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Изменения клеточного метаболизма сопровождают развитие широкого спектра патологий, вклю-
чая рак, аутоиммунные и воспалительные заболевания. В связи с этим одна из стратегий создания
терапевтических средств заключается в использовании ингибиторов ферментов измененных мета-
болических путей. Однако исследования нарушений метаболизма клеток затруднены, в том числе
вследствие значительного влияния используемых культуральных сред, которые сами могут изме-
нить многие процессы в клетке, которая в этом случае становится далекой от реальной. Многие
группы, занимающиеся изучением аспектов метаболизма, сталкиваются с невоспроизводимостью
результатов, полученных in vitro, при переходе к пациентам. В последнее десятилетие в биохимии
появился подход, заключающийся в изменении классических культуральных сред с целью прибли-
жения их состава к составу плазмы крови. И в 2017‒2019 гг. были предложены две культуральные
плазмаподобные среды: Plasmax и HPLM. Данный обзор посвящен анализу недостатков классиче-
ских сред, а также различий в метаболизме клеток при культивировании в общераспространенных
и плазмаподобных средах в норме и при патологии.
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ВВЕДЕНИЕ

Основное условие получения достоверных ре-
зультатов биомедицинских исследований in vitro ‒
правильное культивирование клеточных линий [1].
Большинство работ в этой области основано на ис-
пользовании в экспериментах разнообразных ли-
ний клеток человека, млекопитающих и других эу-
кариот; при этом многие авторы, особенно зани-
мающиеся исследованиями метаболизма клеток,
зачастую сталкиваются с проблемами, связанны-
ми непосредственно с культивированием клеточ-
ных линий. Иногда эти проблемы касаются того,
что определенные клеточные линии не могут
нормально культивироваться в стандартных (ши-
роко распространенных во всем научном мире)
средах: DMEM, МЕМ, RMPI, DMEM-F12 и т.д. В
других случаях выбранный вектор исследования
вынуждает авторов искать возможность макси-
мально приблизить формат эксперимента к реаль-
ным условиям in vivo, в том числе адаптируя культи-
вирование и приближая состав культуральных сред
к составу и концентрациям внеклеточных метабо-
литов в тканях.

Основными клеточными культурами для со-
временной биомедицинской науки стали разно-

образные линии опухолевых клеток. Различные
виды рака занимают, пожалуй, главенствующее
место среди всех исследуемых патологических про-
цессов ввиду широкой распространенности, слож-
ности и разнообразия молекулярных механизмов
возникновения. Заметим, что сама по себе опу-
холь ‒ это сложная, объемная, динамичная и гете-
рогенная структура внутри организма, включаю-
щая смешанные популяции нормальных, а также
раковых (дифференцированных и недифференци-
рованных) клеток, которые находятся в тесной
взаимосвязи друг с другом и имеют уникальные
черты в каждом случае. Но несмотря на это, прак-
тически все исследования проводятся с однород-
ными раковыми клетками (линиями), растущими
в виде монослоя (2D-культура). Эти исследова-
ния внесли огромный вклад в понимание основ-
ных клеточных процессов и механизмов канцеро-
генеза, а также многих других патологий. Однако
нельзя отрицать, что используемые многими ис-
следователями лабораторные модели воспроиз-
водят далеко не все процессы реальной опухоли.

Один из факторов, определяющих отличие
процессов в лабораторных клеточных моделях
от процессов в клетках тканей, ‒ разный про-
цент кислорода вокруг клеток. Так, большин-
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ство исследователей работает в нормальной ат-
мосфере, содержащей 21% кислорода, к которой
прибавляют 5% СО2 (и доля кислорода составляет
18.6%) [2]. Процент кислорода в окружении кле-
ток ниже этого значения из-за ограниченной
диффузии через слой культуральной среды. В то
же время в тканях уровень кислорода составляет
3.4‒6.8% [2, 3], причем в опухолях уровень кисло-
рода снижен по сравнению с нормальными тканя-
ми [2]. Таким образом, обычные условия культиви-
рования на самом деле представляют не нормок-
сию, а гипероксию, что может нарушать многие
редоксзависимые процессы и сигнальные пути,
опосредованные в том числе факторами тран-
скрипции HIF-1, NF-κB и др. [2].

Еще один фактор ‒ геометрия культуры кле-
ток. Подавляющее большинство исследований
выполняется на 2D-культурах. В последнее де-
сятилетие широко обсуждалось применение
3D-культур (сфероиды, органоиды), в которых
клетки в большей степени приближены к реаль-
ным условиям, что, в свою очередь, позволяет
получать более достоверные результаты [4]. Хотя
такие культуры частично воссоздают микроокру-
жение клеток, трудоемкость работы с ними и чув-
ствительность к таким факторам, как качество
реагентов, профессионализм экспериментатора и
другим, резко ограничивают их применение.

Наконец, третий фактор ‒ культуральные сре-
ды, так как состав и концентрации метаболитов в
них могут влиять на рост и дифференцировку
клеток, статус сигнальных путей и, как следствие,
на результаты эксперимента. В последние годы
появились новые среды для культивирования,
имитирующие состав плазмы крови человека, ко-
торые получают распространение в мире.

Цель представленного нами обзора ‒ показать
примеры нарушения различных клеточных про-
цессов в клетках, культивируемых при использова-
нии традиционных сред, и представить немного-
численные литературные данные по изменениям
метаболизма, которые происходят при переходе к
новым, плазмаподобным, культуральным средам.

ПРИМЕРЫ ВЛИЯНИЯ 
НЕФИЗИОЛОГИЧНОГО СОСТАВА 

КУЛЬТУРАЛЬНЫХ СРЕД
НА ПРОЦЕССЫ В КЛЕТКАХ

Традиционные (нефизиологические, стандарт-
ные) питательные среды для клеточных культур из-
вестны с 1950-х годов [5‒7]. DMEM, RPMI и другие
среды разрабатывались с целью насытить культуры
клеток необходимыми питательными элементами,
поддерживать стабильный и максимально быст-
рый рост и пролиферацию раковых клеток в тече-
ние длительного периода. И подавляющее боль-
шинство экспериментов, связанных с исследова-

нием метаболизма клеток, проводили именно в
подобных средах [8].

Во многих классических средах отсутствуют
некоторые природные метаболиты, присутствую-
щие в плазме крови человека/животных, а кон-
центрации других зачастую сильно отличаются от
таковых in vivo. Примером может служить кон-
центрация глюкозы. Так, в изначальном соста-
ве среды DMEM концентрация глюкозы со-
ставляла 1 г/л, что соответствует физиологиче-
ской (5.5 мМ). Однако затем ее уровень был
повышен до 4.5 г/л, что соответствует условиям
гипергликемии. Именно эту среду чаще всего ис-
пользуют в работах с культурами прикрепленных
клеток, причем большинство исследователей не
обращает внимания на важность выбора адекват-
ной концентрации глюкозы. Стоит отметить,
что такое повышение концентрации глюкозы,
как минимум, приводит к усилению продукции
активных форм кислорода (АФК) вследствие
повышения уровней экспрессии ряда изоформ
NADPH-оксидаз (NOX) (данные суммированы в
обзоре [9]). В свою очередь, активация в ответ на
окислительный стресс защитного каскада Nrf2/ARE,
приводящая к повышению уровня экспрессии
NADPH-хиноноксидоредуктазы (Nqo1) [10], уси-
ливает гликолиз [11]. Аномально высокий уровень
глюкозы может вызывать и стресс эндоплазмати-
ческого ретикулума и последующий ответ на не-
свернутые белки (unfolded protein response) [12]. Та-
ким образом, использование культуральных сред с
повышенным уровнем глюкозы приводит к тому,
что процессы в клетках становятся заведомо нефи-
зиологичными.

Наиболее известным обоснованием примене-
ния высокоглюкозных сред считается эффект Вар-
бурга – усиленный гликолиз, характерный для
большинства опухолевых клеток, и его разобщение
с циклом Кребса [13]. Действительно, многие ис-
пользуемые линии раковых клеток характеризуют-
ся высоким уровнем поглощения глюкозы и ее
превращения в пируват и затем в лактат [14]. Од-
нако установлено, что на самом деле в микро-
окружении опухоли уровень глюкозы не повы-
шен, а снижен – в 3‒10 раз [15, 16]. Элегантный
подход к моделированию таких условий предло-
жила группа K. Bisroy [17]. Он заключается в по-
стоянном восполнении глюкозы в среде на аппа-
рате Nutrostat. Авторы обнаружили, что линии
раковых клеток различаются по уровням окисли-
тельного фосфорилирования и, как следствие,
чувствительности к бигуанидам (в том числе мет-
формину). Примечательно, что при использова-
нии стандартной среды эти различия “маскиру-
ются”.

Как показали Balsa и соавт. [18], высокое содер-
жание глюкозы снижает активность системы окис-
лительного фосфорилирования, тогда как сниже-
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ние ее уровня усиливает дыхательную активность
митохондрий. В условиях нормального или сни-
женного содержания глюкозы в культуральной сре-
де происходит сборка “респирасом” (дыхательных
суперкомплексов), а ключевую роль в этом процес-
се играет фактор транскрипции ATF4. Стоит отме-
тить, что этот фактор активируется в ответ на “инте-
гративный” стресс, который тесно связан с уровня-
ми аминокислот и стрессом эндоплазматического
ретикулума [19].

Еще один компонент культуральных сред, вы-
сокий уровень которого оказывает влияние на
клеточный метаболизм, ‒ пируват. Известно, что
многие линии раковых клеток зависят от глута-
минолиза – процесса превращения глутамина в
глутамат и далее в α-кетоглутарат (метаболит
цикла Кребса). Учитывая, что в опухолевых клет-
ках in vitro гликолиз направлен не в цикл Кребса,
а на выработку лактата, глутамин становится од-
ним из основных доноров углерода для цикла.
Соответственно ингибиторы глутаминазы, кото-
рая катализирует ключевую стадию глутаминоли-
за, рассматривают как потенциальные противо-
раковые препараты [20]. Однако сообщалось,
что наличие в среде пирувата резко снижает чув-
ствительность клеток к ингибиторам глутамина-
зы [21]. Примечательно, что концентрация пи-
рувата в культуральных средах (например, 1 мМ
в DMEM) существенно превосходит его концен-
трацию в плазме крови (0.05‒0.1 мM [22]). И хо-
тя активно используются и среды без пирувата,
многие исследователи рассматривают эту добав-
ку не как возможный регулятор метаболических
и сигнальных путей, а как одно из питательных
веществ, которое увеличивает скорость роста
клеток.

Некоторые научные группы все же пытались
найти выход и создать некое подобие физиологи-
чески обоснованной среды, которая позволила
бы повысить достоверность результатов экспери-
ментов. Например, была создана особая среда
BrainPhys с пониженной концентрацией нейро-
активных ионов и аминокислот по сравнению с
классическими средами [23]. Эта специализиро-
ванная среда позволила исследователям изучать
электрическую активность нейронов. Практиче-
ски одновременно другая группа ученых для изу-
чения метаболизма клеток глиобластомы и рака
молочной железы разработала среду SMEM с
концентрациями аминокислот, пирувата и вита-
минов, приближенными к таковым в крови чело-
века [24, 25]. Однако в состав этой среды не вхо-
дили многие компоненты крови: карнитин, мета-
болиты цикла Кребса и др.

Подобное стремление научного сообщества
максимально приблизиться к условиям in vivo вы-
звано и тем, что результаты исследований послед-
них лет показали, что данные от используемых

in vitro моделей не всегда воспроизводятся in vivo
и не подтверждаются данными, полученными от
пациентов. В области исследования клеточного
метаболизма таким примером может служить
очень сильная антипролиферативная активность
ингибиторов глутаминазы в отношении линий
различных видов рака in vitro, но отсутствие про-
тивоопухолевой активности этих соединений
in vivo ‒ как показано на примере рака поджелу-
дочной железы [26].

ПЛАЗМАПОДОБНЫЕ
КУЛЬТУРАЛЬНЫЕ СРЕДЫ

Группа S. Tardito, предложившая среду SMEM
[27], и группа D. Sabatini/J. Cantor [28] продолжи-
ли работы по усовершенствованию состава куль-
туральных сред. Они предложили две похожие
культуральные среды, состав которых имитирует
плазму крови человека: HPLM (Human Plasma-
Like Medium) и Plasmax. За их основу была взята
стандартная смесь неорганических солей EBSS
(Earle’s Balanced Salt Solution), к которой приба-
вили витамины и полярные метаболиты, присут-
ствующие в плазме в концентрациях не ниже
2 мкМ [27, 28]. Концентрация глюкозы в них со-
ставила 1 г/л (как в исходном варианте среды
DMEM), а пирувата – 0.05‒0.1 мМ. Еще одной
важной добавкой стал лактат, который присут-
ствует в крови человека в норме в концентрации
не менее 1 мМ [22] и относится к важным пита-
тельным веществам для клеток многих тканей
[29, 30]. Кроме того, эти среды содержали и не-
протеиногенные аминокислоты, и интермедиаты
цикла Кребса: цитрат и ацетат, ‒ а также карни-
тин и ацетилкарнитин, которые участвуют в мета-
болизме жирных кислот и ацетил-кофермента А
(Ac-CoA) и важны для поддержания активной си-
стемы окислительного фосфорилирования [31‒33].

Авторы подчеркивали важность уникальных
метаболитов в составе разработанных ими сред.
Например, мочевая кислота (конечный метабо-
лит катаболизма пуринов) регулирует биосинтез
пиримидиновых нуклеотидов за счет ингибиро-
вания урацилмонофосфатсинтетазы. В доказа-
тельство своей правоты J. Cantor и соавт. [28] по-
казали, что цитотоксическая активность 5-фто-
рурацила в клетках, культивируемых в среде
HPLM, ниже, чем в классических средах.

