(выписка из протокола № 10 заседания Этического 
комитета от 14.02.2024 г.).

Для оценки гуморального иммунитета из образ-
цов крови получали сыворотку путем осаждения 
форменных элементов с помощью центрифугирова-
ния в течение 10 мин при 1000 g и 4°С. Полученные 
сыворотки выдерживали при температуре 56°C 
в течение 30 мин и хранили при температуре минус 
20°С.

Иммуноферментный анализ сывороток крови
Титр специфических антител определяли в ИФА 
c использованием медицинского изделия «Набор 
реагентов для иммуноферментного выявления ан-
тител класса G к антигенам поксвирусов ”Вектор 
ИФА Покс-IgG” по ТУ 21.10.60-096-05664012-2022» 
как описано [14].

Определение титра вируснейтрализующих 
антител в сыворотках крови
Для определения титра вируснейтрализующих ан-
тител (ВНА) проводили реакцию подавления бляш-
кообразования ВОВ штамм Л-ИВП на культуре 
клеток CV-1. Для анализа готовили четыре после-
довательных разведения образцов сывороток крови 
добровольцев с шагом два, начиная с 1:10 – 1:10, 
1:20, 1:40 и 1:80, при уточнении титров ВНА для об-
разцов с нейтрализующей активностью сывороток, 
выходящей за пределы 1:80, дополнительно исполь-
зовали двукратные разведения 1:160–1:1280. К полу-
ченным разведениям сывороток добавляли равный 
объем разведения ВОВ с титром около 400 бляшко-
образующих единиц (БОЕ)/мл (около 40 БОЕ/лунка). 
Полученные смеси инкубировали при 37°С в тече-
ние 1 ч. Все разведения сывороток и вируса вы-
полняли с использованием поддерживающей пита-
тельной среды: питательная среда ДМЕМ/F-12 (1:1) 
с 2% фетальной сыворотки крупного рогатого скота 
(ФСК), 100 МЕ/мл пенициллина и 100 мкг/мл стреп-
томицина.

Далее 200 мкл смеси разведения сыворотки 
с ВОВ наносили на 90–100% монослой культуры 
клеток CV-1, выращенный в 24-луночном культу-
ральном планшете, используя по три лунки на каж-
дое разведение сыворотки. Проводили сорбцию 
вируса в течение 1 ч при 37°С в атмосфере, содер-
жащей 5% СO2, после чего добавляли поддержи-
вающую питательную среду (1 мл/лунка) и инку-
бировали в течение еще 48 ч при 37°С и 5% СO2. 
По окончании периода инкубации культуральную 
среду удаляли, а клетки фиксировали и окрашива-
ли в течение 15 мин, добавляя раствор 0.2% кри-
сталлического фиолетового в водном растворе 9.6% 
этанола с 2% формальдегидом (около 0.2 мл/лунка), 

после чего краску удаляли, а культуральный план-
шет высушивали при комнатной температуре.

Подсчитывали количество бляшек (очаги разру-
шенного монослоя клеток округлой формы в виде 
белых пятен на синем фоне) в монослое культуры 
клеток CV-1 и определяли разведения сывороток, 
подавляющие образование 50% БОЕ по сравнению 
с количеством БОЕ в лунках с неиммунной сыво-
роткой (группа отрицательного контроля). Расчеты 
проводили по методу Спирмена–Кербера, резуль-
таты выражали в виде 50% бляшкоподавляющего 
нейтрализующего титра.

Выделение мононуклеаров периферической 
крови (PBMC)
Венозную кровь добровольцев отбирали в про-
бирки с гепарином (10 ЕД/мл). PBMC выделя-
ли в градиенте плотности фиколла (1.077 г/мл). 
Полученную суспензию клеток трижды отмывали 
средой ДМЕМ/F12, содержащей 5% ФСК, клетки 
осаждали центрифугированием в течение 15 мин 
при 350 g и температуре (10 ± 2)°С. Осадок клеток 
ресуспендировали в среде ДМЕМ/F12, содержащей 
15% ФСК. Далее готовили суспензию клеток с кон-
центрацией 10 млн кл./мл и вносили по 100 мкл су-
спензии в лунки 96-луночного плоскодонного куль-
турального планшета (1 × 106 кл./лунка).

Внутриклеточное окрашивание клеток 
на цитокины 
Клеточно-опосредованный иммунный ответ оцени-
вали с помощью внутриклеточного окрашивания 
на цитокины после стимуляции РВМС антигеном. 
Каждый образец оценивали с помощью нестимули-
рованных клеток (клетки без стимуляции, фоновый 
контроль), клеток, стимулированных вируссодер-
жащим материалом (очищенный вирус осповакци-
ны штамм VACΔ6 – 4.0 мкг общего белка), и по-
ложительного контроля, клетки после стимуляции 
форбол-12-миристат-13-ацетатом 50 нг/мл (Sigma-
Aldrich, США) и ионофором 0.5 мкг/мл (Calcium 
Ionophore A23187, Sigma-Aldrich). Клетки инкуби-
ровали при температуре 37°С в атмосфере 5.0% СО2 
в течение 8 ч, далее в каждую лунку добавляли 
GolgiPlug (BD Biosciences, США) согласно реко-
мендациям производителя и дополнительно ин-
кубировали при 37°С в атмосфере 5.0% СО2 в те-
чение ночи. После стимуляции клетки промывали 
фосфатно-солевым буферным раствором, содержа-
щим 2% КРС. Далее клетки окрашивали в течение 
40 мин при 4°С красителем Fixable Viability Stain 
780 и моноклональными антителами CD3 (клон 
SK7, BV786), CD4 (клон RPA-T4, PerCP-Cy 5.5), 
СD8 (клон RPA-T8, Alexa Fluor 700), CD45RA (клон 
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HI100, BV510), CCR7 (CD197) (клон 3D12, PE-Cy7) 
(BD Biosciences). Затем клетки трижды промыва-
ли 2% фосфатно-солевым буферным раствором 
и инкубировали в течение 20 мин со 100 мкл рас-
твора для фиксации и пермеабилизации клеток 
(Fixation/Permeabilization solution, BD Biosciences). 
По окончании инкубации трижды промывали 1× 
промывочным буфером (BD Perm/Wash™ Buffer, BD 
Biosciences) и в течение 40 мин окрашивали моно-
клональными антителами к интерлейкину-2 (IL-2, 
клон MQ1 17H12, APC), фактору некроза опухоли 
(TNF, клон MAb11, PE), интерферону-γ (IFN-γ, клон 
B27, BV421, BD Biosciences). Клетки трижды про-
мывали 1× промывочным буфером и фиксировали 
в 300 мкл 1× буфера (BD CellFix, BD Biosciences). 
Фиксированные клетки анализировали на про-
точном цитометре ACEA NOVOCite Quanteon 4025 
(Agilent Technologies, США). Данные анализировали 
с помощью программного обеспечения NovoExpress 
версия 1.5.0.

При выполнении цитометрического анализа ис-
пользовали следующий порядок гейтирования 
(рис. 2). В координатах прямого и бокового свето-
рассеяния выделяли лимфоцитарную фракцию 
(рис. 2А), далее отделяли синглеты (одиночные 
клетки): по оси абсцисс – интегральный сигнал 
прямого светорассеяния, по оси ординат – пиковый 
сигнал прямого светорассеяния (рис. 2Б). Из оди-
ночных клеток выделяли живые клетки, негатив-

ные по APC-Cy7 (рис. 2В). По уровню экспрессии 
CD3 гейтировали Т-клетки, позитивные по BV786 
(рис.  2Г). Дифференциацию цитотоксических 
Т-лимфоцитов (фенотип CD3+CD8+) от Т‑хелперов 
(фенотип CD3+CD4+) проводили согласно гисто-
грамме на рис. 2Д. На графике рис. 2Е указаны 
Т-хелперы, позитивные по цитокинам TNF и IFN-γ. 

Статистический анализ данных
Статистический анализ проводили с использо-
ванием однофакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA) для трех и более групп. Сравнение между 
двумя группами проводили при помощи F-критерия. 
Различия в полученных результатах считали стати-
стически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Определение в ИФА антител, специфичных 
к ВОВ
Надежным критерием эффективности вакцинации 
является использование в качестве сравнительно-
го эталона титров антител в образцах контрольных 
групп: в группе образцов отрицательного контроля 
(ОК), полученных от добровольцев, не вакциниро-
ванных оспенными вакцинами, не имевших кон-
такта с пациентами, вакцинированными оспенными 
вакцинами, и не работавших с вирусами рода ор-
топоксвирусов; в группе образцов положительного 
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контроля (ПК), полученных от добровольцев, вакци-
нированных препаратом первого поколения, через 3 
года и 5 лет после вакцинации.

В опытных группах КИ II/III фаз через 3 года по-
сле вакцинации число добровольцев с титрами ИФА 
≥ 1:100 составило 86.7% при однократной вакцина-
ции ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ и 92.8% – при дву-
кратной вакцинации в дозе 106 ООЕ. Через 5 лет 
в группах добровольцев КИ I фазы образцов сыво-
роток с титрами ниже 1:100 не выявлено.

Установлено, что величина среднегеометрического 
титра (GMT) выявляемых методом ИФА специфи-
ческих IgG составила 46 в группе ОК с диапазоном 
погрешности от 36 до 58 для 95% доверительного 
интервала.

Аналогичные величины в остальных контрольных 
и экспериментальных группах значительно отлича-
лись и имели намного большие диапазоны погреш-
ности. Так, через 3 года от момента вакцинации зна-
чения GMT составили 212 (от 121 до 372), 292 (от 155 
до 555) и 518 (от 137 до 1952) в группах 107, 2 × 106 
и ПК соответственно. Через 5 лет после вакцинации 
величины GMT составили в таких же группах соот-

ветственно 1131 (от 619 до 2065), 510 (от 251 до 1038) 
и 379 (от 204 до 704). Логарифмическая интерпрета-
ция полученных данных приведена на рис. 3.

Достоверные отличия выявлены только в груп-
пе ОК по отношению к другим трем группам че-
рез 3 года и через 5 лет после вакцинации (рис. 3). 
В остальных парах групп отличия недостоверны.

Определение титров вируснейтрализующих 
антител в реакции нейтрализации ВОВ
Важную роль в формировании протективного им-
мунитета против оспы и других ортопоксвирусных 
инфекций играют вируснейтрализующие антитела 
[15, 16]. Определяемая величина титров ВНА может 
зависеть от пары вирус–культура клеток и особен-
ностей используемой методики. Поэтому надежным 
критерием эффективности вакцинации по данному 
показателю является использование вакцины пер-
вого поколения в качестве контрольной, эффектив-
ность которой против натуральной оспы была по-
казана ранее.