Практически всегда в стандартные лаборатор-
ные среды вносят 10‒20% эмбриональной сыво-
ротки крупного рогатого скота (FBS). В ее состав
входят многочисленные факторы роста, гормоны
и микроэлементы, необходимые для обеспечения
стабильной пролиферации широкого диапазона
клеточных культур. Однако сыворотка, помимо
этого, привносит неопределенный и обычно не
учитываемый пул полярных метаболитов и липи-
дов, который может отличаться в зависимости от
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лота сыворотки и ее происхождения, и этот со-
став практически никогда не анализируется. Су-
ществуют и специализированные культуральные
среды, содержащие вместо сыворотки альбумин,
трансферрин, инсулин, факторы роста и/или
пептиды или гидролизаты белков [34]. Они под-
держивают рост клеток, но их применение сильно
ограничено из-за высокой стоимости и необходи-
мости оптимизации протоколов культивирования.
Для того, чтобы снизить влияние сыворотки на со-
став метаболитов в плазме, создатели среды Plas-
max уменьшили ее содержание до 2.5%, в то время
как создатели среды HPLM заменили обычную сы-
воротку на диализованную, то есть лишенную по-
лярных метаболитов.

Наконец, следует отметить, что эксперименты
с физиологическими средами, имитирующими
плазму крови человека, не всегда можно напря-
мую экстраполировать на животных. Так, группа
J. Cantor [28] выявила различия в составе плазмы
крови мыши и человека и продемонстрировала,
что у мыши на порядок ниже концентрация моче-
вой кислоты (о значении которой говорилось вы-
ше) и в такой низкой концентрации она не подав-
ляет биосинтез пиримидиновых нуклеотидов.
Нельзя исключать, что различия в концентрации
других низкомолекулярных соединений, а также
гормонов и факторов роста также вносят суще-
ственные изменения в метаболизм клеток.

ИССЛЕДОВАНИЕ РАЗЛИЧИЙ
В МЕТАБОЛИЗМЕ КЛЕТОК
ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ

В СТАНДАРТНЫХ
И ПЛАЗМАПОДОБНЫХ СРЕДАХ

Использование физиологических сред в био-
логических исследованиях только начинается, но
уже опубликованы результаты нескольких науч-
ных групп, показывающие и доказывающие акту-
альность и целесообразность использования та-
ких сред.

Физиологические среды оказывают значитель-
ное влияние на метаболизм раковых клеток in vitro.
Один из микроэлементов среды Plasmax, меняю-
щий метаболизм, ‒ селен, присутствующий в
среде в форме селенита. Селенсодержащие белки,
и прежде всего, глутатионпероксидаза-4 (GPx4),
защищают клетки от окислительного стресса и от
перекисного окисления липидов в частности (на-
пример, [35]). J. Vande Voorde и др. [27] продемон-
стрировали, что при низкой плотности классиче-
ских сред (например, DMEM-F12) клетки гибнут
по механизму ферроптоза. Использование же со-
держащей селенит физиологической среды Plas-
max предотвращает гибель даже единичных кле-
ток. Следует особо подчеркнуть, что данный под-
ход может быть востребован и лабораториями,
занимающимися клональной селекцией.

Использование физиологически обоснован-
ных сред оказывало влияние на морфологию и
скорость роста клеток некоторых клеточных ли-
ний (что проиллюстрировано на примере линии
MDA-MB-468), а также на плотность межклеточ-
ных контактов [27]. Сходные данные получены и
нашей группой для следующих линий клеток: ге-
патокарциномы Huh7.5, рака шейки матки HeLa
и почки зеленой мартышки Vero E6, ‒ которые
при культивировании в среде Plasmax станови-
лись более вытянутыми и образовывали менее
плотные контакты между собой [36].

Известно, что утилизация клетками глутами-
на сопровождается выработкой аммония, который
токсичен и замедляет рост клеток [37]. С целью из-
бежать этого некоторые группы исследователей
добавляют пируват ‒ для быстрого роста клеток.
Однако установлено, что в обычно используемой
концентрации (1‒2 мМ) пируват может вызывать
псевдогипоксический фенотип при нормоксии, что
достигается стабилизацией фактора транскрипции
HIF-1α [27]. И опять следует отметить существова-
ние обратной связи, так как HIF-1α регулирует
экспрессию ключевых генов ферментов гликоли-
за [38].

Кроме того, на примере трижды негативного
рака молочной железы продемонстрировано, что
культивируемые в физиологической среде клетки
потребляют в 2‒3 раза меньше глутамина, лейци-
на, изолейцина, серина, цистина/цистеина и ти-
розина и характеризуются различными уровнями
потребления других аминокислот, но сходным
уровнем гликолиза и продукции лактата [27].

К наиболее заметным изменением метаболиз-
ма в классических средах по сравнению с плазма-
подобными относится нарушение цикла мочеви-
ны, который отвечает за утилизацию токсичного
аммиака и превращение его в мочевину. В часто
используемой среде DMEM-F12 концентрация
аргинина, субстрата ключевого фермента цикла
аргиназы, повышена по сравнению с природной
в 10 (!) раз (700 vs 64 мкM). Vande Voorde и соавт.
[27] при помощи 13С-меченого аргинина показали,
что основная часть этой аминокислоты превраща-
ется не в орнитин (продукт аргиназы), а в аргини-
носукцинат. Следовательно, в среде DMEM-F12
цикл мочевины “идет в обратную сторону”. При-
мечательно, что в плазмаподобных средах этого
нарушения нет. Хотя авторы этой работы не ис-
следовали другие классические культуральные
среды (например, DMEM), логично предполо-
жить, что повышенный уровень аргинина
(398 мкM) может вызывать нарушение цикла мо-
чевины. Это ставит под сомнение результаты ис-
следований сопряженных метаболических систем,
полученные с использованием классических сред,
по связанным с циклом мочевины процессам: ути-
лизации аммиака, продукции NO при превраще-
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нии аргинина в цитруллин NO-синтазами, метабо-
лизме синтезирующихся из орнитина полиаминов.
И действительно, согласно полученным нами пред-
варительным результатам, в клетках, культивируе-
мых в среде Plasmax, существенно снижены уровни
биогенных полиаминов (данные не приведены). Од-
нако, учитывая важность этого класса соедине-
ний в процессах роста и дифференцировки кле-
ток [39‒41], можно ожидать измененной взаимо-
связи между этой метаболической системой и
ростом, и функциями клеток.

Физиологические культуральные среды влияют
и на процессы дыханиях (окислительного фосфо-
рилирования). На четырех различных линиях кле-
ток (Huh7.5, А549, HeLa и Vero Е6) мы показали,
что замена классических сред на Plasmax приводит
к резкому росту дыхательной активности митохон-
дрий без заметного изменения их массы [36]. Стоит
отметить, что для каждой из этих линий в качестве
стандартной использовали различные культураль-
ные среды: DMEM, DMEM-F12 и MEM. Сходное
усиление дыхательной активности клеток описано
и другими исследователями для других линий кле-
ток: рака молочной железы MCF7, аденокарци-
номы простататы LNCaP и остеосаркомы SaOS2
[42, 43]. Более того, в последней работе описано
усиление дыхательной активности и в условиях
гипоксии. Это имеет огромное значение, так как
стандартные условия культивирования в обыч-
ной атмосфере, на самом деле, обеспечивают по-
вышенные уровни кислорода (корректнее назы-
вать гипероксией): в тканях уровень кислорода
находится в диапазоне 3.4‒6.8% [2, 3]. Интерес-
но, что усиление дыхания сопровождается обра-
зованием протяженной митохондриальной сети,
что отмечено для различных линий клеток чело-
века и животных [17].

Стоит отметить и существенные различия в
оценке влияния среды на гликолиз. Так, F. Moradi
и соавт. [42] сообщали о снижение гликолиза в
клетках остеосаркомы, рака молочной железы и
простаты, культивируемых в плазмаподобной среде.
По нашим данным, эффект зависит от линии кле-
ток: среда Plasmax не вызывала изменений глико-
литической активности в клетках карциномы пече-
ни Huh7.5, снижала в клетках линий HeLa и Vero E6
и повышала в клетках рака легкого А549 [36].

Еще одно изменение, возникающее в клетках
при использовании физиологической среды по
сравнению с различными стандартными, ‒ рез-
кое снижение массы (количества) лизосом [36].
Известно, что лизосомы участвуют в хранении
ряда аминокислот [44], поэтому изменение их со-
держания должно сказываться на метаболоме
клеток. F. Moradi и соавт. [43] обнаружили сниже-
ние интенсивности митофагии, что также вносит
вклад в увеличение длины и разветвленности ми-
тохондриальных сетей. Однако заметим, что дан-

ных об изменениях в активности аутофагии в ли-
тературе пока нет.

Наконец, замена классических сред на физио-
логические влияет и на редокс-статус клеток.
Так, усиление дыхательной активности клеток
Huh7.5, A549, HeLa и Vero E6 сопровождается
усилением продукции АФК в целом и суперок-
сид-анионов в митохондриях в частности [36].
Это можно объяснить повышенными уровнями
(но не процентом) утечки электронов из цепи пе-
редачи электронов в дыхательных комплексах
митохондрий. Не согласуются с этими данными
результаты Moradi и соавт. [43], которые выявили
снижение продукции пероксида водорода в мио-
фибробластах линии С2С12, культивируемых в
плазмаподобной среде в условиях нормоксии
(21% кислорода). Авторы связывают этот эффект
с возможной повышенной активностью и экс-
прессией антиоксидантных ферментов. В этой же
работе продемонстрировано и отличие в чувстви-
тельности клеток к эстрадиолу Е2 и селективным
модуляторам рецепторов экстрогена. Так, при
культивировании клеток С2С12 в классической
среде эстрадиол Е2 индуцировал снижение уровня
пероксида водорода, но не оказывал влияния на
клетки, которые росли в физиологической среде.

ПРИМЕНЕНИЕ ПЛАЗМАПОДОБНЫХ СРЕД 
В БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

За последние несколько лет появились приме-
ры использования плазмаподобных культураль-
ных сред в различных областях биологии. Физио-
логические среды позволят исследовать причины
и механизмы, лежащие в основе резистентности
некоторых типов раковых клеток к аспарагиназе.
Этот фермент применяют для снижения уровня
экзогенного аспарагина, биосинтез которого на-
рушен в клетках лимфобластного лейкоза. В ис-
следовании M. Chiu и др. [45] использована фи-
зиологически обоснованная среда Plasmax в экс-
перименте, направленном на изучение обмена
аминокислот (аспарагин и глутамин) стромаль-
ными мезенхимальными клетками, в том числе
при культивировании совместно с клетками
острого лимфобластного лейкоза. Выявлено, что
стромальные клетки в присутствии аспарагина в
среде поглощают из среды как аспарагин, так и
глутамин, в то время как в отсутствие аспарагина
в среде стромальные клетки, напротив, аспарагин
секретируют; причем около четверти этого аспара-
гина синтезируется из поступающего из среды глу-
тамина. Таким образом, стромальные клетки могут
использовать внеклеточный глутамин для синтеза
и секреции необходимого бластным клеткам аспа-
рагина, что снижает терапевтическую эффектив-
ность аспарагиназы.

Известно, что во многих случаях в клетках гли-
областомы, опухолей желудочно-кишечного трак-
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та, лейкоза и других видов злокачественных обра-
зований имеет место гомозиготная делеция гена
метилтиоаденозинфосфорилазы (MTAP) [46]. В
связи с тем, что этот фермент важен для метабо-
лизма пуринов и биогенных полиаминов, отсут-
ствие кодирующего его гена создает уязвимость
для раковых клеток. Так, для них in vitro описано
повышение внутриклеточной концентрации суб-
страта этого фермента ‒ метилтиоаденозина (МТА)
[47]; при этом высокие концентрации МТА снижа-
ют чувствительность клеток к аргинин-N-метил-
трансферазе, что может быть использовано для
противоопухолевой терапии. При использова-
нии физиологической среды Plasmax Y. Barekatain
и соавт. [48] показали, что описанная выше мута-
ция не вызывает накопления МТА в клетках, но
способствует его секреции. Более того, секрети-
руемый МТА может поглощаться стромальными
клетками in vivo, что продемонстрировано в экспе-
рименте по совместному культивированию клеток
глиобластомы и макрофагов. Авторы высказали
гипотезу, что различия в уровнях некоторых соеди-
нений (цистеина, метионина и др.) в физиологиче-
ской среде препятствуют накоплению МТА в пер-
вичных опухолях пациентов.

Продолжая тему цитотоксичности и эффек-
тивности противоопухолевых препаратов, Khad-
ka S. и др. [49] выявили, что в клетках глиомы с де-
лецией в гене енолазы (ENO1), одного из фермен-
тов гликолиза, культивируемых в среде Plasmax,
понижена зависимость от процессов глутамино-
лиза, но не гликолиза. Эти данные коррелируют с
результатами исследований in vivo, в которых по-
казано отсутствие заметной антипролифератив-
ной активности ингибитора глутаминолиза про-
тив опухолей с делецией ENO1 [49]. В то же время
ингибитор глутаминазы одинаково активен про-
тив клеток с этой делецией и без нее, если клетки
культивируют в стандартной среде. Это прекрас-
ная иллюстрация того, что использование физио-
логических сред (из-за пониженных концентра-
ций пирувата и 2-оксоглутарата) в подобных ис-
следованиях целесообразно и позволяет более
адекватно оценивать эффективность противо-
опухолевых препаратов. Кроме того, S. Khadka и
др. [49] обнаружили и несколько минорных, но не
менее интересных особенностей физиологиче-
ских сред. Так, ими показано, что лактат, присут-
ствующий в плазме крови и содержащийся в сре-
де Plasmax, по-видимому, плохой донор углерода
для клеточного цикла Кребса, тогда как пируват ‒
гораздо более важный компонент восполнения
цикла трикарбоновых кислот в раковых клетках.
Следует упомянуть про полученные с использо-
ванием классических сред данные, где показано,
что вклад лактата как донора углерода в цикл
Кребса и, как следствие, в поддержание дыха-
тельной активности клеток сильно зависит от ти-
па ткани и клеток [29, 50]. На основании выше-

сказанного мы делаем вывод, что все эти данные
требуют дополнительной верификации.