Выполненные нами исследования показали 
(рис. 4), что через 1.5 года после иммунизации 

Рис. 3. Логарифмы титров ИФА специфичных IgG к антигенам ВОВ в сыворотках крови добровольцев, участву-
ющих в клинических испытаниях вакцины ОртопоксВак. ОК – группа сравнения (отрицательный контроль) – до-
бровольцы, не вакцинированные оспенными вакцинами, не имевшие контакта с пациентами, вакцинированными 
оспенными вакцинами, и не работавшие с вирусами рода ортопоксвирусов; ПК – группа положительного кон-
троля – группа добровольцев, привитых двухэтапным методом Вакциной оспенной инактивированной ОспаВир 
и через 7 дней Вакциной оспенной живой на основе штамма Л-ИВП ВОВ (Микроген); 107 – группа доброволь-
цев, привитых однократно внутрикожно вакциной ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ/0.2 мл; 2×106 – группа добро-
вольцев, привитых двукратно с интервалом 28 дней внутрикожно в дозе 106 ООЕ/0.2 мл. Значимость различий 
между группами определяли по F‑критерию. Каждая точка соответствует одному добровольцу. Горизонтальные 
линии – значения GMT каждой группы
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Рис. 4. Нейтрализующая 
активность сывороток 
крови добровольцев, 
вакцинированных в рам-
ках I и II/III фаз клини-
ческих исследований 
вакцины ОртопоксВак. 
Титры вируснейтрали-
зующих антител опре-
делены с помощью 
реакции подавления 
бляшкообразования ВОВ 
(штамм Л-ИВП) на куль-
туре клеток CV-1. Дан-
ные представлены в виде 
–lg; каждая точка соот-
ветствует одному добро-
вольцу; горизонтальные 
линии – уровни GMT 
антител в группах; значи-
мость различий между 
группами определяли 
по F-критерию. Пред-
ставлены данные по ти-
трам ВНА через 1.5, 3 
и 5 лет для: А – группа 
добровольцев, привитых 
однократно внутрикожно 
вакциной ОртопоксВак 
в дозе 107 ООЕ/0.2 мл; 
Б – группа доброволь-
цев, привитых двукратно 
с интервалом 28 дней 
внутрикожно вакциной 
ОртопоксВак в дозе 
106 ООЕ/0.2 мл; В – 
группа положительного 
контроля (добровольцы, 
привитые двухэтапным 
методом Вакциной 
оспенной инактивирован-
ной ОспаВир и через 7 
дней Вакциной оспенной 
живой); ОК – группа 
сравнения (отрицатель-
ный контроль) – добро-
вольцы, не вакцини-
рованные оспенными 
вакцинами, не имевшие 
контакта с пациента-
ми, вакцинированными 
оспенными вакцинами, 
и не работавшие с виру-
сами рода ортопоксви-
русов
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как вакциной ОртопоксВак, так и ВОЖ во всех 
группах вакцинированных добровольцев уровень 
ВНА был достоверно выше, чем у добровольцев 
группы ОК, тогда как достоверных различий в ве-
личинах титров ВНА между сравниваемыми груп-
пами привитых добровольцев не выявлено.

При анализе сывороток крови пациентов группы 
ОК с использованием реакции торможения бляш-
кообразования величина GMT ВНА составляла 1:7.

В опытных группах КИ II/III фаз через 1.5 года 
после вакцинации число добровольцев с титрами 
ВНА ≥ 1:10 составило 60.0% при однократной вак-
цинации ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ и 73.3% – 
при двукратной вакцинации в дозе 106 ООЕ. У всех 
добровольцев, привитых ВОЖ, титр ВНА был 
выше 1:10. 

В этих же группах число добровольцев с ти-
трами ВНА от 1:10 и более через 3 года состави-
ло 53.3% при однократной иммунизации вакциной 
ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ и 57.1% – при двукрат-
ной вакцинации в дозе 106 ООЕ, что указывает на по-
степенное снижение титра ВНА с течением времени 

после вакцинации. У всех изученных добровольцев, 
привитых ВОЖ, титр ВНА превышал 1:10.

Число добровольцев, участвовавших в КИ I фазы, 
с титрами ВНА ≥ 1:10 через 5 лет составило 77.8% 
при однократной вакцинации ОртопоксВак в дозе 
107 ООЕ и 67.7% – при двукратной вакцинации 
в дозе 106 ООЕ. Число добровольцев, вакцинирован-
ных двухэтапным методом вакциной первого поко-
ления, с титрами ВНА от 1:10 и более через 5 лет 
составило 88.9% (рис. 4).

Через 3 года и 5 лет после иммунизации в груп-
пах лиц, двукратно вакцинированных ОртопоксВак 
в дозе 106 ООЕ, наблюдали достоверное снижение 
уровней ВНА по сравнению с уровнем, опреде-
ленным через 1.5 года после вакцинации (рис. 4Б). 
В группах добровольцев, привитых ОртопоксВак од-
нократно в дозе 107 ООЕ, наблюдали некоторое сни-
жение титров ВНА через 3 года и 5 лет, но без до-
стоверных отличий от титров ВНА через 1.5 года 
после вакцинации (рис. 4А).

Не выявлено достоверных различий в титрах 
ВНА между группами пациентов, привитых двух-

ОК	  ПК	  107 	 2 х 106

0.36

0.32

0.26

0.24

0.20

0.16

0.12

0.08

0.04

0.00

C
D

8+
IF

N
-γ

+
TN

F+
, 

%
 

p = 0.0003

 p < 0.0001

p = 0.0003

p = 0.9868

p < 0.0001

p < 0.0001

Рис. 5. Процентное содержание ВОВ-специфичных CD8+ Т-клеток, продуцирующих IFN-γ и TNF, в образцах 
PBMC от добровольцев, вакцинированных противооспенной вакциной в рамках клинических исследований, через 
1.5 года после вакцинации. ОК – группа сравнения (отрицательный контроль) – добровольцы, не вакциниро-
ванные оспенными вакцинами, не имевшие контакта с пациентами, вакцинированными оспенными вакцинами, 
и не работавшие с вирусами рода ортопоксвирусов; ПК – группа положительного контроля, состоящая из до-
бровольцев, привитых двухэтапным методом Вакциной оспенной инактивированной ОспаВир и через 7 дней 
Вакциной оспенной живой на основе штамма Л-ИВП ВОВ (Микроген); 107 – группа добровольцев, привитых 
однократно внутрикожно вакциной ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ/0.2 мл; 2×106 – группа добровольцев, при-
витых двукратно с интервалом 28 дней внутрикожно вакциной ОртопоксВак в дозе 106 ООЕ/0.2 мл. Значимость 
различий между группами определяли по F-критерию. Каждая точка соответствует одному добровольцу
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этапным методом Вакциной оспенной инактиви-
рованной, а затем ВОЖ, через 1.5, 3 года и 5 лет 
(рис. 4В). 

Оценка Т-клеточного противооспенного 
иммунитета
Клеточно-опосредованный иммунный ответ опре-
деляли, используя протокол внутриклеточного 
окрашивания цитокинов, который выявляет специ
фичные Т-клетки благодаря их способности про-
дуцировать цитокины, включая IFN-γ, TNF и IL-2, 
после костимуляции мононуклеарных клеток пери-
ферической крови (РВМС) штаммом VACΔ6 ВОВ ex 
vivo (см. раздел «Экспериментальная часть»).

Через 1.5 года после вакцинации в образцах 
РВМС цитометрически выявили присутствие специ
фичных для ВОВ клеток – как Т-хелперов (CD4+), 
так и цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8+). После 
20-часовой стимуляции РВМС штаммом VACΔ6 ВОВ 
наблюдали увеличение количества CD4+IFN-γ+ 
и CD8+IFN-γ+ Т-клеток. При этом до 80–90% ан-
тигенспецифичных клеток приходилось на клетки 
с тройной (CD4+IFN-γ+TNF+IL-2+) или двойной 
(CD8+IFN-γ+TNF+) экспрессией цитокинов.

У большинства добровольцев групп, вакцини-
рованных ОртопоксВак (как однократно в дозе 
107 ООЕ, так и двукратно в дозе 106 ООЕ), выявля-
ли специфичные к ВОВ CD8+ Т-клетки. При этом 
до 90% клеток популяции CD8+IFN-γ+TNF+ были 
отрицательными по маркеру CD57, что свидетель-
ствует о том, что эти Т-клетки не достигли состо-
яния терминальной дифференцировки/истощения. 
В обеих группах добровольцев, иммунизированных 
ОртопоксВак, уровень клеток CD8+IFN-γ+TNF+ 
достоверно превосходил аналогичные показатели 
для группы положительного контроля – доброволь-
цев, иммунизированных противооспенной вакциной 
первого поколения (рис. 5).

Ч е р е з  1 . 5  г о д а  у р о в е н ь  Т - х е л п е р о в 
CD4+IFN-γ+TNF+IL-2+ в обеих группах доброволь-
цев, привитых ОртопоксВак, не имел достоверных 
отличий от группы, иммунизированной Вакциной 
оспенной живой первого поколения (рис. 6).

Дополнительно анализировали экспрессию марке-
ров памяти CCR7 (CD197) и CD45RA в специфич-
ных к ВОВ CD4+ и CD8+ Т-клетках. В популяции 
ВОВ-специфичных CD4+ Т-клеток доля эффектор-
ных клеток памяти ТЕМ (CCR7-CD45RA-) составляла 
в основном 80–90%, клеток центральной памяти TCM 
(CCR7+CD45RA-) – 5–10%, терминально диффе-
ренцированных эффекторных клеток памяти TEMRA 
(CCR7-CD45RA+) – 2–5% и до 1% популяции пред-
ставлена наивными Т-клетками (CCR7+CD45RA+) 
(табл. 1).

В популяции ВОВ-специфичных CD8+ Т-клеток 
доля ТЕМ (CCR7-CD45RA-) составляла около 20%, 
а TEMRA (CCR7-CD45RA+) – до 80%.

Через 3 года и  5 лет после иммунизации 
как ВОЖ, так и вакциной ОртопоксВак в препара-
тах РВМС добровольцев после костимуляции ВОВ 
уровень специфичных CD8+ Т-клеток был ниже 
предела обнаружения в используемом методе.

У пациентов, иммунизированных ОртопоксВак 
в дозе 107 ООЕ, через 3 года продукция Т-хелперов 
CD4+IFN-γ+TNF+IL-2+ сохранялась на преж-
нем уровне, но через 5 лет значительно снизилась 
(рис. 6А). У добровольцев, привитых двукратно вак-
циной ОртопоксВак в дозе 106 ООЕ, уже к третьему 
году после вакцинации уровень ВОВ-специфичных 
Т-хелперов существенно снизился и сохранялся 
на низком уровне до 5 лет (рис. 6Б).

Через 3 года после иммунизации во всех груп-
пах добровольцев в популяции ВОВ-специфич
ных CD4+ Т-клеток доля эффекторных кле-
ток памяти ТЕМ (CCR7-CD45RA-) в  основном 
составляла 80–90%, клеток центральной па-
мяти TCM (CCR7+CD45RA-) – 5–10%, TEMRA 
(CCR7-CD45RA+) – 2–10% и до 1% – наивных 
Т-клеток (CCR7+CD45RA+) (табл. 2). Такое распре-
деление клеток по маркерам памяти CCR7 (CD197) 
и CD45RA характерно как для добровольцев, им-
мунизированных вакциной четвертого поколения 
ОртопоксВак, так и для добровольцев, вакциниро-
ванных двухэтапным методом Вакциной оспенной 
инактивированной и затем ВОЖ первого поколения.

ОБСУЖДЕНИЕ 
Сложность получения новой безопасной оспенной 
вакцины заключается в необходимости снижения 
вирулентности вакцинного штамма ВОВ при одно-
временной индукции достаточного и долговремен-
ного уровня гуморального и клеточного иммунного 
ответа. Критерии оценки уровня иммунитета, раз-
вившегося у человека в ответ на противооспенную 
вакцинацию и обеспечивающего полную защиту 
от ортопоксвирусных инфекций, до сих пор не уста-
новлены. Имеются лишь единичные разрозненные 
работы, в которых сделана попытка выявить такие 
критерии.

Исторически первым критерием оценки иммунно-
го ответа на инфекцию ВНО или вакцинацию ВОВ 
было определение уровня ВНА в сыворотках кро-
ви пациентов. Mack и соавт. [17] показали, что люди 
с титром ВНА к ВОВ <1:32 более чувствительны 
к инфицированию при контакте с больными (20% 
контактных пациентов заболели) по сравнению 
с теми, у кого титр ВНА был ≥1:32 (заболел 1% кон-
тактных пациентов). Показано также, что во вре-
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Рис. 6. Процентное содержание ВОВ-специфичных CD4+ Т-клеток, продуцирующих IFN-γ, TNF и IL-2, в образ-
цах PBMC от добровольцев, вакцинированных противооспенной вакциной в рамках клинических исследований. 
А – группы добровольцев, привитых однократно внутрикожно вакциной ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ/0.2 мл; 
Б – группы добровольцев, привитых двукратно с интервалом 28 дней внутрикожно вакциной ОртопоксВак в дозе 
106 ООЕ/0.2 мл. ОК – группа сравнения (отрицательный контроль) – добровольцы, не вакцинированные оспен-
ными вакцинами, не имевшие контакта с пациентами, вакцинированными оспенными вакцинами, и не работавшие 
с вирусами рода ортопоксвирусов; ПК – группа положительного контроля – группа добровольцев, привитых 
двухэтапным методом Вакциной оспенной инактивированной ОспаВир и через 7 дней Вакциной оспенной живой 
на основе штамма Л-ИВП ВОВ (Микроген). Значимость различий между группами определяли по F-критерию. 
Каждая точка соответствует одному добровольцу

мя эпидемии оспой заболели 14% контактных, ра-
нее не вакцинированных пациентов с титром ВНА 
к ВОВ <1:20, в то время как пациенты с титром 
ВНА ≥1:20 оспой не заразились [18]. При этом сле-
дует отметить, что все вакцинированные ранее па-

циенты, в том числе с титром ВНА <1:10, не зара-
жались оспой при контакте с больными. Защитный 
эффект инъекционного препарата противооспенного 
иммуноглобулина (vaccinia immune globulin) позво-
лил сделать вывод о том, что даже низкий уровень 
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ВНА может обеспечивать достаточную степень за-
щиты против оспы [19]. 

Протективный иммунитет к оспе обеспечивается 
не только ВНА, важную роль в защите от данной 
инфекции играет также клеточный иммунный ответ 
[15, 19–21]. Однако в период проведения мероприя-
тий по ликвидации оспы методы анализа клеточно-

опосредованного иммунного ответа еще не были до-
статочно развиты, поэтому критерии протективного 
уровня Т-клеточного ответа на противооспенную 
вакцинацию до сих пор не определены [16, 22]. 

Т-клетки участвуют в ранней идентификации 
и подавлении вирусных инфекций, а также под-
держивают выработку антител В-клетками. Эта 

Таблица 1. Распределение специфичных к вирусу осповакцины полифункциональных CD4+ Т-клеток по экспрес-
сии маркеров CCR7 (CD197) и CD45RA через 1.5 года после вакцинации противооспенными вакцинами 

Группы № сыворотки 
крови

ТCМ – клетки 
центральной 

памяти 
CCR7+CD45RA-

Наивные Т-клетки 
CCR7+CD45RA+

ТЕМ – клетки 
эффекторной 

памяти  
CCR7-CD45RA-

TEMRA
CCR7-CD45RA+

Группа 
 «ОртопоксВак, 
107 однократно»

0-4-12 6.8±3.6 нд* 89.4±4.1 3.8±0.6
0-4-17 7.5±0.5 1.7±0.8 28.0±1.0 62.8±1.8
0-4-8 14.7±6.4 нд 85.3±6.4 нд
0-4-15 8.2±0.3 нд 87.0±0.3 4.7±0.6
0-4-3 5.3±0.2 0.6±0.8 85.2±3.1 8.9±4.1
0-4-16 7.2±0.1 нд 92.5±0.7 нд
0-4-10 5.9±2.6 нд 90.0±3.3 4.2±5.9
0-4-11 6.0±2.9 нд 92.1±2.9 2.0±0.1
0-4-13 9.1±0.5 нд 88.7±0.1 2.2±0.3
0-4-14 4.2±5.9 нд 92.0±0.5 3.8±0.4
0-4-1 6.1±2.1 0.5±0.7 88.1±0.3 5.3±1.1
0-4-2 7.8±4.6 нд 89.9±1.4 2.3±3.2
0-4-5 4.4±1.2 нд 91.2±4.1 4.4±2.9
0-4-9 13.8±3.2 нд 84.2±3.2 2.0±0.1
0-4-6 4.9±1.0 нд 93.1±2.0 2.1±2.9

Группа 
«ОртопоксВак, 
106 двукратно»

0-5-3 5.6±0.9 нд 88.8±1.8 5.6±0.9
0-5-16 4.9±0.9 нд 85.3±2.2 9.8±1.1
0-5-4 14.0±2.2 нд 84.9±3.7 1.1±0.1
0-5-5 8.2±2.5 1.4±2.0 80.8±17.3 8.6±1.6
0-5-6 3.8±1.4 нд 95.7±4.7 нд
0-5-8 5.3±0.8 2.9±4.2 81.1±6.5 10.6±1.1
0-5-9 8.8±2.3 0.3±0.4 87.3±2.1 3.6±2.1
0-5-11 6.1±3.4 0.6±0.3 90.1±2.0 3.2±0.3
0-5-12 7.6±6.4 нд 90.9±8.6 1.5±1.1
0-5-17 12.7±0.8 1.3±1.9 84.8±2.3 1.1±0.1
0-5-18 10.4±2.0 3.3±0.1 75.8±0.8 10.5±1.1
0-5-1 6.8±0.8 нд 86.2±3.5 7.0±2.7
0-5-2 7.3±0.4 1.0±0.1 91.2±0.4 0.5±0.7
0-5-10 6.3±0.1 0.8±0.4 92.4±0.3 0.5±1.1
0-5-7 9.5±2.1 0.4±2.1 86.0±1.5 2.0±2.8

Группа  
«положительный 

контроль»

0-2-34 6.3±1.3 5.3±0.9 77.1±3.2 11.4±1.2
0-2-32 1.9±0.8 нд 93.1±1.1 5.1±2.3
0-2-2 12.2±0.2 1.2±0.1 72.5±2.8 14.1±2.1
0-2-3 9.0±2.7 2.2±0.1 59.6±1.6 29.3±3.3
0-2-30 7.3±2.8 нд 90.9±5.4 1.9±0.6
0-2-36 4.2±1.2 1.7±0.2 79.6±4.4 14.6±3.1

* Примечание: нд – не детектировали (ниже уровня чувствительности метода).



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 17 № 3 (66) 2025 | ACTA NATURAE | 115

центральная роль Т-клеток делает их важной ми-
шенью для оценки иммунного ответа на инфекцию 
или вакцинацию.

Вакцина против оспы индуцирует устойчивые 
клеточно-опосредованные иммунные ответы со сто-
роны CD4+ и CD8+ Т-клеток, популяции которых 

Таблица 2. Распределение специфичных к вирусу осповакцины полифункциональных CD4+ Т-клеток по экспрес-
сии маркеров CCR7 (CD197) и CD45RA через 3 года после вакцинации противооспенными вакцинами 

Группы № сыворотки 
крови

ТCМ – клетки 
центральной 

памяти 
CCR7+CD45RA-

Наивные Т-клетки 
CCR7+CD45RA+

ТЕМ – клетки 
эффекторной 

памяти  
CCR7-CD45RA-

TEMRA  
CCR7-CD45RA+

Группа 
«ОртопоксВак. 
107 однократно»

155 6.6±2.2 0.5±0.1 87.2±0.9 5.8±0.7
158 5.8±3.0 нд* 91.6±6.7 2.6±0.6
164 12.9±4.1 нд 87.1±4.1 нд
166 7.5±1.0 нд 82.8±4.7 6.7±1.7
199 7.0±0.2 0.6±0.2 86.9±0.1 5.6±0.1
206 11.3±5.2 нд 86.8±6.1 1.9±0.9
209 10.2±0.5 нд 86.4±1.5 1.3±1.8
216 10.9±2.7 0.7±0.1 85.4±2.4 3.1±0.4
222 10.8±2.2 нд 86.1±0.8 3.1±3.0
223 14.2±1.9 1.7±0.6 82.3±4.0 1.8±2.5
229 7.7±0.1 нд 54.6±0.5 36.7±0.4
246 8.8±2.9 нд 87.9±7.5 3.3±1.6
249 7.6±1.5 1.1±0.3 85.7±0.9 5.6±2.1
246 11.0±1.0 0.8±1.1 85.6±5.4 2.7±0.5
259 8.0±0.6 нд 89.7±1.4 2.3±0.7

Группа 
«ОртопоксВак. 
106 двукратно»

059 9.2±3.1 2.2±1.1 82.6±3.8 6.0±0.2
089 3.5±4.9 нд 88.8±3.6 7.8±2.5
095 6.1±1.2 2.6±0.7 89.6±0.1 1.7±0.3
098 7.1±0.1 нд 92.4±9.4 0.1±0.1
108 3.8±1.7 0.6±0.3 85.8±2.1 9.8±2.1
106 8.0±0.2 нд 88.2±2.5 3.8±1.2
105 6.0±1.3 1.1±0.4 90.6±1.2 2.3±0.1
104 7.1±1.2 0.6±0.2 88.4±1.2 3.9±0.2
103 9.0±2.8 нд 81.2±1.7 9.8±2.9
178 4.1±3.2 0.9±0.3 87.6±4.9 7.4±2.4
177 9.6±1.3 нд 90.8±9.3 2.6±0.1
109 6.7±0.1 нд 86.4±1.8 6.8±1.8
255 6.5±0.7 нд 90.5±0.7 3.0±0.1
256 7.3±0.4 нд 91.8±0.4 2.0±0.1
257 6.0±1.4 нд 93.9±7.1 2.5±1.3

Группа «поло-
жительный 
контроль»

BLV 7.1±1.6 0.5±0.7 90.5±3.9 1.9±0.5
DGV 5.9±0.8 0.7±0.1 75.7±0.6 17.7±1.3
RAS 5.0±0.1 0.4±0.5 79.3±2.9 15.3±2.4
GTA 13.0±2.6 0.3±0.4 83.6±3.4 3.2±0.8
FEN 7.7±2.9 нд 68.3±9.5 24.0±1.4
NIN 9.8±1.6 2.9±1.2 87.2±1.4 нд
LMP 7.9±1.7 3.7±0.1 67.1±1.6 21.3±3.4

* Примечание: нд – не детектировали (ниже уровня чувствительности метода).