O. Bagshaw и соавт. [51] оценили влияние фи-
зиологических и нефизиологических концентра-
ций цинка на различные аспекты метаболизма кле-
ток гладких мышц аорты крысы и эндотелиальных
клеток (RASMC и RAENDO), культивирумых в
среде Plasmax. Выявлено нарушение экспрессии
генов окислительного фосфорилирования, слия-
ния и разобщения (fusion-fission) митохондрий
при обработке клеток сульфатом цинка в обоих
типах исследуемых клеток. К этим генам относи-
лись Mff (mitochondrial fission factor) и Mfn2 (mito-
fusin 2), экспрессия которых повышалась. Ис-
пользуя технологию Seahorse, авторы провели
визуализацию митохондриальных сетей, а также
проанализировали митохондриальную функцию
исследуемых клеточных линий. Показано, что
увеличенные концентрации цинка по сравне-
нию с физиологическими значениями индуци-
руют усиление процессов слияния/разобщения ми-
тохондрий, увеличивая как базовое, так и макси-
мальное потребление кислорода. Полученные
результаты позволят лучше понять, как приме-
нение, например, биоразлагаемых имплантов,
содержащих цинк, может повлиять на клетки со-
судов и сердечно-сосудистую систему человека.

N. Rossiter и соавт., разработчики среды HPLM
[52], также представили результаты, полученные
при исследовании эффектов, возникающих в
клетках при переходе к физиологической среде.
Они провели генетический скрининг с примене-
нием технологии CRISPR генов различных мета-
болических путей клеток хронического миелоид-
ного лейкоза K562 и выявили 525 генов, экспрес-
сия которых значительно повысилась при переходе
к среде HPLM. Кроме того, им удалось выявить ге-
ны, изменение в экспрессии которых происходило
при смене диализированной сыворотки на обыч-
ную. Одним из самых значимых результатов авторы
считают наличие взаимосвязи аланинаминотранс-
феразы (ALT/GPT2) и митоходрального транспор-
тера пирувата (mitochondrial pyruvate carrier, MPC).
В клетках, культивируемых в физиологической сре-
де с диализированной сывороткой, были повыше-
ны уровни обоих белков, что может способствовать
синтезу аланина из пирувата.

Одна из наиболее интенсивно развивающихся
областей биомедицинских исследований ‒ имму-
нометаболизм [53]. Исследования в области им-
мунологии также имеет смысл проводить в средах
с физиологическими концентрациями метаболи-
тов. Например, M. Leney-Greene и др. [54] проде-
монстрировали, что в физиологической среде
транскрипционный профиль Т-лимфоцитов зна-
чительно отличается от такового в стандартной
среде RPMI. Кроме того, увеличивается уровень
их активации в ответ на контакт с антигеном.
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Также показано, что эти эффекты, главным обра-
зом, могут возникать из-за повышенной концен-
трации ионов кальция в физиологической среде
HPLM. Повышение уровней экспрессии ряда ге-
нов метаболизма серина, аргинина, аспарагина и
пролина (ASS1, PHGDH, PYCR1, GOT1), по-види-
мому, связано со значительно более низкой кон-
центрацией аргинина в среде HPLM.

Следует сказать, что работа нашей группы была
посвящена не только выявлению изменений кле-
точного метаболизма, но и эффектов, которые фи-
зиологическая среда может оказать на репликацию
различных вирусов [36]. Нами показано, что клет-
ки Huh7.5, A549 и Vero E6 при культивировании в
среде Plasmax поддерживают репликацию вируса
гепатита С, вируса гриппа А и коронавируса-2, вы-
зывающего тяжелый острый респираторный син-
дром (SARS-CoV-2), соответственно, хотя репли-
кативная активность вирусов была ниже, чем при
репродукции в тех же клетках, культивируемых в
классических средах. Точные причины снижения
уровней репликации вирусов неясны. Однако мож-
но предположить, что репликация вирусов снижа-
ется с нефизиологически высоких уровней, харак-
терных для суперпермиссивных клеточных линий
(Vero E6, Huh7.5).

Ранее показано, что респираторные вирусы и
вирус гепатита С вызывают окислительный стресс
в инфицированных клетках [55, 56]. В среде Plas-
max способность вирусов нарушать редокс-статус
клеток была гораздо сильнее выражена: уровни
АФК были сопоставимы с таковыми для классиче-
ских культуральных сред, хотя репликативная ак-
тивность вирусов была на порядок ниже [36]. Это
можно объяснить наличием в физиологической
среде не только пирувата, но и лактата, соотно-
шение которых определяет соотношение между
NAD и NADH [57].

В недалеком будущем можно с уверенностью
ожидать появления исследований, в которых будут
найдены новые метаболические отклонения, вы-
званные применением классических/стандартных
сред. Но даже на основании доступной на дан-
ный момент информации можно сделать вывод,
что результаты исследований метаболических
особенностей тех или иных клеток необходимо
верифицировать в физиологически обоснован-
ных средах. Особенно это касается изучения
биохимических процессов в митохондриях, ли-
зосомах, окислительно-восстановительного ба-
ланса в клетке, а также нарушений этих и других
путей при различных патологиях и вирусных
инфекциях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработка и использование физиологических
сред чрезвычайно важно для понимания биоло-

гических процессов и интерпретации данных, осо-
бенно в области исследований клеточного метабо-
лизма. Такие среды позволяют воспроизводить
процессы in vivo в условиях более простых ‒ в си-
стемах in vitro. Кроме того, использование нестан-
дартных культуральных сред, лишенных одного
или нескольких метаболитов, позволяет иссле-
довать зависимость роста клеток и статус сиг-
нальных каскадов от метаболических путей.

Стоит заметить, что репродукция вирусов и их
цитопатический эффект напрямую зависят от ме-
таболизма клеток, а значит тоже сильно подвер-
жены влиянию состава культуральной среды. Для
более глубокого и полного понимания механиз-
мов патогенеза различных инфекционных забо-
леваний необходимы дальнейшие исследования
опосредованных вирусом нарушений в клетке-
хозяине. Желательно, чтобы эти исследования
были основаны на моделях, которые максималь-
но адекватно имитируют условия in vivo и поэтому
не искажают естественные процессы. Одна из до-
ступных возможностей значительного улучше-
ния (приближения к реальным условиям) суще-
ствующих моделей ‒ использование физиологи-
чески обоснованных сред.

Физиологические варианты среды могут быть
полезны и удобны для решения различных задач,
включая культивирование первичных клеток, на-
работку биомолекул (в том числе вирусных бел-
ков) и т.д. Стоит отметить, что варианты физиоло-
гических сред могут быть модифицированы для
выполнения множества самых разнообразных за-
дач: симуляции различных диет, патологических
состояний определенных тканей, старения и иных
процессов. Возможно, в будущем будут использо-
вать варианты таких сред c концентрациями мета-
болитов, соответствующими значениям у конкрет-
ного пациента, тем самым приближая практиче-
скую медицину к персонализированному формату.

Работа поддержана Российским фондом фун-
даментальных исследований (проект № 18-29-
07066) (разделы по классическим средам) и Рос-
сийским научным фондом (21-14-10146) (разделы
по плазмаподобным средам).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
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PHYSIOLOGICAL MEDIA IN STUDIES OF CELL METABOLISM
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Changes in cell metabolism accompany development of a wide spectrum of pathologies including cancer, au-
toimmune and inflammatory diseases. Therefore, inhibitors of metabolic enzymes is considered a promising
strategy for development of therapeutic agents. However, investigation of cellular metabolism is hampered by
imprint of culture media that interfere with many cellular processes making cellular models non-relevant.
There are numerous reports showing that the results from in vitro systems are not reproduced in in vivo models
and in patients. During the last decade a novel approach has emerged which consists in adaptation of culture
medium composition to the composition of blood plasma. In 2017‒2019 two plasma-like media were pro-
posed, Plasmax and HPLM. In the review, we summarized drawbacks of convenient media as well as changes
in metabolism of cells cultivated in convenient and plasma-like media at normal state and in models of pa-
thology.
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Борьба с возникновением и распространением бактериальных патогенов с множественной лекар-
ственной устойчивостью, провоцирующих развитие внутрибольничных инфекций, остается акту-
альной задачей здравоохранения во всем мире. В обзоре рассмотрены результаты недавних иссле-
дований, показывающих, что наряду с инактивацией специфических биохимических мишеней,
многие антибиотики провоцируют в бактериальных клетках развитие окислительного стресса, ко-
торый повреждает клеточные макромолекулы и повышает чувствительность бактерий к антибиоти-
кам. Ранее мы установили, что генерация сероводорода (универсального протектора бактерий от
окислительного стресса) различными бактериальными патогенами защищает их от бактерицидных
антибиотиков. В дальнейшем была выявлена взаимосвязь между генерацией H2S, метаболизмом
цистеина и окислительным стрессом. Наконец, в наших последних работах показано, что малые
молекулы, ингибирующие ферменты, вовлеченные в генерацию сероводорода, существенно повы-
шают бактерицидный эффект антибиотиков различного типа, включая хинолоны, бета-лактамы и
аминогликозиды in vitro, а также влияют на развитие инфекций в мышиных моделях. Кроме того,
отобранные ингибиторы супрессируют толерантность бактерий к антибиотикам, нарушают образо-
вание биопленок и существенно снижают количество персистеров, переживающих обработку анти-
биотиками. Мы предполагаем, что агенты, ограничивающие биосинтез сероводорода, могут быть
эффективным инструментом в борьбе с распространением бактериальных патогенов с множествен-
ной лекарственной устойчивостью.

Ключевые слова: бактерии, антибиотики, окислительный стресс, продукция сероводорода, ингиби-
торы ферментов биосинтеза сероводорода, антимикробные препараты
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ВВЕДЕНИЕ
Распространение бактериальных патогенов с

множественной лекарственной устойчивостью и
внутрибольничные инфекции представляют одну
из наиболее серьезных проблем здравоохранения в
мире. Пандемия COVID-19 перевела эту проблему
из разряда важных в разряд острых. Медленный
прогресс в разработке новых противомикробных
препаратов и быстрое появление резистентности к
новым терапевтическим средствам вызывают се-
рьезную озабоченность и ставят под сомнение эф-
фективность методов лечения бактериальных ин-
фекций [1–3]. Антибиотикорезистентность пато-
генных бактерий – это фундамент следующей
пандемии, которая ждет человечество в обозри-
мом будущем. В настоящее время от бактериаль-
ных инфекций, устойчивых к действию антибио-
тиков, в мире ежегодно умирает приблизительно
700000 человек. При повышении численности

резистентных форм опасных бактериальных ин-
фекций смертность будет исчисляться миллиона-
ми жертв. Высокая летальность пациентов с бак-
териальными инфекциями и экономические по-
тери будут значительно превосходить негативный
эффект от пандемии COVID-19. Прогнозируется,
что к 2050 году количество смертельных исходов,
вызванных устойчивыми к антибиотикам бакте-
риальными инфекциями, достигнет 10 млн. в год,
а потери мировой экономики будут составлять
внушительные 100 трлн. долларов США [4].

Устойчивость бактерий к действию антибио-
тиков, определяемая как наследственно закреп-
ленная способность расти и размножаться в при-
сутствии высокого уровня антибиотиков [3, 5],
обеспечивается четырьмя главными механизма-
ми: (1) модификациями мишени антибиотиков в
результате мутаций; (2) снижением проницаемо-
сти оболочки бактериальной клетки для антибио-

УДК 575.826
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тика; (3) снижением процесса импорта в клетку
или увеличением эффективности экспорта анти-
биотиков из клетки, в результате чего антибиотик
не может взаимодействовать с мишенью; (4) фер-
ментативная деградация антибиотика или другие
химические модификации, снижающие его срод-
ство к мишени [7–12]. В то же время бактерии
способны выживать в присутствии антибиотиков
не в результате генетически детерминированной
устойчивости, но путем временной остановки ро-
ста и снижения уровня метаболизма. Такое состо-
яние называется толерантностью к антибиотикам,
или персистенцией. В этих условиях выживает
только небольшая часть бактериальной популя-
ции, а выжившие бактерии получили наимено-
вание персистеров [13]. Помимо антибиотиков,
образование персистеров может индуцировать-
ся другими видами стресса, причем бактериаль-
ная популяция спонтанно генерирует неболь-
шое количество персистеров для защиты от по-
тенциальных генотоксических агентов [14].

Проблема толерантности к антибиотикам при-
влекла особое внимание исследователей в начале
2000, когда показали, что устойчивость бактери-
альных биопленок к высоким дозам антибиоти-
ков обусловлена присутствием персистеров [15–
19]. Образование биопленок сопровождает боль-
шинство инфекционных заболеваний человека,
особенно часто это происходит в клинических
условиях [13, 20]. Целый ряд хронических заболе-
ваний человека сопровождается генерацией пер-
систеров, борьба с которыми трудна и требует
специальных подходов [14, 21–23]. Кроме того,
все более очевидной становится роль персистеров
как предшественников образования мутантов,
устойчивых к антибиотикам [24–27]. Для успеш-
ной борьбы с персистерами необходима разработка
специфических соединений – потенциаторов –
обеспечивающих подавление их формирования в
присутствии антибиотиков. В связи с этим особую
актуальность приобретают работы, направленные
на расшифровку механизмов, ответственных за ле-
тальное действие антибиотиков.

Недавние исследования показали, что помимо
своей основной активности, многие антибиотики
вызывают окислительный стресс, который по-
вреждает клеточные макромолекулы и способ-
ствует бактерицидной активности антибиотиков
[28–30]. Вовлечение активных форм кислорода
(АФК), как нового фактора бактерицидного дей-
ствия антибиотиков, расширило разработку новых
экспериментальных подходов к поиску соедине-
ний, обладающих свойствами антиоксидантов, по-
вышающих эффективность антибиотиков. Ранее
мы установили, что бактерии производят серо-
водород (H2S), который снижает окислительный
стресс и обеспечивает существенную защиту
широкого спектра бактериальных патогенов от
бактерицидных антибиотиков [31]. Подавление

образования H2S делает бактерии менее устойчи-
выми к первичному действию антибиотиков, уси-
ливая тем самым их бактерицидную активность
[32]. Практически у всех бактерий в продукции H2S
участвуют ферменты, ортологичные ферментам
млекопитающих: цистатионин-γ-лиазы (CSE), ци-
статионин-β-синтазы (CBS) и 3-меркаптопируват-
сульфотрансферазы (3MST) [33, 34]. Показано, что
у ряда патогенов, включая Staphylococcus aureus и
Pseudomonas aeruginosa, генетическое поврежде-
ние путей биосинтеза H2S приводит к чувстви-
тельности к различным классам антибиотиков и
иммунному ответу хозяина [35, 36]. Учитывая эти
данные, мы отобрали специфические ингибито-
ры фермента CSE и показали способность таких
ингибиторов усиливать действие бактерицидных
антибиотиков на патогенные бактерии S. aureus и
P. aeruginosa, а также подавлять формирование
бактериальных персистеров. Прежде чем перей-
ти к описанию H2S-зависимой системы защиты
бактерий от окислительного стресса и бактери-
цидных антибиотиков, мы более детально рас-
смотрим взаимосвязь между летальным действи-
ем антибиотиков и окислительным стрессом.

ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ БАКТЕРИЦИДНЫМ 
ДЕЙСТВИЕМ АНТИБИОТИКОВ

И ОКИСЛИТЕЛЬНЫМ СТРЕССОМ

Молекулярные мишени основных классов
бактерицидных антибиотиков изучены достаточ-
но детально: бета-лактамы интерферируют с био-
синтезом клеточной стенки; хинолоны ингиби-
руют ДНК-гиразу грамотрицательных бактерий,
одного из ключевых ферментов, участвующих в
репликации бактериальной хромосомы на стадии
формирования эфирной связи тирозилфосфата, в
результате чего в основной цепи ДНК образуется
разрыв; аминогликозиды связываются с рецепто-
рами на 30S субъединице бактериальной рибосо-
мы, вызывая ошибки трансляции [37]. Однако на
протяжении последних десятилетий накаплива-
лись данные, свидетельствующие о том, что ле-
тальное действие антибиотиков невозможно
объяснить исключительно их взаимодействием с
первичными мишенями, оно зависит также от
метаболических процессов, сопровождающихся
генерацией АФК [38]. В бактериальных клетках
обнаружены три типа АФК: супероксид-анион
( ), пероксид водорода (H2O2) и гидроксил-ра-
дикал (∙OH), которые образуются как побочные
продукты активности ферментов дыхательной си-
стемы [39]. Бактериальная клетка содержит фер-
менты, осуществляющие защиту от АФК: суперок-
сиддисмутазы SodA, SodB и SodC восстанавливают
супероксид-анион до кислорода и пероксида водо-
рода, который в дальнейшем разлагается каталаза-
ми KatG, KatE и алкилгидропероксидазой AhpC с

−
2O
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образованием воды и кислорода [40]. Показано,
что летальное действие пероксида водорода свя-
зано с присутствием в клетке свободных ионов
железа Fe2+ [41, 42]. В этом случае пероксид водо-
рода в реакции с ионом железа (реакция Фенто-
на) превращается в гидроксил-радикал ∙OH:

Радикал ∙OH характеризуется высокой ста-
бильностью и способностью вызывать разрывы в
цепи ДНК [43].

Первые указания на взаимосвязь бактерицид-
ного действия антибиотиков и генерации АФК
получены в работах, показывающих, что активация
регулона SoxRS приводит к устойчивости бактерий
к разным классам антибиотиков [44–46]. Похожий
вывод сделан на основании данных, показавших,
что обработка бактерий такими антиоксидантами,
как витамин С или глутатион, вызывает повыше-
ние минимальной ингибирующей концентрации
для антибиотиков классов хинолонов и аминогли-
козидов [47, 48]. Кроме того, в обработанных анти-
биотиками бактериальных клетках зафиксировано
статистически значимое увеличение уровня АФК
по сравнению с контролем [49, 50].

Прямые доказательства существования взаи-
мосвязи между летальным эффектом антибиоти-
ков и генерацией АФК получены в серии работ
группы Коллинза. Главное наблюдение состояло
в том, что летальное действие антибиотиков нор-
флоксоцина, ампициллина и канамицина сопро-
вождалось резким всплеском внутриклеточного
уровня гидроксил-радикала, определяемого с по-
мощью флуоресцирующего реагента HPF, тогда
как использование пяти бактериостатических ан-
тибиотиков не приводило к появлению флуорес-
цирующего сигнала [30, 51, 52]. Показано, что ги-
бель бактерий под действием бактерицидных ан-
тибиотиков снижалась при добавлении хелатора
железа (2,2-дипиридила) или гасителя АФК (тио-
мочевины) [30]. Выяснилось также, что мутанты
recA Escherichia coli характеризуются более высо-
кой чувствительностью к антибиотикам, что сви-
детельствует об участии АФК в повреждении ДНК,
которое устраняется с помощью RecA-зависимой
системы репарации. Важно подчеркнуть, что АФК
не всегда негативно влияют на выживаемость бак-
терий, например, применение сублетальных доз
супероксид-аниона или инактивация супероксид-
дисмутазы (sodAB) приводили не к увеличению, а,
напротив, к снижению летального действия ан-
тибиотиков [53–55].

Важная роль АФК в реализации летального
действия антибиотиков подтверждается данными
о том, что двойные мутанты sodA sodB обладают
большей устойчивостью к антибиотикам, тогда
как генетические повреждения каталаз/перокси-
даз (katG katE) увеличивают летальный эффект

+ + •+ → + +2 3 –
2 2H O Fe Fe OH ОH .

антибиотиков всех трех классов в 10–100 раз [43].
Интересные выводы сделаны на основании транс-
позонного мутагенеза генома E. coli, проведенного
в присутствии антибиотиков. Оказалось, что две
трети транспозонных инсерций локализовались в
генах, ответственных за перенос электронов, окис-
лительное фосфорилирование или вовлеченных в
образование железо-серных кластеров [56]. Все эти
мутанты характеризуются снижением пула фер-
ментов, вовлеченных в дыхание, потребление
NADH или электронно-транспортную цепь, т.е. в
процессы, которые должны снижать генерацию
АФК [56]. Примечательно, что анализ чувстви-
тельности Keio коллекции E. coli [57] к 22 анти-
биотикам выявил повышенную чувствительность
к бактерицидным антибиотикам у мутантов, со-
держащих инсерции в локусах recA, recB или recC
[58]. Из этого следует, что индуцируемые АФК
двухцепочечные разрывы в ДНК являются од-
ним из факторов летального действия антибио-
тиков [59].

Следует подчеркнуть, что некоторые измене-
ния в метаболизме бактерий, обусловленные дей-
ствием бактерицидных антибиотиков, никак не
связаны с функционированием их первичных
мишеней. Например, неожиданно оказалось, что
обработка бактерий S. aureus ДНК-повреждаю-
щим агентом ципрофлоксацином приводит к
окислению жиров и гуанинового основания в
ДНК с образованием 8-oxo-dGTP [60]. Кроме то-
го, обнаружена супрессия агрегации белков под
действием канамицина в условиях суперпродук-
ции пероксиредоксина AhpF [61] или супрессия
опосредованного ампициллином и канамицином
летального эффекта в условиях сверхэкспрессии
ферментов MutT и RibA, вовлеченных в удаление
8-oxo-dGTP – токсичного продукта окисления
пула GTP под действием АФК [59].

Таким образом, совокупность данных о роли
АФК в действии бактерицидных антибиотиков
позволяет заключить, что низкие концентрации
АФК могут быть полезными и запускать защит-
ные системы клетки, тогда как высокие концен-
трации, как правило, приводят к летальному эф-
фекту. В связи с этим возникает вопрос, каким
образом бактериальная клетка распознает эти две
альтернативные ситуации и как передается сиг-
нал от первичного фактора, вызывающего стресс,
к системе, генерирующей АФК? Одну из таких
систем представляет пара токсин/антитоксин
MazF/MazE. В условиях, когда бактериальная
клетка подвергается стрессу, происходит деграда-
ция белка-антитоксина MazE и тем самым высво-
бождается белок-токсин MazF. Под действием
белка MazF происходит деградация клеточных
мРНК [62, 63]. Некоторые из этих РНК трансли-
руются с образованием укороченных неправиль-
но свернутых пептидов, которые включаются в
клеточную мембрану и активируют расположен-
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ную в оболочке регуляторную систему Cpx [64–
66]. Активация Cpx индуцирует экспрессию белка
YihE [67], кодирующего протеинкиназу, которая
вовлечена в негативную регуляцию MazF [64].
Белок Cpx индуцирует и другие системы, участву-
ющие в ренатурации или деградации неправиль-
но свернутых белков, т.е. выполняет защитную
функцию в клетке [68]. Однако оказалось, что де-
леция гена CpxR, кодирующего регулятор систе-
мы Cpx, приводит к защите клеток от летального
действия хинолонов, бета-лактамов и аминогли-
козидов [64, 65]. Таким образом, система Cpx ди-
кого типа выполняет и деструктивные функции,
обусловленные, возможно, активацией двухком-
понентной системы Arc, вовлеченной в контроль
редокс-баланса клетки [65, 66]. Система Arc
участвует в регуляции активности компонентов
системы транспорта, в частности, цитохромокси-
дазы bd-I [66] и тем самым может регулировать
внутриклеточное содержание АФК.

Таким образом, при умеренном и непродол-
жительном окислительном стрессе бактериаль-
ная клетка способна преобразовать образующи-
еся АФК и защититься от их токсичного и ле-
тального действия. Однако при возрастании
количества АФК в клетке и увеличении времени
экспозиции происходит Cpx-зависимое измене-
ние активности Arc-системы, приводящее к
увеличению содержания АФК до уровня, пре-
вышающего его позитивное действие на клетку,
что, в конечном счете, может привести к леталь-
ному эффекту. Таким образом, бактериальная
клетка располагает несколькими регуляторны-
ми системами, с помощью которых АФК могут
обеспечивать различные сценарии действия ан-
тибиотиков на бактерии.

Ярким примером, показывающим важную роль
окислительного стресса в летальном действии анти-
биотиков, служит обнаруженный нами феномен
протективной функции сероводорода в отношении
широкого спектра антибиотиков.

ГЕНЕТИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ ГЕНЕРАЦИИ 
СЕРОВОДОРОДА У БАКТЕРИЙ

На протяжении многих десятилетий сероводо-
род (H2S) был известен как высокотоксичный яд,
подавляющий дыхание организмов благодаря спо-
собности эффективно восстанавливать и инакти-
вировать терминальные цитохромоксидазы и дру-
гие металлсодержащие ферменты. Способность
бактерий продуцировать H2S как побочный про-
дукт метаболизма серы была обнаружена почти
век назад [69], однако изучение его функций в
бактериальной клетке началось лишь недавно.
Наряду с оксидом азота (NO) и монооксидом уг-
лерода (CO), H2S относится к группе так называ-
емых газов-трансмиттеров, выполняющих (в низ-

ких концентрациях) важную сигнальную роль в
клеточном метаболизме эукариот [70]. Первым
газом-трансмиттером, выявленным у бактерий,
был оксид азота, синтез которого контролируется
синтазой оксида азота (bNOS) [71, 72]. Компью-
терный анализ нуклеотидных последовательно-
стей бактериальных геномов выявил потенциаль-
ные аналоги bNOS у ограниченного количества
видов грамположительных бактерий [73]. Эти
данные послужили поводом к поиску бактериаль-
ных ортологов ферментов, генерирующих H2S, у
млекопитающих: цистатионин-β-синтазы (CBS,
[KФ 4.2.1.22]), цистатионин-γ-лиазы (CSE, [KФ
4.4.1.1]), 3-меркаптопируват-сульфотрансферазы
(3MST [KФ 2.8.1.2]). В отличие от bNOS, фермен-
ты, катализирующие синтез H2S (т.е. ферменты,
участвующие в биосинтезе сероводорода), очень
консервативны – у большинства проанализиро-
ванных видов бактерий обнаружен хотя бы один
из гомологов ферментов млекопитающих, что
указывает на важную роль сероводорода в жизне-
деятельности бактерий [31].