достигают максимума через две–четыре недели 
после иммунизации, а затем сокращаются, сохра-
няя стабильные Т-клетки памяти [23, 24]. Следует 
отметить, что популяция CD8+ Т-клеток памяти 
снижается быстрее, чем популяция CD4+ Т-клеток 
памяти [25]. Потребность в CD4+ Т-клетках для за-
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щиты очевидна, поскольку антитела, специфичные 
к ВОВ, не формируются у животных, лишенных 
CD4+ Т-клеток [26, 27]. Также CD4+ Т-клетки необ-
ходимы для оптимальной функции цитотоксических 
T-лимфоцитов и формирования иммунологической 
памяти [28].

Основной трудностью доказательства эффек-
тивности новых противооспенных вакцин являет-
ся невозможность напрямую продемонстрировать, 
что вновь созданные вакцины индуцируют защит-
ный (протективный) иммунитет против оспы у лю-
дей. Так как натуральная оспа была ликвидирована, 
невозможно протестировать эффективность новых 
вакцин в отношении естественного заболевания. 
Вместо этого новые вакцины в клинических испы-
таниях должны тестироваться по доступным па-
раметрам и сравниваться с ранее используемыми 
в период ликвидации оспы противооспенными вак-
цинами первого поколения [16, 23].

11 ноября 2022 года Министерство здравоохране-
ния Российской Федерации зарегистрировало пер-
вую в мире противооспенную аттенуированную вак-
цину четвертого поколения ОртопоксВак (Вакцина 
для профилактики натуральной оспы и других ор-
топоксвирусных инфекций на основе вируса оспо-
вакцины живая культуральная). Эта вакцина по-
лучена с использованием штамма Л-ИВП ВОВ, 
применяемого в России в качестве противооспенной 
вакцины первого поколения (Вакцина оспенная жи-
вая) [2, 11], в геноме которого методами генетиче-
ской инженерии направленно инактивированы гены, 
кодирующие гамма-интерферонсвязывающий белок 
(B8R), комплементсвязывающий белок (C3L), Bcl-2-
подобный ингибитор апоптоза (N1L), гемагглютинин 
(A56R), тимидинкиназу (J2R) и ген A35R, белковый 
продукт которого ингибирует представление антиге-
нов главным комплексом гистосовместимости класса 
II, иммунное праймирование T-лимфоцитов и после-
дующий синтез хемокинов и цитокинов. Созданный 
штамм ВОВ получил название VAC∆6 [11]. При про-
ведении комплекса доклинических испытаний [29], 
а затем КИ фаз I и II/III было показано, что вак-
цина ОртопоксВак является слабо реактогенным 
и безопасным препаратом, иммунологическая актив-
ность которого сопоставима с активностью исполь-
зуемой в России противооспенной вакцины первого 
поколения.

Значения GMT ВНА в сыворотках крови до-
бровольцев на 60, 90 и 180 сутки после двукрат-
ной иммунизации вакциной ОртопоксВак в дозе 106 
ООЕ составили 79.4, 75.9 и 69.2. После однократно-
го введения ОртопоксВак в дозе 107 ООЕ данные 
показатели были 138.0, 31.7 и 31.6 соответственно. 
Значения GMT ВНА в сыворотках крови добро-

вольцев, привитых двухэтапным методом вакциной 
первого поколения, составляли в те же временные 
периоды 104.7, 52.5 и 63.1. 

Как видим, постепенное снижение титров ВНА 
наблюдалось в течение 6 месяцев во всех изучен-
ных группах вакцинированных добровольцев.

Следует отметить, что ОртопоксВак имеет более 
высокую иммуногенность по сравнению с получив-
шей широкое распространение в последние годы 
противооспенной вакциной третьего поколения MVA 
[30]. Эта аттенуированная вакцина является нере-
плицирующейся в организме человека и поэтому 
для достижения удовлетворительного иммунного 
ответа вводится двукратно в высокой дозе. В кли-
ническом исследовании было показано, что в сы-
воротках крови двух групп добровольцев после 
двукратной иммунизации препаратами жидкой 
или лиофильно высушенной форм MVA на 14 сут 
после второй инъекции значения GMT ВНА соста-
вили 45.2 и 77.6 соответственно, а на 180 сут снизи-
лись до 10.2 и 11.7 соответственно [31].

Согласно действующим в России методическим 
указаниям «Проведение вакцинопрофилактики на-
туральной оспы. МУ 3.3.1.2044-06» очередную ре-
вакцинацию вакциной первого поколения людей 
из групп риска, кроме непосредственно работающих 
с вирусами натуральной оспы и оспы обезьян, про-
водят через 5 лет. Работающих с вирусами нату-
ральной оспы и оспы обезьян ревакцинируют через 
3 года. 

Учитывая измененную генетическую програм-
му штамма ВОВ VAC∆6 по сравнению с исходным 
штаммом Л-ИВП, важное значение имело изучение 
длительности и напряженности поствакцинального 
иммунного ответа у лиц, иммунизированных вакци-
ной ОртопоксВак. В процессе выполненных ранее 
КИ развитие гуморального иммунного ответа оце-
нивали лишь в течение 6 месяцев после вакцина-
ции, продукцию ВОВ-специфичных CD4+ и CD8+ 
Т-лимфоцитов при этом не измеряли. Нами оценены 
уровни гуморального и Т-клеточного ответа на вну-
трикожное введение ОртопоксВак через 1.5 и 3 года 
у добровольцев II/III фаз КИ и через 5 лет у добро-
вольцев I фазы КИ в сравнении с лицами, привиты-
ми оспенной вакциной первого поколения. 

Для оценки гуморального иммунного ответа ис-
пользовали общепринятые методики: определение 
титра специфических антител в ИФА и в реакции 
нейтрализации ВОВ на культуре клеток. 

Оценка титров ВОВ-специфичных антител 
в ИФА (рис. 3) выявила значительные индивиду-
альные различия между добровольцами в каждой 
из сравниваемых групп, что соответствует опубли-
кованным данным и может быть обусловлено поли-
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морфизмом генов, связанных с функционированием 
иммунной системы пациентов [13, 32, 33]. Важно от-
метить, что выраженный ВОВ-специфичный гумо-
ральный ответ регистрировался и через 3 года и че-
рез 5 лет после иммунизации как вакциной первого 
поколения, так и созданной вакциной четвертого 
поколения ОртопоксВак. При этом достоверных 
различий между сравниваемыми группами не вы-
явлено.

После 1.5 лет от момента иммунизации вакциной 
ОртопоксВак у части пациентов происходило сни-
жение титров ВНА (рис. 4А,Б). При этом следует 
отметить, что при иммунизации ОртопоксВак в дозе 
107 ООЕ достоверных различий между группами 
во временных точках 1.5, 3 года и 5 лет не наблю-
дали (рис. 4А), а в группах, вакцинированных дву-
кратно в дозе 106 ООЕ, уровень титров ВНА после 
1.5 лет достоверно снижался (рис. 4Б). 

Различия в проценте добровольцев с титром 
ВНА >1:10 в точках 3 года и 5 лет после вакци-
нации обусловлены тем, что в эти группы входят 
разные добровольцы, принявшие участие в КИ II/III 
фаз и I фазы соответственно.

Цитометрические исследования препаратов 
РВМС вакцинированных добровольцев через 1.5 
года после иммунизации показали наличие специ
фичных к ВОВ Т-клеток как Т-хелперов (CD4+), 
так и цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8+). 
При этом клеточно-опосредованный иммунный 
ответ Т-хелперов был более выражен, чем цито-
токсических Т-лимфоцитов. Уровни CD8+ клеток 
в обеих группах добровольцев, иммунизированных 
ОртопоксВак, достоверно превышали показатели 
в группе положительного контроля (рис. 5), что, по-
видимому, обусловлено различиями в генетических 
программах рекомбинантного VAC∆6 и исходного 
штамма Л-ИВП ВОВ.

Вакцина ОртопоксВак через 1.5 года после вак-
цинации индуцировала эффективный Т-хелперный 
клеточной иммунный ответ к ортопоксвирусам неза-
висимо от дозы и схемы применения (рис. 6). 

При изучении внутриклеточных цитокинов после 
костимуляции аттенуированным штаммом VAC∆6 
ВОВ препаратов РВМС добровольцев, привитых 

как вакциной первого поколения, так и вакциной 
четвертого поколения, через 3 года выявили специ
фичные к вирусу Т-клеточные иммунные ответы 
только со стороны Т-хелперов. Специфичные к ВОВ 
цитотоксические Т-лимфоциты (CD8+) детектиро-
вали только у одного добровольца после двукратно-
го применения ОртопоксВак в дозе 106 ООЕ.

Специфичные к ВОВ Т-хелперы детектировали 
как через 3 года, так и через 5 лет после вакци-
нации ОртопоксВак, однако интенсивность кле-
точно-опосредованного иммунного ответа варьиро-
вала в зависимости от дозы и схемы применения. 
Т-хелперный ответ на иммунизацию добровольцев 
вакциной ОртопоксВак однократно в дозе 107 ООЕ 
сохранялся на относительно высоком уровне в тече-
ние 3 лет, а затем значительно снижался. При им-
мунизации пациентов этой же вакциной, но дву-
кратно в дозе 106 ООЕ резкое снижение уровня 
Т-хелперов детектировали после 1.5 лет (рис. 6). 
Специфичные Т-клетки в основном имели фенотип 
эффекторных клеток памяти (табл. 1, 2), что ука-
зывает на активное взаимодействие с антигеном.

Процент добровольцев с клеточно-опосредован-
ным иммунным ответом к ВОВ после примене-
ния противооспенной вакцины четвертого поколе-
ния ОртопоксВак составил 100% как через 3 года, 
так и через 5 лет независимо от использованной 
дозы и схемы применения. 