Задолго до того, как обнаружили ферменты, ка-
тализирующие эндогенный синтез H2S, было из-
вестно, что у анаэробных сульфат-продуцирующих
бактерий сероводород может генерироваться в ме-
таболическом пути восстановления сульфата [74].
Некоторые кишечные бактерии могут сходным
образом продуцировать H2S путем восстановле-
ния тиосульфата [75].

Как уже отмечено выше, бактерии содержат
три фермента, вовлеченных в генерацию H2S:
CBS, CSE и (3MST) (рис. 1).

Все три фермента используют цистеин в каче-
стве субстрата для синтеза H2S, причем система
CBS/CSE может также метаболизировать гомо-
цистеин в серии реакций, приводящих к образо-
ванию H2S и других соединений [74, 76]. CBS и
CSE являются пиридоксальфосфатзависимыми
ферментами. Для протекания 3MST-зависимой
реакции необходим предварительный этап, кон-
тролируемый аспартат-аминотрансферазой, об-
ладающей цистеин-аминотрансферазной актив-
ностью, с образованием сульфана, который затем
образует H2S в присутствии восстановителей [77,
78]. Эти ферменты найдены в клетках по крайней
мере четырех разных бактериальных патогенов.
Бактерии Bacillus anthracis, P. aeruginosa и S. aureus
кодируют ферменты CBS/CSE, тогда как E. coli
содержит 3MST [31]. Известны и другие белки,
потенциально способные генерировать H2S, на-
пример, цистеиндесульфуразы, однако их вклад в
генерацию сероводорода не доказан. До недавне-
го времени был известен только один путь генера-
ции H2S в клетках E. coli с участием фермента
3MST [31], однако сравнительно недавно в гено-
ме E. coli и Salmonella enterica идентифицирован
оперон cyuPA, контролирующий анаэробную де-
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градацию цистеина до сероводорода [79]. Физио-
логическая роль этих ферментов состоит в поддер-
жании внутриклеточного содержания цистеина на
уровне, который не позволяет реализоваться инги-
бирующему эффекту цистеина на экспрессию ряда
аминокислотных оперонов.

СЕРОВОДОРОД ЗАЩИЩАЕТ БАКТЕРИИ
ОТ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА
И ДЕЙСТВИЯ БАКТЕРИЦИДНЫХ 

АНТИБИОТИКОВ

Показано, что в организмах млекопитающих
H2S выполняет функцию кардиопротектора, кон-
тролирует расслабление сосудов и гладкой муску-
латуры, вовлечен в нейромодуляцию и защиту
нейронов от окислительного стресса, а также ока-
зывает противовоспалительное действие при ин-
фекциях желудочно-кишечного тракта [80, 81].
Впервые защитная роль сероводорода в отноше-
нии действия бактерицидных антибиотиков была
показана нами более 10 лет назад [31]. Оказалось,
что инактивация генов, ответственных за генера-
цию H2S у разных патогенных бактерий, приво-
дит к увеличению чувствительности бактерий к
широкому спектру антибиотиков. Согласно на-
шим ранним исследованиям, оксид азота (NO)
проявляет сходную защитную активность в отно-
шении антибиотиков у грамположительных бак-
терий, содержащих bNOS [82]. Поэтому первое
предположение о возможной сигнальной функ-
ции H2S у бактерий было основано на наших ра-
ботах, посвященных изучению сигнальных функ-

ций NO. Хорошо известно, что NO участвует в
различных жизненно важных процессах в бакте-
риальной клетке, включая устойчивость к разно-
образным стрессам, вирулентность, модуляцию
хозяйского ответа на стресс и клеточную комму-
никацию [72, 73, 82–87]. В 2009 г. впервые пока-
зали, что у тех видов бактерий, которые содержат
bNOS, оксид азота защищает бактерии от широко-
го спектра антимикробных препаратов [82]. Инте-
ресно, что NO, выделяемый бактериями B. subtilis и
B. anthracis, защищает также от токсина пиоциани-
на, секретируемого P. aeruginosa [82]. Весьма веро-
ятно, что использование газов-трансмиттеров NO
и H2S является универсальной стратегией, кото-
рую бактерии применяют для защиты от геноток-
сичных агентов. Действительно, мы обнаружили,
что нарушение способности бактерий продуци-
ровать H2S в результате инактивации генов cbs, cse
или mstA приводит к резкому увеличению чув-
ствительности таких мутантов к широкому спек-
тру антибиотиков [31]. Добавление экзогенного
источника H2S в ростовую среду восстанавливало
устойчивость таких мутантов к антибиотикам до
уровня штамма дикого типа. Важно отметить, что
из всех использованных нами мутантов, дефект-
ных по продукции H2S, только штамм B. anthracis
содержал активную синтазу оксида азота bNOS,
однако попытки объединить в одном геноме му-
тации cbs/cse и ∆nos оказались безуспешными,
т.е. комбинация мутаций, нарушающих генера-
цию обоих газов, приводит к летальному эффекту
[31]. В то же время, химическое ингибирование
активности bNOS в мутантах, дефектных по

Рис. 1. Два пути генерации H2S у модельных организмов. В клетках E. coli цистеин сначала превращается в 3-меркап-
топируват с участием цистеин-аминотрансферазы (CAT) с последующим образованием H2S, пирувата и аммония под
контролем 3-меркаптопируват-сульфотрансферазы (3MST). В клетках Bacillus subtilis реализуются два пути генерации
H2S – c участием цистатионин-β-синтазы (CBS) и цистатионин-γ-лиазы (CSE).
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cbs/cse, приводило к существенно большей чув-
ствительности таких бактерий к антибиотикам по
сравнению с одиночными мутантами cbs/cse и
∆nos. На основании этих данных сделано заклю-
чение, что у бактерий, имеющих обе системы ге-
нерации NO и H2S, наблюдается синергичное
действие этих газов как протекторов от антибио-
тиков.

Важное наблюдение, указывающее на реализа-
цию защитного действия H2S на уровне супрессии
окислительного стресса, сделано на основании
определения частоты индуцированных перокси-
дом водорода (H2O2) двухцепочечных разрывов в
хромосомной ДНК мутантов ∆mstA с нарушенной
продукцией H2S и мутантов со сверхэкспрессией
гена mstA, находящегося под контролем промотора
Ptet. Оказалось, что увеличение уровня генерации
H2S в мутанте Ptet-mstA или добавление экзогенного
H2S существенно снижает количество двухцепо-
чечных разрывов в ДНК при обработке клеток
H2O2 [88]. Эти данные позволяют предположить,
что протективное действие H2S осуществляется
за счет снижения эффективности реакции Фен-
тона, приводящей к генерации токсичного гид-
роксил-радикала [89, 90]. Для проверки этого
предположения мы внесли в геном мутантов, со-
держащих делецию ∆mstA, дополнительную мута-
цию в гене fur, продукт которого является регуля-
тором ферментов, ответственных за усвоение же-
леза в бактериальных клетках [91, 92]. Известно,
что инактивация гена fur приводит к 8-кратному
увеличению концентрации свободного железа в
клетках E. coli и резко увеличивает чувствитель-
ность ДНК к окислительному стрессу [93–95].
Оказалось, что в клетках штамма дикого типа
инактивация гена fur приводит к 40-кратному уве-
личению чувствительности к H2O2, тогда как вы-
живаемость клеток штамма с делецией гена mstA
снижается более чем в 300 раз. В клетках мутанта
Ptet-mstA инактивация гена fur практически не ска-
зывается на выживаемости бактерий, обработан-
ных H2O2 [88]. Полученные результаты позволяют
заключить, что H2S, синтезируемый эндогенно под
контролем гена mstA, защищает клетки от бактери-
цидного действия H2O2. Совокупность полученных
данных показывает, что защитная функция H2S,
генерируемого под контролем гена mstA, наиболее
ярко проявляется на фоне делеции гена Δfur, т.е. в
условиях высокого внутриклеточного содержания
свободного железа. Поэтому можно предположить,
что, будучи мощным восстановителем, H2S связы-
вает свободное внутриклеточное железо, служа-
щее субстратом реакции Фентона, ведущей к об-
разованию гидроксил-радикала [88].

Это заключение подтвердилось последующи-
ми экспериментами с мутантами E. coli, содержа-

щими модификации в генах, ответственных за
метаболизм и транспорт цистеина.

ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ ГЕНЕРАЦИЕЙ 
СЕРОВОДОРОДА,

МЕТАБОЛИЗМОМ ЦИСТЕИНА
И ОКИСЛИТЕЛЬНЫМ СТРЕССОМ

Высокий уровень устойчивости к окислительно-
му стрессу, наблюдаемый у мутанта Ptet-mstA, может
быть обусловлен не только связыванием свободно-
го железа в реакции Фентона, но и усилением де-
градации L-цистеина. Показано, что L-цистеин
может промотировать реакцию Фентона путем вос-
становления трехвалентного железа (Fe3+) в двухва-
лентное [96]. Можно предположить, что в условиях
интенсивной деградации L-цистеина в H2S через
последовательное действие ферментов AspC и
3MST, наблюдаемой у мутанта Ptet-mstA, реакция
Фентона должна подвергаться дополнительной
репрессии. Мы предположили, что усиленная
деградация L-цистеина в мутанте Ptet-mstA долж-
на активировать экспрессию CysB-регулона. Бе-
лок CysB служит сенсором и регулятором внут-
риклеточного содержания L-цистеина и серы
(рис. 2) [97].

Чтобы выявить взаимосвязь между генерацией
H2S и деградацией L-цистеина мы определили
уровень транскрипции генов cysK, cysP и tau, ре-
гулируемых белком CysB в штаммах ΔmstA и Ptet-
mstA, методом количественной ПЦР в реальном
времени. Выяснилось, что уровень транскрипции
генов cysB, cysK, cysP и tau у мутанта ΔmstA не-
сколько ниже, чем в штамме дикого типа. Напро-
тив, у мутанта Ptet-mstA транскрипция генов cysK,
cysP и tau значительно увеличена – в 10.5, 8.2, и
4.8 раза соответственно. Повышенная экспрессия
этих генов, скорее всего, обусловлена 2-кратным
увеличением экспрессии гена cysB, так как инак-
тивация этого гена снижает уровень их экспрес-
сии до базального уровня. Из этого следует, что
индукция генов CysB-регулона обусловлена уси-
ленной деградацией L-цистеина в клетках мутан-
та Ptet-mstA. Известно, что L-цистеин участвует в
аллостерическом ингибировании серин-ацетил-
трансферазы (ген cysE), продуктом которой являет-
ся O-ацетилсерин (OAS), который, в свою очередь,
превращается в N-ацетилсерин, служащий автоин-
дуктором транскрипционного регулятора – белка
CysB [98]. Поэтому именно увеличенный пул OAS,
вероятнее всего, является главной причиной уси-
ления экспрессии CysB-регулируемых генов у му-
танта Ptet-mstA, в то время как сниженный уровень
транскрипции этих генов у мутанта ΔmstA обу-
словлен нарушением aspC-mstA-зависимого пути
деградации L-цистеина (рис. 2). В соответствии с
этим предположением при добавлении экзоген-
ного L-цистеина в среду при выращивании му-
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Рис. 2. Взаимосвязь между генерацией H2S, активностью серин-ацетилтрансферазы и экспрессией гена cysB. Актив-
ность серин-ацетилтрансферазы, кодируемой геном cysЕ, подвержена ретроингибированию цистеином. Продуктом
серин-ацетилтрансферазной реакции является О-ацетилсерин, который спонтанно превращается в N-ацетилсерин.
N-ацетилсерин служит индуктором транскрипционного регулятора СysB. Белок СysB связывается перед –35 обла-
стью позитивно регулируемых промоторов и в присутствии индуктора облегчает формирование комплекса, иниции-
рующего транскрипцию. Кроме того, ген cysB подвержен авторегуляции собственным продуктом, который связыва-
ется с собственным промотором в качестве белка-репрессора. N-ацетилсерин стимулирует связывание белка СysB с
сайтами, вовлеченными в позитивную регуляцию, но ингибирует связывание с негативно регулируемым промотором
гена cysB [88].
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танта Ptet-mstA экспрессия CysB-регулируемых ге-
нов снижается до базального уровня. Кроме того,
сравнили уровни транскрипции генов СysB-регу-
лона в условиях окислительного стресса у штамма
дикого типа, делеционного мутанта ΔmstA и му-
танта Ptet-mstA, суперпродуцента H2S. В штамме
дикого типа мы обнаружили достаточно высокий
уровень индукции CysB-регулируемых генов в от-
вет на обработку пероксидом водорода, что согла-
суется с опубликованными данными. Следует под-
черкнуть, что молекулярный механизм, с помощью
которого H2O2 может влиять на уровень транскрип-
ции CysB-регулируемых генов, остается нераскры-
тым. Особый интерес представляют полученные
нами результаты, показывающие практически пол-
ное отсутствие индукции CysB-зависимых генов
под действием H2O2 в делеционном мутанте ΔmstA.

Мы предложили модель, с помощью которой
можно объяснить неожиданную роль H2S в регуля-
торном ответе CysB-регулона на окислительный
стресс (рис. 3) [88]. Cогласно этой модели, экзоген-
ный пероксид водорода, попадая в периплазму
клетки, окисляет L-цистеин до L-цистина с обра-
зованием воды. Это должно приводить к сниже-
нию внутриклеточного пула L-цистеина. Сниже-
ние пула L-цистеина, в свою очередь, приводит к
снятию авторегуляции транскрипции гена cysB,
продукт которого служит активатором генов CysB-
регулона и, в частности, гена tcyP, ответственного

за синтез транспортера L-цистина. Усиление пото-
ка L-цистина/L-цистеина в клетку обеспечивает
усиленную mstA-зависимую генерацию H2S, кото-
рый, связываясь со свободным железом, снижает
эффективность реакции Фентона, сопровождаю-
щую образование токсичного для клетки гидрок-
сил-радикала (∙OH).