Таким образом, на основании полученных резуль-
татов можно заключить, что вакцина ОртопоксВак 
при ее внутрикожном одноразовом введении в дозе 
107 ООЕ обеспечивает выраженный специфичный 
гуморальный и Т-клеточный иммунный ответ в те-
чение не менее 3 лет. Для выбора схемы ревакци-
нации вакциной ОртопоксВак с целью достижения 
более продолжительного протективного иммуните-
та против ортопоксвирусных инфекций необходимы 
дополнительные клинические исследования. 

Работа выполнена в рамках государственного 
задания ГЗ-1/24 ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 

Роспотребнадзора (номер государственного учета 
НИР Рег. № 124030100120-8).
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РЕФЕРАТ Представлена тест-система для изучения транспорта биотина при инактивации гена SLC5A6, 
кодирующего натрий-зависимый поливитаминный транспортер SLC5A6. Цель работы состоит в разра-
ботке метода оценки эффективности проникновения биотина через клеточную мембрану при инакти-
вации гена SLС5A6, а также в изучении возможности SLC5A6-независимой доставки производных био-
тина в клетки. Тест-система основана на использовании модифицированных клеточных линий HEK293, 
сверхэкспрессирующих биотинлигазу BirA*. Одна линия содержит функциональный ген SLC5A6, в дру-
гой линии этот ген инактивирован для имитации нарушения транспорта биотина. С использовани-
ем разработанной тест-системы изучен транспорт через клеточную мембрану биотина, а также двух 
его производных: конъюгата биотина с п-аминофенилаланином (Bio-1) и метилового эфира биотина 
(Bio-2). Установлено, что биотин и его метиловый эфир (Bio-2) способны проникать в клетки неза-
висимо от транспортера SLC5A6, что указывает на существование альтернативных путей транспор-
та. Производное биотина с п-аминофенилаланином (Bio-1) проникает в клетки только через hSMVT. 
Разработанная тест-система является новым инструментом для изучения путей поступления витами-
нов в клетки и разработки терапевтических стратегий для пациентов с мутацией гена SLC5A6, а также 
генов других транспортеров.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биотин, SLC5A6, hSMVT, транспорт биотина, клеточная мембрана, тест-система, про-
изводные биотина.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ Strep-HRP – стрептавидин, конъюгированный с пероксидазой хрена; SLС5A6 
или SMVT – натрий-зависимый поливитаминный транспортер; BirA* – мутантная биотинлигаза E. coli 
(BirA R118G); PBS – фосфатно-солевой буфер; GFP – зеленый флуоресцентный белок.

ВВЕДЕНИЕ
Ген SLC5A6, расположенный в локусе 2p23.3 хро-
мосомы 2 человека, кодирует мембранный на-
трий-зависимый поливитаминный транспортер 

(Sodium-dependent MultiVitamin Transporter, 
SMVT). У человека белок hSMVT состоит из 635 
аминокислотных остатков и играет ключевую роль 
в переносе водорастворимых соединений: биотина, 
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пантотеновой кислоты и альфа-липоевой кисло-
ты [1]. Белок SMVT высококонсервативен у раз-
личных видов и широко представлен в организме. 
Наиболее активно он экспрессируется в кишечном 
эпителии и эндотелиальных клетках капилляров 
мозга [2, 3], а также участвует в переносе биотина 
и пантотеновой кислоты через гематоэнцефали-
ческий барьер [4]. Функционирование SMVT кри-
тически важно для нормального роста и развития 
млекопитающих, в том числе человека, поскольку 
биотин и пантотеновая кислота клетками млеко-
питающих не синтезируются, а поступают в орга-
низм только через кишечник [5, 6]. Биотин, слу-
жащий коферментом пяти карбоксилаз, принимает 
участие в различных метаболических процессах, 
включая синтез жирных кислот, глюконеогенез 
и катаболизм аминокислот [7]. Также биотин влия-
ет на регуляцию экспрессии генов, пролиферацию 
и выживание клеток [8, 9] Пантотеновая кислота 
является ключевым компонентом биосинтеза ко-
фермента А и синтеза жирных кислот, которые, 
в свою очередь, необходимы для энергетического 
обмена и синтеза гормонов [10]. 

Исследования на  мышах in vivo показали, 
что при инактивации гена Slc5a6 в клетках кишеч-
ника наблюдаются задержка роста, снижение плот-
ности костной ткани и уменьшение длины костей, 
а также изменения в тонком кишечнике (укорочение 
ворсинок, дисплазия) и слепой кишке (хроническое 
воспаление, дисплазия) [6]. Терапия повышенными 
дозами биотина и пантотеновой кислоты предотвра-
щает задержку роста и воспаление кишечника [11].

Биаллельные мутации гена SLC5A6 идентифи-
цированы у детей с задержкой роста и развития, 
судорогами, а также с нарушениями со стороны же-
лудочно-кишечного тракта, кожи и периферической 
нервной системы, а также с иммунодефицитом, вы-
званным нарушением функции Т- и В-клеток [12–
18]. Эти дети умирали в младенчестве, при этом це-
ленаправленное лечение носителей мутаций в гене 
SLC5A6 витаминами приводило к клиническому 
улучшению их состояния [13–15, 18]. 

Так, полное секвенирование экзома 15-месячного 
мальчика с задержкой развития, микроцефалией, 
выраженным иммунодефицитом и тяжелым гастро-
эзофагеальным рефлюксом выявило у него мутацию 
в гене SLC5A6. В возрасте 19 месяцев ребенку была 
назначена витаминная терапия высокими дозами 
биотина (10 мг/день, затем 30 мг/день), пантотеновой 
кислоты (250 мг/день, затем 500 мг/день) и липоевой 
кислоты (150 мг/день, затем 300 мг/день), в возрасте 
24 месяца доза витаминов была увеличена. После 14 
месяцев терапии у ребенка нормализовались уровни 
иммуноглобулинов и не наблюдалось нарушений со 

стороны костной системы. Аналогичное клиническое 
улучшение отметили и у других детей, получавших 
высокие дозы биотина [19, 20]. 

Как показал анализ опубликованных данных, 
в работах, связанных с применением витаминов, 
не оценивается эффективность их всасывания, рас-
пределения и метаболизма. Существует очень огра-
ниченный набор методов оценки эффективности 
проникновения витаминов через мембрану. В боль-
шинстве случаев для этого используется биотин, ме-
ченный изотопами трития или углерода-14 [21]. Этот 
подход обеспечивает высокую чувствительность об-
наружения и количественную оценку распределе-
ния биотина, однако для работы с радиоактивными 
материалами требуется специальное оборудование. 
Кроме того, этот метод не позволяет оценить про-
никновение через мембрану производных биоти-
на, которые, как правило, не несут радиоактивной 
метки. Для количественной оценки биотина исполь-
зуется также масс-спектрометрический анализ, 
но для этого метода также требуется сложное ана-
литическое оборудование и проведение трудоемких 
процедур. 

Цель данной работы состояла в разработке ме-
тода оценки эффективности проникновения био-
тина через клеточную мембрану при инактивации 
гена SLС5A6. Также оценили принципиальную воз-
можность SLC5A6-независимой доставки произво-
дных биотина в клетки, что может открыть новые 
перспективы для лечения пациентов с мутациями 
в гене SLC5A6.

Нами разработана тест-система, которая позволя-
ет оценить эффективность проникновения биотина 
через клеточную мембрану при инактивации гена 
SLC5A6. Эта система основана на блотинге клеточ-
ных белков, несущих биотин, с помощью конъюга-
та стрептавидина и пероксидазы хрена. При этом 
для искусственного повышения уровня биотинили-
рования используется мутантная форма биотинли-
газы BirA со сниженной специфичностью.

Тест-система состоит из модифицированных 
клеточных линий HEK293, сверхэкспрессирую-
щих биотинлигазу BirA*. Одна из линий содержит 
функциональный ген SLC5A6, в другой линии этот 
ген инактивирован. Инактивация гена SLC5A6 ис-
пользуется для имитации состояния, когда транс-
порт биотина через hSMVT нарушен. Эктопическая 
экспрессия биотинлигазы вызывает неспецифиче-
ское биотинилирование белков в клетке, которое 
можно обнаружить с помощью вестерн-блотинга. 
Сравнение уровня биотинилирования белков в этих 
клеточных линиях после инкубации с биотином 
или его производными позволяет детектировать 
транспорт биотина через клеточную мембрану. 
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С использованием разработанной системы изучи-
ли механизм транспорта через клеточную мембрану 
биотина и двух его производных: конъюгата биотина 
с п-аминофенилаланином (Bio-1) и метилового эфи-
ра биотина (Bio-2).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез олигонуклеотидов
Все олигонуклеотиды (праймеры) синтезированы 
ООО «Люмипроуб РУС» (Россия).

Культивирование клеток
Клетки HEK293 дикого типа (WT), а также моди-
фицированные (BirA*, ΔSLC5A6 и BirA*_ΔSLC5A6) 
культивировали в среде DMEM/F12 (Gibco, США) 
с добавлением 10% (v/v) эмбриональной телячьей 
сыворотки (FBS HI, Gibco), 1% (v/v) L-аланин-L-
глутамина (2 мМ, GlutaMAX, Gibco), 1% (v/v) смеси 
антибиотиков (100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина, Gibco) при температуре 37°C и 5% 
CO2. Клетки выращивали в культуральных флако-
нах для адгезивных клеток (25 см²). При достиже-
нии 90–100% конфлюентности клетки пересевали 
в соотношении 1 : 10, промывали раствором PBS, 
затем отделяли с помощью раствора трипсин-EDTA 
(1×, Gibco) в PBS и ресуспендировали нужное ко-
личество клеток в свежей среде. Для экспериментов 
клетки культивировали в 24-луночных планшетах. 

Внедрение гена BirA*
Для получения клеток с повышенным уровнем био-
тинилирования белков в клетки вводили мутантную 
биотинлигазу E. coli BirAR118G (обозначена BirA*). 
С целью отбора клеток, ген BirA* вводили совместно 
с геном eGFP, кодирующим зеленый флуоресцент-
ный белок медузы, оптимизированный под клет-
ки млекопитающих. Для встраивания генов BirA* 
и eGFP использовали плазмиду pSBbi‑GN_BirA*, 
сконструированную нами ранее [22] на основе век-
тора pSBbi‑GN (Addgene #60517) [23].

Плазмидой pSBbi‑GN_BirA* совместно с плазми-
дой pCMV(CAT)T7-SBX100 [24], кодирующей транс-
позазу, трансфицировали клетки HEK293 дикого 
типа (WT) с помощью Lipofectamine 3000 согласно 
инструкции производителя. Через 24 ч клетки, про-
дуцирующие белки BirA* и eGFP, отбирали с помо-
щью сортера FACSAria III BD, регистрируя сигнал 
при длинах волн 488/530 нм. Отобранные клетки 
высевали в 96-луночные планшеты (200 мкл сре-
ды на лунку), после чего отдельные клоны куль-
тивировали в 24-луночных планшетах. Полученные 
моноклональные клетки стабильно экспрессировали 
BirA* и GFP.