ФЕРМЕНТЫ, ГЕНЕРИРУЮЩИЕ 
СЕРОВОДОРОД, КАК МИШЕНИ

ДЛЯ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЙ ТЕРАПИИ

Несмотря на потенциальную токсичность в
больших дозах, в физиологических концентра-
циях H2S действует как важная сигнальная моле-
кула, которая защищает бактерии от окисли-
тельного стресса, иммунной атаки и многих ан-
тибиотиков. Эти результаты, поддерживающие
концепцию бактерицидного действия антибио-
тиков через окислительные повреждения, поз-
волили предложить ферменты, продуцирующие
H2S, в качестве новых многообещающих мишеней
для противомикробной терапии. Была поставлена
практическая задача синтеза низкомолекулярных
соединений, способных служить ингибиторами
конкретных ферментов, вовлеченных в генерацию
сероводорода.

В качестве модели в этих исследованиях ис-
пользовали патогенные бактерии: S. aureus (грам-
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положительная) и P. aeruginosa (грамотрицатель-
ная) – основные возбудители-внутрибольничных
инфекций. С помощью транспозонного мутаге-
неза в геноме этих бактерий инактивировали ге-
ны cbs и cse, кодирующие ферменты, участвую-
щие в продукции сероводорода, и определили их
вклад в генерацию сероводорода [99]. Определи-
ли уровень генерации H2S полученными мутанта-
ми и показали, что главную роль в продукции се-
роводорода у обоих видов бактерий играет фер-
мент CSE. Кроме того, делеционные мутанты cse
обнаруживали значительно более высокую чув-
ствительность к антибиотикам гентамицину, ам-
пициллину и норфлоксацину по сравнению со
штаммами дикого типа.

В результате виртуального скрининга (SBVS)
среди ~3 млн коммерчески доступных малых мо-
лекул отобрали три потенциальных ингибитора
фермента CSE: NL1, NL2 и NL3. Эксперименты
по сокристаллизации этих ингибиторов с моно-
мерами CSE позволили определить сайты связы-
вания всех трех ингибиторов с ферментом. Опре-
делена способность отобранных ингибиторов по-
давлять активность фермента CSE in vitro, а также
в живых клетках. Важно подчеркнуть, что ото-
бранные ингибиторы проявляли строгую специ-

фичность к бактериальным CSE, но не подавляли
активность CSE млекопитающих, включая чело-
века. Выяснилось, что ингибиторы NL1, NL2 и
NL3 подавляют способность бактерий S. aureus и
P. aeruginosa генерировать H2S и существенным
образом увеличивают чувствительность этих бак-
терий к действию антибиотика гентамицина [99].

На мышиных моделях сепсиса, индуцирован-
ного S. aureus, и легочной инфекции, вызванной
P. aeruginosa, проверена способность ингибиторов
NL1, NL2 и NL3 усиливать действие гентамици-
на против этих инфекций. Показано, что комби-
нация антибиотика гентамицина с ингибитором
NL1 увеличивает выживаемость зараженных сеп-
сисом мышей и снижает титр бактерий P. aeruginosa
при легочной инфекции. Исследована способность
отобранных ингибиторов снижать долю персисте-
ров, устойчивых к действию ципрофлоксацина и
гентамицина, в популяции бактерий S. aureus и
P. aeruginos, а также их влияние на формирование
биопленок. Показано, что обработка бактерий ин-
гибитором NL1 существенно снижает долю перси-
стеров в популяции бактерий S. aureus и P. aerugino-
sa, а все три ингибитора подавляют формирование
биопленок у бактерий P. aeruginosa. Таким обра-
зом, можно заключить, что ингибиторы NL1, NL2

Рис. 3. Модель опосредованной H2S защиты клеток E. coli от окислительного стресса. Фракция экзогенного H2O2 в
периплазме клетки вступает в реакцию с цистеином с образованием цистина и воды. Это приводит к снижению внут-
риклеточного содержания цистеина с последующим снятием авторегуляции гена cysB и активацией CysB-регулируе-
мых генов, включая tcyP, который контролирует транспорт цистина из периплазмы в цитоплазму. Усиление потока
цистина/цистеина в клетку приводит к увеличению уровня mstA-зависимой генерации H2S, который секвестрирует
свободное железо, блокирует реакцию Фентона и предотвращает образование токсичного гидроксил-радикала [88].
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и NL3 действуют как высокоактивные антибакте-
риальные препараты, усиливающие токсический
эффект традиционных антибиотиков [99].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Инфекционное заболевание часто может быть
неизлечимым, даже если оно вызвано патогеном,
чувствительным к антибиотикам. Это главный
парадокс хронических инфекций. В большинстве
случаев хронические инфекции сопровождаются
образованием персистеров и биопленок. Перси-
стеры – это метаболически неактивные, неделя-
щиеся варианты обычных клеток, которые случай-
ным образом или под влиянием стресса образуются
в микробных популяциях и обладают высокой то-
лерантностью к антибиотикам (не приобретая при
этом резистентности к ним). Персистеры могут
быть основной причиной неэффективности тера-
пии хронических инфекционных заболеваний. Пе-
риодическое применение высоких доз бактери-
цидных антибиотиков может приводить к отбору
штаммов с повышенным уровнем образования
персистеров. Именно это и происходит в процессе
лечения хронических инфекций, когда пациент пе-
риодически подвергается воздействию высоких доз
антибиотиков. Скрининговые нокаутные библио-
теки не выявили мутантов, полностью лишенных
персистеров, что указывает на “избыточность” ме-
ханизмов образования “дремлющих” клеток. Та-
кая избыточность затрудняет поиск мишеней для
предотвращения образования персистеров. Мы
показали, что продукция сероводорода в клетке
имеет решающее значение для формирования по-
пуляции персистеров. Клетки S. aureus и P. aerugi-
nosa с генетическим нарушением основного пути
образования сероводорода образуют в 100 раз мень-
ше персистеров после обработки ципрофлоксаци-
ном в концентрации, в 10 раз превышающей мини-
мальную ингибирующую концентрацию (MIC).
Ингибитор CSE NL1, впервые предложенный на-
ми для усиления действия бактерицидных анти-
биотиков, в такой же степени снижал количество
персистеров, как и генетическая инактивация cse-
оперона. Персистеры генерируют значительно
больше H2S, чем обычные клетки, что, вероятно,
приводит к контролируемому “самоотравлению”
и снижению синтеза ATP. В результате происхо-
дит замедление метаболизма и, как следствие,
возникает высокая толерантность к антибиоти-
кам. Еще одно удивительное наблюдение связано
с пиоцианином, вторичным метаболитом, функ-
ционирующим как сигнальная молекула и фак-
тор вирулентности в стационарной культуре
P. аeruginosa. При инактивации CSE цвет культу-
ры P. aeruginosa изменяется от светло-желтого,
характерного для восстановленного пиоцианина,
до зелено-синего, соответствующего окисленному
пиоцианину. Поскольку доля клеток-персистеров у

P. aeruginosa дикого типа может увеличиться в 90 раз
в ответ на пиоцианин, отсутствием окислительно-
восстановительной активности пиоцианина можно
объяснить антиперсистерный эффект ингибирова-
ния CSE. Пиоцианин связан с образованием биоп-
ленок P. aeruginosa. Инактивация CSE приводит к
резкому изменению морфологии колоний P. aeru-
ginosa на чашках с агаром, а также к значительно-
му снижению образования статической биоплен-
ки у P. aeruginosa и S. aureus. Сравнительный тран-
скриптомный анализ P. aeruginosa показал, что
гены, участвующие в формировании биопленок
(включая гены биосинтеза альгината и других экзо-
полисахаридов), наиболее сильно подавлены в
клетках с дефицитом H2S. Обнаружение того, что
ингибиторы H2S подавляют образование персисте-
ров и биопленок – двух основных адаптаций бакте-
рий к действию антибиотиков, открывает новые
возможности для дальнейших испытаний нашего
терапевтического подхода с использованием ком-
бинации ингибиторов H2S и антибиотиков, в том
числе с применением усовершенствованных но-
вых вариантов ингибиторов H2S.
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THE ENHANCEMENT OF BACTERICIDAL EFFECT OF ANTIBIOTICS
AS A RESULT OF INHIBITION OF ENZYMES INVOLVED

IN PRODUCTION OF HYDROGEN SULFIDE IN BACTERIA
T. A. Seregina1, *, K. V. Lobanov1, R. S. Shakulov1, and A. S. Mironov1

1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Science, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: tatyana.s82@gmail.com

It is still the actual problem for medical society all other the world to counteract the origin and distribution of
multidrug resistant pathogens responsible for intra-hospital infections. In this brief review we discuss results
of our recent investigations which argue that many antibiotics along with inactivation of their traditional bio-
chemical targets can induce oxidative stress (ROS production) which results in increased bactericidal effi-
ciency of the applied antibiotics. As we have estimated previously, hydrogen sulfide produced in the cells of
different pathogens protects them not only of oxidative stress but also of bactericidal antibiotics. Next, we
have cleared out the interplay of oxidative stress, cysteine metabolism and hydrogen sulfide production. Fi-
nally, we have demonstrated that small molecules that inhibit bacterial enzyme involved in hydrogen sulfide
production potentiate bactericidal antibiotics including quinolones, beta-lactams and aminoglycosides
against bacterial pathogens in vitro and in mouse models of infection. These inhibitors also suppress bacterial
tolerance, disrupting biofilm formation and substantially reducing the number of persister bacteria that sur-
vive antibiotic treatment. We suppose the agents limiting the hydrogen sulfide biosynthesis to be the effective
tools to counteract the origin and distribution of multidrug resistant pathogens.

Keywords: bacteria, antibiotics, oxidative stress, hydrogen sulfide generation, inhibitors of hydrogen sulfide
generation ferments, new class of antimicrobial drugs
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В настоящее время вирусы признаны одними из этиологических факторов развития опухолей чело-
века. К онкогенным вирусам относятся вирус Эпштейна–Барр, папилломавирусы человека высо-
кого канцерогенного риска, вирусы гепатита В и С, вирус Т-клеточного лейкоза человека типа I, ви-
рус иммунодефицита человека типа 1 (опосредованно) и еще несколько предположительно онко-
генных вирусов. Показано, что в патогенезе примерно 15% диагностируемых во всем мире опухолей
человека участвуют вирусы. Онкогенные вирусы вызывают длительные персистирующие инфек-
ции, при этом опухоль является случайным побочным продуктом стратегии вирусной репликации.
Вирусы, как правило, не способны к индукции быстрого канцерогенеза, что подтверждает концеп-
цию о развитии опухолей в результате совокупности множества накладывающихся друг на друга со-
бытий, в которых онкогенные вирусы человека играют разные, часто противоположные, роли. Од-
ной из лучших экспериментальных in vivo систем для моделирования патологии человека, включая
вирусные инфекции и образование опухолей, считается мышь. Однако мыши невосприимчивы к
инфицированию известными онкогенными вирусами. Для преодоления этого ограничения и изу-
чения различных аспектов вирус-ассоциированного канцерогенеза разработано множество мыши-
ных моделей, начиная с ксенотрансплантатов тканей и клеток человека, включая вирус-инфициро-
ванные и опухолевые, и заканчивая генетически модифицированными мышами, восприимчивыми
к вирусным инфекциям и вирус-ассоциированному канцерогенезу. В представленном обзоре рас-
смотрены основные известные на данные момент модели, проанализированы их преимущества и
недостатки, описаны области их применения и намечены перспективы дальнейшего развития таких
моделей.

Ключевые слова: мышиные модели, хроническая вирусная инфекция, вирусный онкогенез, вирус-
ные онкогены, ксенотрансплантат, вирус гепатита В, вирус гепатита С, вирус иммунодефицита че-
ловека типа 1 (ВИЧ-1), вирус Эпштейна–Барр, вирус Т-клеточного лейкоза человека типа 1
DOI: 10.31857/S0026898422050020

ВВЕДЕНИЕ
Домовая мышь (Mus musculus) – одна из лучших

экспериментальных in vivo систем для моделирова-
ния патологии человека, включая вирусные ин-
фекции и образование опухолей. К преимуществам
мышей в качестве моделей относятся небольшой
размер, короткая продолжительность жизни, про-
стота разведения, хорошо охарактеризованная им-
мунная система, большое молекулярное и физио-
логическое сходство с человеком и полностью
расшифрованный геном, что подразумевает воз-
можность обширных генетических модифика-
ций. Мышиные модели оказались полезными для

понимания биологических процессов, происхо-
дящих во время роста опухоли, и для проведения
доклинических испытаний противоопухолевой
терапии [1]. Однако мыши не могут быть инфи-
цированы ни одним из вирусов, вызывающих
хронические инфекции человека, связанные с
развитием опухолей, включая вирусы гепатита В
(ВГВ) и С (ВГС), вирус иммунодефицита челове-
ка типа 1 (ВИЧ-1), вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ),
вирус Т-клеточного лейкоза человека типа 1
(ВТЛЧ-I), папилломавирусы человека высокого
канцерогенного риска (ВПЧ ВКР) и другие. Для
изучения различных аспектов вирус-ассоцииро-
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ванного канцерогенеза разработано большое коли-
чество мышиных моделей вирус-ассоциированных
опухолей, начиная с ксенотрансплантатов, полу-
ченных из эксплантов тканей человека, включая
опухоли, и заканчивая генетически модифициро-
ванными мышами, восприимчивыми к вирусным
инфекциям и вирус-ассоциированным опухолям.
В настоящем обзоре рассмотрены принципы кон-
струирования моделей, приведены примеры их ис-
пользования для изучения хронических вирусных
инфекций, вирус-ассоциированного онкогенеза и
разработки методов их терапии.