Инактивация гена SLC5A6
Ген SLC5A6 в клеточных линиях WT и BirA* 
инактивировали с   использованием систе-
мы CRISPR-Cas9. Последовательности гидо-
вой РНК (sgRNA) для внесения разреза выби-
рали с помощью инструмента проектирования 
sgRNA Benchling CRISPR (https://benchling.com). 
Подобрали гидовую РНК к экзону 8 гена SLC5A6 
(5′-GCGGTACCTCAGTTCCCGCA-3′). 

Генетическая конструкция для инактивации 
(pX459-SLC5A6) была создана на основе плазмиды 
pSpCas9(BB)-2A-Puro (pX459 V2.0, Addgene #62988 
[25]), кодирующей компоненты системы CRISPR/
Cas9 и содержащей ген устойчивости к пуромици-
ну. Плазмиду предварительно разрезали эндонукле-
азой BpiI для получения липких концов.

Последовательность, кодирующую гидовую 
РНК, получали из двух ДНК-олигонуклеотидов 
(5’-CACCGCGGTACCTCAGTTCCCGCA-3’ и 5’-AA
ACTGCGGGAACTGAGGTACCGC-3’), образующих 
после гибридизации липкие концы (4 нуклеоти-
да), комплементарные липким концам на векторе 
pX459. Олигонуклеотиды гибридизовали в буфере 
для Т4-ДНК-лигазы (Thermo Scientific, США), до-
бавляя их до концентрации 1 мкМ каждого, после 
чего инкубировали при 95°С в течение 5 мин и по-
степенно охлаждали до 30°С в закрытом термостате. 
Полученный дуплекс (1 мкл) лигировали по липким 
концам в вектор pX459 с помощью набора Rapid 
DNA Ligation Kit (Thermo Fisher, США).

Компетентные клетки E. coli штамма JM109 
трансформировали лигазной смесью, после чего 
колонии культивировали на чашках с ампицил-
лином (50 мкг/мл). Из ночных культур выделя-
ли плазмидную ДНК, используя набор Plasmid 
Miniprep («Евроген», Россия). Правильность 
вставки проверяли секвенированием по Сэнгеру 
с  использованием праймера на  промотор U6 
(5’-GACTATCATATGCTTACCGT-3’).

Для создания клеточных линий с нокаутом опре-
деленных генов клетки трансфицировали плаз-
мидой pX459-SLC5A6 с использованием реаген-
та LipofectamineTM 3000 (Invitrogen™: L3000001). 
Для трансфекции использовали 100 000 клеток, 
1 мкг плазмиды и 1.5 мкл липофектамина. Через 
24 ч среду культивирования заменяли свежей сре-
дой с пуромицином (1 мкг/мл). Одновременно с этим 
на среде с пуромицином инкубировали контрольные 
клетки HEK293 дикого типа и через 48 ч регистри-
ровали гибель 100% контрольных клеток. Клетки, 
получившие плазмиду pX459-SLC5A6, высевали 
в 96-луночные планшеты (200 мкл среды на лун-
ку), после чего отдельные клоны культивировали 
в 24-луночных планшетах. 
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Для генотипирования полученных моноклональ-
ных линий из клеток выделяли суммарную ДНК 
(QuickExtract DNA Extraction Solution, Lucigen). 
Далее амплифицировали с помощью ПЦР уча-
сток в области предполагаемого разреза (прайме-
ры для ПЦР: 5’-CTTCTGGACCTTGGCCTTCGG-3’ 
и 5’-GACCTTGCTCCACTCCCTTC-3’). Наличие му-
тации, приводящей к инактивации гена SLC5A6, 
проверяли методом секвенирования амплифициро-
ванных фрагментов по Сэнгеру (рис. 1). В резуль-
тате для дальнейшей работы были отобраны линии 
клеток с нарушенной рамкой считывания SLC5A6: 
в линии ΔSLC5A6 выявлена инсерция 1 п.н., в линии 
BirA*_ΔSLC5A6 – делеция 1 п.н.

Синтез Bio-1
Биотин (1.74 г, 7.13 ммоль), HATU (2.71 г, 7.13 
ммоль), DIPEA (2.49 мл, 14.27 ммоль) растворяли 
в 15 мл безводного DMF при помощи ультразвука. 
Отдельно готовили раствор 4-аминофенилаланина 
(2 г, 7.13 ммоль) в 5 мл DMF. Раствор биотина добав-
ляли при перемешивании к раствору аминокислоты 
при помощи шприцевого насоса в течение 1 ч, после 
чего DMF удаляли в вакууме. К остатку при пере-
мешивании приливали 100 мл воды и оставляли 
на 1 ч для формирования осадка. Осадок отфиль-
тровывали, промывали H2O (2 ×100 мл) и высуши-
вали на воздухе. Получали продукт 2, серого цвета 
(3.1 г, 86%).

1H-ЯМР (600 МГц, DMSO-d6) δ = 9.8 (s, 1H), 7.5 
(d, J = 8.0, 2H), 7.1 (d, J = 8.0, 2H), 7.0 (d, J = 8.3, 1H), 

6.4 (s, 1H), 6.4 (s, 1H), 4.3 (t, J = 6.8, 1H), 4.3–4.1 (m, 
1H), 4.1–4.0 (m, 1H), 3.2–3.1 (m, 1H), 3.0–2.9 (m, 1H), 
2.9–2.7 (m, 2H), 2.6 (d, J = 12.4, 1H), 2.3 (t, J = 7.1, 2H), 
1.7–1.5 (m, 3H), 1.5–1.5 (m, 1H), 1.4–1.3 (m, 1H), 1.3 (s, 
9H), 1.3–1.2 (m, 1H). 13C-ЯМР (151 МГц, DMSO-d6) 
δ = 173.8, 173.6, 171.0, 162.7, 155.4, 137.7, 132.5, 129.3, 
118.9, 78.0, 61.1, 59.2, 55.4, 55.3, 36.2, 35.9, 28.2, 28.2, 
28.1, 25.2.

Продукт 2, полученный в предыдущей реак-
ции (3 г, 5.9 ммоль), растворяли в 4 M HCl/диок-
сан (60 мл). Реакционную массу перемешивали 
в течение 5 ч, что приводило к образованию взве-
си. Осадок отфильтровывали, промывали Et2O 

WT

ΔSLC5A6

BirA*_ΔSLC5A6

Рис. 1. Инактивация гена 
SLC5A6 в клетках линии 
HEK293. Показаны 
результаты секвениро-
вания по Сэнгеру ПЦР-
амплифицированного 
целевого локуса гена 
SLC5A6 из клеток дикого 
типа (WT), клеток с но-
каутом (ΔSLC5A6, ин-
серция 1 п.н.) и клеток 
со вставкой конструкции 
BirA* (BirA*_ΔSLC5A6, 
делеция 1 п.н.) 

Схема 1. Синтез соединения Bio-1
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(2 × 50 мл) и сушили на воздухе, получая бесцвет-
ный гидрохлорид Bio-1 (2.6 г, 98%).

1H-ЯМР (600 MГц, D2O) δ = 7.4 (d, J=8.1, 2H), 
7.3 (d, J = 8.1, 2H), 4.6–4.5 (m, 1H), 4.4 (dd, J = 8.0, 
4.5, 1H), 4.3 (t, J = 6.7, 1H), 3.4–3.3 (m, 2H), 3.2 (dd, 
J = 14.8, 7.7, 1H), 3.0 (dd, J = 13.0, 4.8, 1H), 2.7 (d, 
J = 13.0, 1H), 2.4 (t, J = 7.3, 2H), 1.7 (tt, J = 14.8, 7.1, 
3H), 1.6–1.5 (m, 1H), 1.5–1.4 (m, 2H). 13C-ЯМР (151 
MГц, D2O) δ = 176.4, 171.9, 165.9, 137.1, 131.6, 130.8, 
123.2, 62.7, 60.9, 56.0, 54.6, 40.3, 36.8, 35.7, 28.5, 28.3, 25.7.

Синтез Bio-2
Биотин (1 г, 4.1 ммоль) растворяли в 20 мл метанола, 
охлаждали до 0°C и по каплям добавляли тионил
хлорид (2 мл, 20 ммоль). Реакционную смесь пере-
мешивали при 20°C в течение 10 ч, растворитель 
удаляли в вакууме. Остаток нейтрализовали 1 М 
NaHCO3. Осадок отфильтровывали, промывали во-
дой и сушили на воздухе, получая после перекри-
сталлизации из ацетона Bio-2 (939 мг, 91%).

Спектральные данные Bio-2 соответствовали опи-
санным ранее [26].

1H-ЯМР (600 MГц, DMSO-d6) δ = 6.4 (s, 1H), 6.4 (s, 
1H), 4.4–4.3 (m, 1H), 4.2–4.1 (m, 1H), 3.6 (s, 3H), 3.2–3.0 
(m, 1H), 2.8 (dd, J = 12.4, 5.1, 1H), 2.6 (d, J = 12.4, 1H), 
2.3 (t, J = 7.5, 2H), 1.7–1.4 (m, 4H), 1.4–1.2 (m, 2H). 
13C-ЯМР (151 MГц, DMSO-d6) δ = 173.3, 162.7, 61.0, 
59.2, 55.3, 51.2, 39.8, 33.1, 28.1, 28.0, 24.5.

Вестерн-блотинг
Оптимальную концентрацию биотина, обеспечиваю-
щую эффективное биотинилирование белков, опре-
деляли путем тестирования на клеточных линиях 
HEK293 WT, BirA*, ΔSLC5A6 и BirA*_ΔSLC5A6. 
Клетки каждой линии высевали в 24-луночный 
планшет и инкубировали в течение 24 ч. Затем 
в культуральную среду добавляли водный раствор 
биотина в соответствующей концентрации либо 
контрольный раствор (вода). Клетки инкубировали 
в течение еще 24 ч в присутствии биотина. После 
этого клетки лизировали на льду с использовани-
ем RIPA-буфера, содержащего бензоназу (Sigma, 
США), в течение 15 мин, а затем фермент инакти-
вировали нагреванием при 80°C в течение 3 мин.