МЫШИ С КСЕНОТРАНСПЛАНТАЦИЕЙ 
КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА –

МОДЕЛИ КСЕНОГРАФТОВ
Ксенотрансплантаты, полученные от пациентов,

в иммуносупрессированных мышах
В мышиных моделях трансплантированные

клетки и ткани человека выполняют те же функ-
ции, что и в организме человека. Такие модели
чрезвычайно полезны для прямого изучения па-
тогенов человека и механизмов заражения.

В моделях опухолей, ассоциированных с вирус-
ной инфекцией, опухолевые клетки человека или
биоптаты опухолей (ксенотрансплантаты, полу-
ченные от пациентов, patient derived xenografts –
PDX) трансплантируют мышам с иммунодефи-
цитом. В течение последних двух десятилетий
PDX-модели были основным инструментом для
доклинического скрининга при разработке новых
методов лечения опухолей. Эти модели помогли
выявить клинически эффективные химиотерапев-
тические агенты, на настоящий момент они оста-
ются основными моделями для фармацевтической
промышленности [2], главным образом потому,
что позволяют быстро и легко оценить эффекты,
вызываемые различными агентами в опухолевых
тканях и клетках in vivo [1]. Получение аналогич-
ных моделей для отдельных пациентов стало ша-
гом вперед в персонализации схем лечения [3].

Линии мышей, используемые для создания PDX-
моделей. Клетки и ткани человека можно транс-
плантировать только иммунодефицитным/имму-
нокомпрометированным мышам. С этой целью
разработана целая панель линий мышей с ослаб-
ленным иммунитетом. Наиболее широко исполь-
зуемые линии перечислены ниже в соответствии
с уровнем иммунодефицита. Бестимусные голые
мыши (nude) несут спонтанную делецию в гене
Foxn1, которая нарушает развитие и/или вызыва-
ет отсутствие тимуса, что приводит к угнетению
иммунной системы с уменьшением количества
Т-клеток. Это тяжелый, но не абсолютный имму-
нодефицит, так как у мышей остается небольшое
количество Т-клеток на периферии и интактный

врожденный иммунитет с повышенной активно-
стью NK-клеток. Это может ограничивать при-
живаемость ксенографтов (т.е. процент успешно
приживленных опухолей), рост и способность к
метастазированию большинства первичных со-
лидных опухолей и делает невозможным прижив-
ление злокачественных гемопоэтических клеток
[4]. У мышей с тяжелым комбинированным имму-
нодефицитом (SCID) в результате редкого врож-
денного заболевания практически отсутствует B- и
T-клеточный иммунитет. У этих мышей наблюда-
ется нормальная дифференцировка и функции
нелимфоидных клеток крови, включая моноци-
ты, гранулоциты, мегакариоциты, эритроциты
и NK-клетки [5]. Хорошими реципиентами кле-
ток человека оказались мыши NOD/LtSz-SCID,
полученные Grenier и соавт. [6]. Высокие пока-
затели приживаемости клеток человека у мы-
шей NOD/LtSz-SCID объясняются множествен-
ной иммунной дисфункцией, которая включает
снижение функции макрофагов, комплементза-
висимой гемолитической активности и активно-
сти NK-клеток [6], однако у этих мышей сохраня-
ется остаточная активность NK-клеток [7]. Чтобы
обойти эту проблему, были разработаны линии
мышей NOD/SCID/β2mnull и NOD/SCID/γс

null с
выраженным снижением продукции интерферо-
на-γ (ИФН-γ) дендритными клетками. Обе линии
лишены активности NK-клеток, что обеспечивает
высокую приживаемость клеток человека [7, 8] По-
лучены также варианты NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Sug

(NOG), NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjll (NSG) и
NOD.Cg-Rag1tm1MomIl2rgtm1Wjl/SzJ (NRG) – линии
иммунодефицитных мышей IL2rgnull на основе
линии NOD. Мыши NOG и NSG имеют мутиро-
ванный ген Prkdc. У мышей NOG укорочен цито-
плазматический домен общей гамма-цепи рецеп-
тора интерлейкина 2 (Il2rg), у NSG гамма-цепь
делетирована; мыши NRG имеют таргетные му-
тации в гене Rag1, вызывающие нарушение функ-
ций кодируемого белка [9]. В результате этих мо-
дификаций у мышей NOG критически нарушен
врожденный и адаптивный иммунитет. У мышей
NSG отсутствуют Т-, В- и NK-клетки, и они под-
держивают высокие уровни приживления гемопо-
этических стволовых клеток из пуповинной крови
человека [10]. Более подробное обсуждение осо-
бенностей этих моделей выходит за пределы дан-
ного обзора.

PDX-модели инфекции вирусом Эпштейна–
Барр (ВЭБ). К настоящему времени разработаны
PDX-модели опухолей, связанных с рядом вирус-
ных инфекций, начиная с ВЭБ. В 1999 г. Murakami
и соавт. [11] впервые показали, что эпителиальные
клеточные линии, инфицированные ВЭБ, принад-
лежащему к семейству герпесвирусов, при подсад-
ке мышам SCID продуцируют опухоли. В этих экс-
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периментах ВЭБ-положительные эпителиальные
клеточные линии GT38 и GT39, полученные из не-
злокачественных участков карциномы желудка
человека, имплантировали под кожу мышам
SCID. У всех мышей примерно через 2 мес. после
подсадки развились опухоли, которые представ-
ляли собой недифференцированную карциному с
детектируемой кольцевой, но не линейной ДНК
ВЭБ, экспрессирующую малую РНК-1, кодируе-
мую ВЭБ [11]. В аналогичном эксперименте услов-
но иммортализованные эндотелиальные клетки
человека (HuARLT), пермиссивные к заражению
другим герпесвирусом – вирусом герпеса, ассоци-
ированным с саркомой Капоши (KSHV), инфици-
рованные либо in vitro до приживления, либо in vivo
после приживления, образовывали опухоли у мы-
шей с иммунодефицитом (Rag2–/–γc–/–) [12]. В бо-
лее поздних исследованиях обнаружено развитие
ВЭБ-ассоциированных лимфоцитарных опухо-
лей из образцов опухолей толстой кишки, желуд-
ка, молочной железы и легких, трансплантирован-
ных подкожно мышам NOG [13]. Опухоли, состо-
ящие из CD45+/CD20+ ВЭБ+ В-клеток, быстро
росли и образовывали большие метастатические
поражения в лимфатических узлах, печени, легких
и селезенке мышей, тогда как первично привитые
карциномы росли медленно и не метастазировали
[14]. Суммируя эти данные, можно сказать, что
ВЭБ+ лимфоцитарные ксенографты представля-
ют собой удобную модель для изучения ВЭБ-ас-
социированных опухолей.

PDX-модели ВПЧ-инфекции и рака шейки мат-
ки. Разработана панель моделей рака шейки мат-
ки (cervical cancer, CC), основанная на ксено-
трансплантатах образцов CC (CC-PDX), полу-
ченных от пациентов. В общей сложности от 98
пациентов-доноров получена 61 CC-PDX с при-
живаемостью до 75% [15]. В CC-PDX сохранились
многие характеристики первичной опухоли, та-
кие как геномные и гистологические особенно-
сти, чувствительность к противоопухолевым пре-
паратам и даже морфологические признаки (при
окрашивании гематоксилином и эозином), такие
как центры митотически активных клеток, сход-
ные структурные отложения коллагена, паттерны
цитоплазматического иммунного окрашивания
на ВПЧ и распространенное ядерное окрашива-
ние на p16INK4a, которые наблюдали в первич-
ных биопсиях и в серийно трансплантированных
ксенотрансплантатах [15, 16]. Показано, что ча-
стота успешных имплантаций в CC-PDX-моде-
лях была выше при использовании мышей с тя-
желым иммунодефицитом, таких как SCID, NOD
или NSG [15].

PDX-модели ВГВ- и ВГС-инфекций. PDX-мо-
дели позволяют изучать клинико-патологическую
картину инфицирования ВГВ. Первой появилась

модель Trimera, представляющая собой мышей
SCID, которым трансплантировали ex vivo инфи-
цированные ВГВ фрагменты печени человека
[17]. Приживление фрагментов печени человека,
оцениваемое по окрашиванию гематоксилином и
эозином и по экспрессии мРНК сывороточного
альбумина человека, отмечено у 85% транспланти-
рованных животных через 1 мес. после импланта-
ции. ДНК ВГВ впервые обнаруживали через неде-
лю после трансплантации печени, а пик виремии
приходился на 2–3 нед. после трансплантации.
Модель ВГВ-Trimera использовали для оценки те-
рапевтических эффектов поликлональных анти-
HBs-антител человека и ингибиторов обратной
транскриптазы, которые снижали как число ин-
фицированных животных, так и вирусную нагруз-
ку в их сыворотках [17]. В более позднем исследо-
вании мышам NOD/SCID трансплантировали
уникальную панель образцов гепатоцеллюлярной
карциномы (ГЦК) и соответствующих тканей
стромы, уже положительных по ВГВ [18]. Обнару-
жено, что все клетки ГЦК продуцировали HBcAg
и обладали высокой пролиферативной активно-
стью, тогда как положительную реакцию на HB-
sAg наблюдали только у доброкачественных гепа-
тоцитов. Используя PDX-модели ВГВ/ГЦК в мы-
шах, удалось фенокопировать вирусологические
и клеточные особенности тканей пациентов. Это
исследование показало применимость PDX-мо-
делей для изучения как ВГВ, так и вызываемого
ВГВ канцерогенеза [18].

С использованием мышей с тяжелым иммуно-
дефицитом на основе PDX разработана также мо-
дель ГЦК, связанной с ВГС [19]. NSG-мышам
имплантировали первичную опухоль из печени
пациента с хроническим гепатитом С и после не-
скольких циклов in vivo пассирования получили
культуру ксенотрансплантатной опухоли мыши.
Первичная опухоль пациента и ксенотрансплан-
таты мыши были гистологически сходными. Ге-
нетическое профилирование подтвердило иден-
тичность ВГС-ГЦК-PDX клиническому образцу;
в исходных опухолевых тканях человека и в ксе-
нотрансплантированных опухолях детектирова-
ли альбумин человека, α1-антитрипсин, глипи-
кан 3, α-SMA и маркеры коллагена типа 1A2. Мо-
дель ВГС-ГЦК-PDX успешно использовали при
тестировании химиотерапевтических агентов для
эффективной схемы лечения ГЦК. Эта модель
остается перспективной для оценки новых или
дополнительных таргетных химиотерапевтиче-
ских агентов против ГЦК. Однако примечатель-
но, что в отличие от ВГВ-ГЦК-PDX, пассирова-
ние приводило к исчезновению РНК ВГС [19],
что делает модель не пригодной ни для изучения
ВГС, ни для изучения механизмов ВГС-ассоции-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2022

МЫШИНЫЕ МОДЕЛИ ХРОНИЧЕСКИХ ВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ 713

рованного канцерогенеза, ни для иммунотерапии
ВГС-ассоциированных ГЦК.

Преимущества и недостатки PDX-моделей. В це-
лом, PDX-модели имеют сходные с первичной опу-
холью гистопатологические особенности, включая
характеристики генома клеток, статус микроокру-
жения, меж- и внутриопухолевую гетерогенность
[20]. Их чувствительность к химиотерапевтическим
агентам сходна с чувствительностью, наблюдаемой
при клиническом применении противоопухоле-
вых препаратов. В настоящий момент ведется ин-
тенсивная разработка мышиных “аватаров” на
основе PDX для оптимизации лечения хрониче-
ских вирусных и онкологических заболеваний че-
ловека и персонализированной терапии [21].
Приживаемость может быть сравнительно низ-
кой (см., например, [15]), однако ее можно увели-
чить за счет использования иммортализованных
или опухолевых клеточных линий, полученных
из тканей пациентов [16]. Это позволяет приме-
нять PDX-модели на различных этапах развития
диагностики и терапии опухолей, в совмещен-
ных доклинических/клинических испытаниях
для оценки эффективности терапии и преодоле-
ния лекарственной устойчивости, идентифика-
ции биомаркеров и прецизионной медицины [20].

В то же время PDX-модели имеют ряд недо-
статков и ограничений по сравнению с аутохтон-
ными моделями опухолей мышей. Во-первых,
подавление иммунной системы мыши не позволя-
ет использовать эти модели для проверки эффек-
тивности вакцин и чувствительности к иммуноте-
рапии. Кроме того, из-за иммунокомпрометиро-
ванности хозяина PDX-модели могут неадекватно
отражать процесс роста опухоли, особенно мета-
стазирования, в котором существенную роль игра-
ет воспаление, определяемое клетками иммунной
системы [16]. Специфическим ограничением ксе-
нотрансплантатов иммортализованных или транс-
формированных клеточных линий человека яв-
ляется тот факт, что они представляют собой экс-
пансию определенного клонального компонента
поликлональных опухолей вследствие селектив-
ного давления процессов культивирования кле-
ток или эксплантации тканей [22]. В результате
этих процессов ксенотрансплантаты могут изме-
нить или полностью утратить признаки аутохтон-
ных опухолей, такие как окружающие их нор-
мальные ткани, стромальные клетки, сосудистая
и лимфатическая циркуляция и инфильтрация
иммунных клеток (детально описано в обзорах [1,
23]). В силу этих особенностей и ограничений пре-
дикативное значение моделей ксенотранспланта-
тов неоднозначно и оценивается как достаточно
высоко [24], так и критически низко [25].