Разведенные лизаты, нормированные по содер-
жанию общего белка, анализировали методом ве-

стерн-блотинга. Белки разделяли электрофорезом 
в 10% полиакриламидном геле с 0.1% SDS и пере-
носили на нитроцеллюлозную мембрану с помо-
щью мокрого переноса (1 ч при 400 мА). Мембрану 
блокировали в 5% растворе обезжиренного сухого 
молока [27] в TBST (1–12 ч), затем инкубировали 
в течение 1 ч при комнатной температуре с рас-
твором стрептавидин-пероксидазного конъюгата 
(1:3000 в TBST, «ИМТЕК», P-S Avs, Россия). После 
нескольких отмывок TBST (3 раза по 5 мин), TBS 
(3 раза по 5 мин) и дистиллированной водой прово-
дили детекцию с использованием субстрата Clarity™ 
Western ECL (Bio-Rad).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние функциональной активности мультивита-
минного транспортера SLC5A6 на способность кле-
ток в культуре интернализовать биотин из внешней 
среды анализировали на клеточной линии эмбрио-
нальной почки человека HEK293. В этой линии кле-
ток мы инактивировали ген SLC5A6 с помощью си-
стемы CRISPR/Cas9, получив таким образом линию 
клеток ΔSLC5A6.

Транспортер SLC5A6 не нужен  
для поддержания в биотинилированном 
состоянии биотин-зависимых карбоксилаз 
в клеточной линии HEK293
Чтобы проверить эффективность транспорта био-
тина через клеточную мембрану, сравнили уровень 
биотинилирования белков в клеточных линиях 
HEK293 WT и ΔSLC5A6. С этой целью клетки ин-
кубировали с биотином в различных концентраци-
ях, после чего визуализировали биотинилирован-
ные белки методом вестерн-блотинга с помощью 
стрептавидин-пероксидазного конъюгата (Strep-
HRP, рис. 2). Оказалось, что уровень биотинилиро-
вания не изменяется при инактивации гена SLC5A6. 

Биотин, мкM

Биотинилированные 
белки

RPL27

кДа

Рис. 2. Вестерн-блот-анализ продуктов инкубации кле-
точных линий HEK293 WT (слева) и ΔSLC5A6 (справа) 
с биотином в концентрации 50, 100, 150 мкМ 

Схема 2. Синтез соединения Bio-2
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Используя вектор на основе транспозазы Sleeping 
beauty (SB100X), в клетки HEK293 ввели ген BirA*, 
кодирующий мутантную биотинлигазу E. coli 
BirAR118G [31, 32]. Этот фермент катализирует не-
специфическое присоединение биотина к остаткам 
лизина в белках. Таким образом биотин, поступаю-
щий в клетку, быстро используется для биотинили-
рования белков, в норме не связывающих биотин. 
Это позволяет оценивать скорость проникновения 
биотина через мембрану по уровню биотинилиро-
ванных белков в клетке.

Далее мы внесли инактивирующую мутацию 
в ген SLC5A6, кодирующий белок hSMVT. Это по-
зволило сравнивать процесс биотинилирования 
в клетках, содержащих активный и неактивный 
транспортер hSMVT. В клетки с геном BirA* внесли 
инактивирующую мутацию и получили с помощью 
технологии CRISPR/Cas9 линию BirA*_ΔSLC5A6 
(рис. 3), так же как ранее получили линию ΔSLC5A6 
на основе клеток дикого типа. 

Оценка эффективности транспорта биотина 
через клеточную мембрану с помощью тест-
системы 
Создав линии с эктопической экспрессией неспеци
фичной биотинлигазы BirA*, мы решили подобрать 
оптимальную концентрацию биотина в среде, при-
годную для детекции транспорта этого витамина. 
С этой целью инкубировали клетки линий BirA* 
и BirA*_ΔSLC5A6 с разными концентрациями 
биотина: 0, 50, 100 и 150 мкМ (рис. 4А) в течение 
24 ч. В обеих линиях наблюдалась большая разница 
в уровне биотинилирования в отсутствие добавлен-
ного биотина и при его концентрации 50 мкМ, после 
чего происходило насыщение и дальнейшее уве-
личение концентрации биотина, что не приводило 
к повышению уровня биотинилирования. Таким об-
разом, концентрация 50 мкМ является оптимальной 
для оценки транспорта биотина. Кроме того, даже 
в отсутствие специально добавленного биотина уро-
вень биотинилирования в клетках с инактивирован-
ным hSMVT был ниже, чем в клетках с активным 
транспортером. 

Увеличение времени инкубации с биотином 
приводило к повышению уровня биотинилирова-
ния (рис. 4Б), причем наблюдались существенные 
различия, зависящие от наличия гена SLC5A6. 
Максимальный уровень биотинилирования в клет-
ках линии BirA* достигается уже в первые не-
сколько часов инкубации. В то же время в клет-
ках BirA*_ΔSLC5A6, в которых нарушен транспорт 
биотина, процесс накопления биотинилированных 
белков протекает медленнее и достигает уровня, со-
поставимого с максимальным уровнем в клетках ли-

Рис. 3. Получение клеточных линий на основе HEK293. 
Клетки с повышенным уровнем биотинилированных 
белков (линия BirA*) получали путем введения мутант-
ной биотинлигазы BirA*. Ген BirA* встроили в геном 
с помощью плазмиды pSBbi-GN_BirA* и транспозазы. 
В клеточных линиях WT и BirA* ген SLC5A6 инактиви-
ровали с помощью системы CRISPR-Cas9, используя 
вектор pX459 с гидовой РНК, нацеленной на экзон 8. 
Получены линии ΔSLC5A6 и BirA*_ΔSLC5A6

WT

ΔSLC5A6 BirA*_ΔSLC5A6

BirA*

pSBbi-GN_BirA*

транспозаза

CRISPR/Cas9 (pX459)
+ гидовая РНК

Мы предполагаем, что это может быть связано 
с трансмембранной диффузией или эндоцитозом 
биотина в течение 24 ч инкубации, что приводит 
к его относительно высокой концентрации в клет-
ках. Кроме того, в доставке биотина через клеточ-
ную мембрану могут участвовать и другие транс-
портеры, например, транспортер монокарбоксилата 
1 (MCT1) [28–30]. Отметим, что Subramanian V.S. 
и соавт. выдвигали гипотезу о диффузии витаминов 
через мембрану, что объясняет эффективность те-
рапии биотином и пантотеновой кислотой пациентов 
с нарушенным мультивитаминным транспортером 
[15].

Тест-система для контроля проникновения 
биотина через мембрану клетки 
Определив, что функционирование мультивитамин-
ного транспортера SLC5A6 не является фактором, 
лимитирующим проникновение биотина в клетки 
в культуре при природном содержании биотини-
лированных белков, мы решили создать клеточные 
линии с искусственно повышенным уровнем биоти-
нилирования.

Для этого на основе клеток HEK293 получили 
еще две клеточные линии (рис. 3). 
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нии BirA*, только спустя 24 ч. Это может служить 
подтверждением того, что hSMVT играет важную 
роль в транспорте биотина и, следовательно, в раз-
витии патологических состояний у пациентов с му-
тациями в этом гене.

Синтез производных биотина для проникновения 
в клетки
Выбор производных биотина для синтеза был осно-
ван на таком изменении свойств его молекулы, ко-
торые могли облегчить ее проникновение в клетки 
альтернативными путями, не зависящими от транс-
портера hSMVT, что открывает новые возможности 
для лечения пациентов с мутациями гена SLC5A6. 
Для реализации этой задачи мы рассматривали два 
подхода.

Первый подход к доставке молекулы, минуя 
SLC5A6, заключается в создания гибридных моле-
кул (пролекарств), состоящих из терапевтической 
части и компонента, имитирующего полезный ме-
таболит, способный распознаваться специфическим 
транспортером. Например, транспортер LAT1 (Large 
Amino Acid Transporter-1) успешно используется 
для доставки кетопрофена и феруловой кислоты 
в нейроны, а также некоторых препаратов в опу-
холевые клетки [33–35]. Для этого терапевтические 
молекулы модифицируют, присоединяя их к амино-
кислотам – субстратам LAT1. Для оценки работоспо-
собности этого подхода синтезировали биотиновое 
производное п-аминофенилаланина (Bio-1, рис. 5A, 
схема 1). Мы предполагаем, что после доставки это-
го вещества в клетку фермент биотинидаза будет 

способствовать высвобождению биотина в свободном 
виде (рис. 5A), как это происходит при расщеплении 
N-биотинил-4-аминобензойной кислоты биотинида-
зой до биотина и п-аминобензойной кислоты [36, 37].

Второй подход заключается в снижении поляр-
ности молекулы. В этом случае может либо упро-
ститься свободная диффузия молекулы через мем-
брану, либо активироваться другой транспортер 
этой молекулы, минуя hSMVT. Мы синтезировали 
метиловый эфир биотина (Bio-2), обладающий по-
вышенной гидрофобностью. После проникновения 
в клетку биотин может высвободиться под действи-
ем эстераз (рис. 5Б, схема 2).

Эффективность транспорта через клеточную 
мембрану биотина и его производных
Для сравнения способности биотина и его произ-
водных проникать в клетки инкубировали биотин, 
Bio-1 или Bio-2 с клеточными линиями HEK293 
(WT), ΔSLC5A6, BirA* и BirA*_ΔSLC5A6. Показано, 
что в клетках с функциональным транспортером 
hSMVT все три молекулы служат источником био-
тина. Так, не выявлены различия в уровне био-
тинилирования белков в клетках дикого типа, ин-
кубируемых с биотином, Bio-1 и Bio-2 (данные 
не приведены). 

При использовании клеток c эктопической экс-
прессией биотинлигазы BirA* уровень биотини-
лирования белков многократно возрастал. В этом 
случае все три молекулы могут быть использованы 
для доставки биотина в клетку (рис. 6, линия BirA*). 
Уровень проникновения через мембрану Bio-1 

Рис. 4. Оценка уровня биотинилирования белков в клетках BirA* и BirA*_ΔSLC5A6. А – зависимость уровня био-
тинилирования белков от концентрации биотина в среде при инкубации в течение 24 ч. Б – зависимость уровня 
биотинилирования белков от времени инкубации 

Биотин, мкM Биотин, 50 мкM

Биотинилиро

ванные белки

Биотинилиро
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Рис. 6. Сравнение уровня биотинилирования белков в различных клеточных линиях после инкубации с биотином, 
Bio-1 и Bio-2
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Рис. 5. Синтезированные аналоги биотина Bio-1 (А) и Bio-2 (Б), предположительная схема их транспорта через 
мембрану и дальнейшее ферментативное расщепление с высвобождением свободного биотина
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и Bio-2 несколько ниже по сравнению с биотином. 
При этом во всех случаях насыщение наблюдается 
уже через 4 ч инкубации. 

Инактивация hSMVT снижает уровень проник-
новения биотина в клетку: как после 4 ч, так и по-
сле 12 ч инкубации уровень биотинилирования 
белков в клетках BirA*_ΔSLC5A6 был ниже, чем 
в BirA*. 

Результаты инкубации клеток с Bio-1 оказа-
лись неожиданными: при инактивации hSMVT 
даже инкубация с Bio-1 в течение 12 ч не приво-
дила к повышению уровня биотинилированных 
белков в клетках (рис. 6, клетки BirA*_ΔSLC5A6), 
в то время как при использовании функциональ-
ного транспортера биотинилирование сохранялось 
на высоком уровне (рис. 6, линия BirA*). Исходя 
из этого можно заключить, что Bio-1 не транспор-
тируется через LAT1, как ожидалось. Скорее все-
го, эта молекула может проникать в клетку только 
с участием hSMVT, что объясняет высокий уровень 
биотинилирования в клетках BirA* и его полное от-
сутствие при инактивации гена SLC5A6. Таким об-
разом, мы наблюдали эффект, противоположный 
тому, что ожидали. Оказалось, что биотин может 
проникать в клетки несколькими путями, причем 
путь через hSMVT является только одним из них. 
Напротив, производное Bio-1 оказалось неспособным 
использовать путь транспорта, доступный биотину, 
и могло проникать в клетки исключительно через 
hSMVT.

В то же время при инкубации клеток с Bio-2 
различие в биотинилировании белков в клетках 
BirA*_ΔSLC5A6 и в BirA* было незначительным. Это 
свидетельствует о том, что способность соединения 
Bio-2 проникать в клетку не зависит от транспор-
тера hSMVT. 

Исходя из полученных результатов мы полага-
ем, что биотин в молекуле Bio-1 играет ключевую 
роль в транспортировке связанных с ним фрагмен-
тов через hSMVT. При этом прикрепленный к био-
тину п-аминофенилаланин не мешает транспорту 
через hSMVT, но мешает альтернативным путям 
транспорта. Это свойство биотина находит при-
менение в направленной доставке лекарственных 
средств в клетки [38, 39] в виде конъюгата с био-
тином. Считается, что ключевую роль в транспорте 
таких лекарств выполняет белок hSMVT, однако, 
несмотря на многочисленные исследования, оста-
ется ряд нерешенных вопросов, касающихся меха-
низма транспорта этих конъюгатов [30]. Например, 
есть данные [40] о необходимости свободной карбок-
сильной группы в молекуле биотина для его эффек-
тивного транспорта через SMVT. Однако в работах, 
где утверждается, что транспорт пролекарств осу-

ществляется через SMVT, молекула биотина присо-
единена к конъюгату именно через карбоксильную 
группу [30]. Наши данные также свидетельствуют 
о том, что свободная карбоксильная группа биотина 
не относится к необходимым для транспорта произ-
водных биотина через hSMVT.

C помощью разработанной тест-системы нам уда-
лось показать, что биотин и его метиловый эфир 
Bio-2 могут транспортироваться в клетки незави-
симо от hSMVT. Разработанная нами тест-система 
может стать инструментом для разработки проле-
карств, содержащих биотин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В нашей работе создана новая система для контро-
ля транспорта биотина и его производных в клетки. 
Эта система является альтернативой сложным ме-
тодам, которые требуют использования радиоактив-
но меченного биотина.

С помощью тест-системы установлено, что биотин 
и его метиловый эфир (Bio‑2) способны проникать 
в клетки независимо от транспортера hSMVT, коди-
руемого геном SLC5A6, что указывает на существо-
вание альтернативных путей их транспорта. Однако, 
когда потребность в биотине возрастает, hSMVT 
становится ключевым фактором, обеспечивающим 
максимальную эффективность доставки.

Конъюгат биотина с п-аминофенилаланином (Bio-
1) проникает в клетки только через hSMVT, что де-
лает его непригодным для альтернативных путей 
доставки. Однако такая специфичность позволяет 
использовать hSMVT для транспорта других со-
единений в клетки в виде конъюгата с биотином. 
Разработанная тест-система является ценным ин-
струментом для изучения механизмов поступления 
витаминов в клетки и в дальнейшем может быть ис-
пользована для разработки терапевтических стра-
тегий и оценки эффективности лекарств, предна-
значенных для пациентов с мутацией гена SLC5A6, 
а также других транспортеров. 
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ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ
Журнал Acta Naturae публикует экспериментальные и об-
зорные статьи, посвященные наиболее актуальным во-
просам фундаментальных и прикладных наук о живом 
и биотехнологий. Журнал выпускается на русском и ан-
глийском языках. Журнал Acta Naturae входит в Пере-
чень ведущих периодических изданий Высшей аттеста-
ционной комиссии Минобрнауки России, включен в базы 
данных PubMed, Web of Science, Scopus, РИНЦ.

Редакция журнала Acta Naturae просит авторов руковод-
ствоваться приведенными ниже правилами. Статьи, не со-
ответствующие профилю журнала или не соответствую-
щие его требованиям, отклоняются Редакционным советом 
и Редколлегией без рецензирования. Редакция не рассма-
тривает работы, результаты которых уже были опублико-
ваны или находятся на рассмотрении в других изданиях.

Максимальный объем обзора вместе с  таблицами 
и списком литературы не должен превышать 50 000 зна-
ков с пробелами (примерно 30 страниц формата А4, напе-
чатанных через 1.5 интервала, шрифт Times New Roman, 
12 размер) и 16 рисунков.

Объем экспериментальной статьи не должен превы-
шать 30 000 знаков с пробелами (примерно 15 страниц 
формата А4 вместе с таблицами и списком литературы). 
Число рисунков не должно превышать 10. 

Новые, приоритетные данные, требующие срочного 
опубликования, могут быть напечатаны в разделе «Крат-
кие сообщения». Краткое сообщение должно содержать 
постановку задачи, экспериментальный материал и вы-
воды. Объем краткого сообщения не должен превышать 
12 000 знаков (5–6 страниц формата А4 вместе с табли-
цами и списком литературы не больше 12 источников). 
Число рисунков не должно превышать трех. 

Рукопись и все необходимые файлы следует загрузить 
на сайт www.actanaturae.ru: 
1) текст в формате Word 2003 for Windows;
2) рисунки в формате TIFF;
3) текст статьи с рисунками в едином pdf-файле;
4) �перевод на английский язык названия статьи, фамилий 

и инициалов авторов, названий организаций, реферата, 
ключевых слов, сокращений, подписей к рисункам, рус-
скоязычных ссылок;

5) �сопроводительное письмо, в котором надо указать, 
что представленный материал ранее нигде не был опу-
бликован и не находится на рассмотрении на предмет 
публикации в других изданиях; 

6) �лицензионный договор (форму договора можно скачать 
с сайта www.actanaturae.ru).

ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕЙ
Рукопись должна быть построена следующим образом: 

 • УДК в левом верхнем углу. Шрифт – курсив, размер 9.
 • Название статьи. Шрифт – полужирный. Заглавие 
не должно быть слишком длинным или коротким и ма-
лоинформативным. Оно должно отражать главный ре-
зультат, суть и новизну работы. Название не должно 
превышать 100 знаков.
 • Инициалы и фамилии авторов (в обзорах не более 5 
авторов).
 • Указывается электронный адрес автора, ответственного 
за переписку с редакцией, включая работу с корректу-

рой. Автор, ответственный за переписку, выделяется 
значком *. 
 • Приводится полное название научной организации и ее 
ведомственная принадлежность. Если научных учреж-
дений два и более, необходимо цифровыми надстрочны-
ми индексами связать название учреждения и фамилии 
авторов, в нем работающих. 
 • Реферат. Структура реферата должна быть четкой 
и отражать следующее: постановка проблемы, описа-
ние экспериментальных методов, возможность прак-
тических приложений, возможность постановки новых 
задач. Средний объем реферата составляет 20 строк 
(примерно 1500 знаков).
 • 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 обсужде-
ние»). 
 • 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 автома-
тическое создание сносок, автоматический перенос 
или автоматический запрет переносов, создание спи-
сков, автоматический отступ и т.п. 
 • При создании таблицы рекомендуется использовать 
возможности Word (Таблица  – Добавить таблицу) 
или MS Excel. Таблицы, набранные вручную (с помо-
щью большого 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 инициала-
ми – 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, под-
писей 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: Тпл – темпера-
тура плавления, Тф. п – температура фазового перехода. 
Исключение: млн – миллион – без точки. 
 • Десятичные цифры набираются только через точку, 
а не через запятую (0.25 вместо 0,25). 
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 • Сокращения единиц измерений пишутся только рус-
скими буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).
 • Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус», 
«интервал» или «химическая связь» пробелами не отби-
ваются.
 • 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 грече-
ского алфавитов.
 • Латинские названия родов и видов животного мира пи-
шутся курсивом, таксонов более высокого ранга, а так-
же названия вирусов и бактериофагов в латинской 
транскрипции – 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 сокращени-
ями (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 заархивирован-
ном 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 ред-
коллегии имеют право рекомендовать к ускоренной пу-
бликации статьи, отнесенные редколлегией к приоритет-
ным и получившие высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят эксперти-
зу членов редколлегии и направляются на внешнее ре-
цензирование. Выбор рецензента является прерогативой 
редакции. 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 оз-
начает, что статья принята к печати. После получения 
доработанного текста рукопись вновь рассматривается 
редколлегией. Доработанный 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 электронной почте в виде pdf-файла. На стадии кор-
ректуры не допускаются замены текста, рисунков или та-
блиц. Если это все же необходимо, то данный вопрос ре-
шается с редколлегией.

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
цифрами в квадратных скобках (нумерация в порядке 
цитирования). Ссылке на работу в таблице или в подписи 
к рисунку присваивается порядковый номер, соответству-
ющий расположению данного материала в тексте статьи.

Библиографические описания цитируемых источни-
ков в списке литературы следует оформлять в соответ-
ствии с требованиями Международного комитета редак-
торов медицинских журналов (International Committee of 
Medical Journal Editors — ICMJE) и AMA Manual of Style: 
A Guide for Authors and Editors (11th Edition). 

Подробные правила оформления ссылок представлены 
тут:  https://actanaturae.ru/2075-8251/pages/view/references 

Пользователям специализированного ПО для форми-
рования библиографии редакция рекомендует следующие 
ресурсы:
• �EndNote — скачать файл стиля Acta Naturae.ens, про-

смотреть референтный стиль JAMA: Journal of the 
American Medical Association (AMA 11th edition);

• �Zotero — просмотреть референтный стиль American 
Medical Association 11th edition (brackets);

• �Mendeley — посмотреть референтный стиль  American 
Medical Association.
Примеры оформления ссылок:

1. Hisakata R, Nishida S, Johnston A. An adaptable metric 
shapes perceptual space. Curr Biol. 2016;26(14):1911-1915. 
doi: 10.1016/j.cub.2016.05.047
2. Sambrook J, Russell DW. Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual. 3rd ed. CSHL Press; 2001.
3. Hogue CWV. Structure databases. In: Baxevanis AD, 
Ouellette BFF, eds. Bioinformatics. 2nd ed. Life Sciences 
Series. Wiley-Interscience; 2001:83-109.

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