Кроме того, эти модели имеют ряд практиче-
ских недостатков. Так, обнаружено, что значи-

тельная часть PDX, полученных из гетерогенных
образцов опухолей пациентов, включая опухоли
молочной железы, толстой кишки, поджелудоч-
ной железы, мочевого пузыря и почки, прогресси-
рует в ВЭБ+ и высокометастатические лимфоци-
тарные опухоли, что ставит под угрозу результаты
экспериментов [14] и указывает на необходимость
систематического анализа опухолевых тканей
и/или клеток человека перед имплантацией для
исключения контаминации “посторонними” ви-
русами (в данном случае ВЭБ). Эксперименты с
ВГВ-ГЦК-PDX показали также, что интенсив-
ность пролиферации клеток в ксенотранспланта-
тах значительно выше, чем в исходных тканях че-
ловека (оценивали по окрашиванию ki67) [18], что
может означать отбор во время приживления суб-
популяции опухолевых клеток с повышенной
склонностью к размножению в мышах [26], что в
конечном итоге приводит к отличиям PDX от ис-
ходных опухолевых тканей. И последний, но не ме-
нее важный фактор: эксперименты с ВГС-ГЦК-
PDX выявили временный характер экспрессии
вируса в ксенотрансплантатах, что ограничивает
использование PDX-моделей для изучения ви-
русных инфекций и вирус-ассоциированного он-
когенеза, по крайней мере, в применении к ВГС.

Ксенотрансплантаты тканей человека, 
искусственно зараженные вирусом

или продуцирующие отдельные вирусные белки

Создание моделей ксенотрансплантатов опухо-
лей пациентов проходило параллельно с созданием
моделей, в которых мышам имплантировали им-
мортализованные или трансформированные клет-
ки человека, искусственно инфицированные виру-
сом, или сначала имплантировали клетки чело-
века, а затем инфицировали их тем или иным
вирусом. Эксперименты по созданию подобных
моделей проведены для ВПЧ ВКР-, ВГС-, ВГВ-
ассоциированных опухолей.

Для моделирования патологий, связанных с
ВПЧ ВКР, мышам nude прививали искусствен-
ную кожу человека, полученную с использовани-
ем первичных кератиноцитов, продуцирующих
онкобелок Е7 ВПЧ 16. Трансплантаты стабильно
продуцировали Е7 в течение 6 мес. после подсад-
ки. У трансплантированных мышей образовались
поражения, гистологически напоминающие ано-
генитальные поражения человека, вызванные он-
когенными ВПЧ. Иммунодетекция или количе-
ственная ПЦР мРНК ВПЧ и микроРНК основ-
ных биомаркеров показали, что привитая кожа,
модифицированная Е7 ВПЧ 16, имеет общие мо-
лекулярные характеристики с предопухолевыми
и опухолевыми поражениями, связанными с ин-
фекциями ВПЧ ВКР у человека [27]. Эта модель
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стала ценной платформой для фундаментальных
исследований ВПЧ-ассоциированного онкоге-
неза.

Первые успехи достигнуты и в отношении
ВГС. Разработана панель моделей ксенотранс-
плантатных опухолей для ВГС-инфекции в SCID
мышах. В этой панели использовали адаптиро-
ванные к мышам гепатоциты человека, несущие
геномные или субгеномные репликоны ВГС и ре-
портерные гены люциферазы или зеленого флуо-
ресцентного белка (GFP) [28, 29]. Имплантирован-
ные мышам SCID клеточные линии образовывали
подкожные опухоли и метастазы в печени, репли-
цирующие ВГС. Сходным образом у мышей с им-
мунодефицитом вызывали образование опухо-
лей, вводя клетки линии Huh7, полученной из ге-
патокарциномы человека, а затем инфицировали
ВГС [30]. Оба варианта позволяют изучать репли-
кацию ВГС и тестировать противовирусные пре-
параты против ВГС, но не тестировать вакцины
или изучать иммунопатогенез хронической
ВГС-инфекции, включая развитие ГЦК (по-
скольку у мышей SCID отсутствует В- и Т-кле-
точный иммунный ответ). Аналогичные модели
для ВГВ, созданные на основе трансгенных мы-
шей SCID с активатором плазминогена уроки-
назного типа (мыши uPA/SCID), рассмотрены в
разделе “Трансгенные мыши, которым имплан-
тировали ксенотрансплантаты, полученные от
пациентов”.

Подход с использованием клеточных линий
помог устранить перечисленные выше практиче-
ские ограничения PDX-моделей, такие как кон-
таминация гетерогенными вирусами и/или опу-
холями, селекция отдельных клонов, отличаю-
щихся по свойствам от остальных клеток, а также
спонтанный клиренс вирусной инфекции. Одна-
ко, как и в случае с PDX-моделями, этот подход
не позволял и не позволяет проводить испытания
вакцин и методов иммунотерапии.

Приживление элементов иммунной
системы человека

Описанные модели можно дополнительно усо-
вершенствовать путем прививки иммунных клеток
человека, что позволяет хотя бы частично разре-
шить проблему иммунодефицита.

На основе иммунокопрометированных мы-
шей создано несколько гуманизированных мы-
шиных моделей с привитыми иммунными клет-
ками человека:

hu-PBL-SCID (human peripheral blood lympho-
cyte) с привитыми зрелыми периферическими
мононуклеарными клетками человека, получен-
ными из крови, селезенки или лимфатических уз-

лов (преимущественно привитые CD3+ Т-клетки
человека);

hu-SRC-SCID (human SCID repopulating cell) с
подсаженными гемопоэтическими стволовыми
клетками, что приводит к развитию гемопоэтиче-
ской и наивной иммунной системы человека;

SCID-hu с трансплантированной печенью и
тимусом плода человека. У этих мышей развива-
ется новый очаг кроветворения и дополнитель-
ный органоид, выполняющий функции тимуса
человека;

мыши hu-Tg с трансгенной экспрессией генов
человека. Таким образом, модели hu-mouse ново-
го поколения воспроизводят созревание широко-
го спектра гемопоэтических клеток человека,
включая Т-клетки, В-клетки, макрофаги и денд-
ритные клетки, необходимые для выработки спе-
цифического иммунного ответа. Модели этого
типа позволяют воспроизвести как инфекцию,
так и выработку иммунного ответа на эту инфек-
цию [31]. Эти модели можно использовать для ис-
следования опухолей [2, 32, 33], аутоиммунитета
[34] и вирусных инфекций, специфичных для че-
ловека, что осуществлено в применении к ВИЧ-1
[35], вирусу денге, ВЭБ, вирусу саркомы Капоши
[36–38] и ряду других вирусных инфекций [34].

ВЭБ инфицирует исключительно В-лимфоци-
ты человека и имеет двухфазный латентный цикл
и литический цикл. Эти особенности в комплексе
с необходимостью как врожденного, так и адап-
тивного иммунного ответа для борьбы с инфек-
цией, сделали разработку подходящей мышиной
модели сложной задачей. Для ВЭБ широко ис-
пользуются гуманизированные мыши с Т-кле-
точным иммунодефицитом. В этих моделях ВЭБ
индуцирует летальную лимфому с паттерном экс-
прессии генов латентного типа III, сходным с по-
сттрансплантационными лимфопролифератив-
ными заболеваниями. Эти модели применяют для
тестирования вакцин, адаптивных клеточных под-
ходов и разработки новых терапевтических страте-
гий. Модели hu-PBL-SCID широко использова-
лись в доклинических испытаниях терапии ВЭБ
(обзор таких моделей см. в [39]). Получение нового
поколения гуманизированных мышей, таких как
NOG, NSG, с реконструированной иммунной си-
стемой человека, привело к созданию уникальных
иммунокомпетентных моделей ВЭБ-инфекции,
которые позволяют исследовать ВЭБ-индуциро-
ванные злокачественные новообразования и ме-
ханизмы предотвращения их образования (см.
обзор [39]).

Аналогичные модели на основе мышей hu-
PBL-SCID использовали для изучения пассив-
ной иммунизации против ВИЧ-1. Репопуляция
мышей с иммунодефицитом иммунными клетка-
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ми человека делает их восприимчивыми к зара-
жению лимфотропным вирусом ВИЧ-1 [40, 41].

Тем не менее, эти модели не полностью соот-
ветствуют иммунокомпетентным животным, а
довольно высокая стоимость этих моделей огра-
ничивает их широкое использование.

ТРАНСГЕННЫЕ МЫШИ, 
ЭКСПРЕССИРУЮЩИЕ ГЕНЫ ЧЕЛОВЕКА

Преодолеть ограничения, налагаемые имму-
нодефицитом, позволяет подход, направленный
на использование трансгенных гуманизирован-
ных мышей, экспрессирующих гены человека,
что позволяет получить представление о контек-
сте вирус-индуцированного канцерогенеза in vivo
на фоне функциональной иммунной системы.
Мышей часто используют из-за их геномного и
физиологического сходства с человеком и про-
стоты генетической модификации. В частности,
трансгенных мышей применяют для моделирова-
ния прогрессирования вирусной инфекции и свя-
занных с ней патологий. Поскольку у трансгенных
мышей сохранена иммунная система, на них мож-
но успешно изучать как химиотерапевтические,
так и иммунотерапевтические препараты [42].

Трансгенные мыши могут быть созданы с ис-
пользованием ряда методов, таких как рекомби-
назные системы Cre и Tat, обычные и условные
нокауты, RCAS (компетентный к репликации
ALV LTR с акцептором сплайсинга) и других [43].

Для конструирования трансгенных мышей
чрезвычайно важен выбор базовой линии, по-
скольку генетический фон может играть как по-
ложительную, так и отрицательную роль. Напри-
мер, линия C3H/HeN(C3H) имеет более высокую
частоту спонтанной и химически индуцирован-
ной гепатоцеллюлярной карциномы, чем линия
C57BL/6, хотя это затрудняет интерпретацию дан-
ных о влиянии гена, связанного с канцерогене-
зом, в то время как линия мышей C57BL/6 име-
ет относительно более низкую частоту форми-
рования спонтанных опухолей [44]. В моделях
на основе мышей линии C57BL/6, BALB/c и
SSIN/SENCAR у 100% трансгенных животных,
экспрессирующих ранние гены ВПЧ 16 под кон-
тролем промотора гена кератиноцитов К14, раз-
виваются гиперпластические и/или диспластиче-
ские поражения. При этом только у мышей, по-
лученных в результате обратного скрещивания с
линией FVB/n, развиваются злокачественные
плоскоклеточные карциномы двух патологических
степеней – высокодифференцированной и умерен-
но/низкодифференцированной, каждая из кото-
рых имеет характерные паттерны злокачественного
поведения [45].

Мыши, трансгенные по факторам, позволяющим 
заражение вирусами человека

Вирусы, патогенные для человека, не всегда
способны заражать мышей. Решить эту проблему
можно, создавая линии мышей, трансгенных по
человеческому рецептору вируса, что делает клет-
ки мыши восприимчивыми к вирусной инфек-
ции. На этой основе созданы in vitro и in vivo моде-
ли для исследования процесса вирусной инфек-
ции и вирус-ассоциированного патогенеза.

Трансгенные мыши, экспрессирующие ген ре-
цептора ангиотензин I-превращающего фермен-
та 2 человека (ACE2) под контролем промотора
гена цитокератина-18 (K18) (K18-hACE2), служат
моделью для изучения инфекции SARS-CoV-2.
Интраназальная инокуляция SARS-CoV-2 мы-
шам K18-hACE2 приводит к высокому уровню
репликации вируса в легких с распространением
инфекции на другие органы [46]. Ген рецептора
полиовируса человека (PVR) использовали для
создания трансгенных мышей, которые экспрес-
сируют транскрипты PVR и сайты связывания
полиовируса в широком диапазоне тканей: внут-
римозговая инъекция полиовируса типа 1 (штамм
Mahoney) мышам, трансгенным по PVR, приво-
дит к репликации вируса в головном и спинном
мозге и развитию паралитического полиомиели-
та [47].

Однако восприимчивость мышей к вирусам
человека определяется не только присутствием
вирусных рецепторов на поверхности клетки.
Имеющиеся у мыши и человека генетические
различия определяют различия в репликации ви-
русов, восприимчивости организма к определен-
ным вирусам, а также в патологических особен-
ностях вирусной инфекции у мыши и человека.
Сравнительное секвенирование геномов челове-
ка и мыши определило уникальность 300 генов,
но на нуклеотидном уровне только 40% генома
мыши выравнивается с геномом человека [48].
Репликация вирусов – облигатных внутрикле-
точных паразитов – зависит от функционирова-
ния аппарата клетки-хозяина и ее метаболизма,
во многом различающихся у человека и мыши.
Множество факторов-клетки хозяина, участвую-
щих в репликации вирусов, делает этот путь чрез-
вычайно сложным для большинства вирусов.
Так, например, заражение гепатоцитов человека
ВГС зависит от поверхностных белков-рецепто-
ров вируса – CD81, окклюдина (OCLN), белка
плотных контактов клаудина-1 (CLDN1) и белка
суперсемейства скавенджер-рецепторов клеточ-
ной поверхности класса В типа 1 (scavenger recep-
tor class B type 1, SR-BI). Для заражения клеток
мыши абсолютно необходимы CD81 и OCLN
[49]. Однако при этом зараженные клетки мыши
не поддерживают репликацию ВГС и хрониче-
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скую ВГС-инфекцию, что обусловлено различия-
ми в целом ряде факторов, определяющих репли-
кацию вируса в клетках человека. В число этих
факторов входят рецептор липопротеинов низ-
кой плотности, гликозаминогликаны, рецептор
эфрина А2, рецепторные тирозинкиназы, рецеп-
тор эпидермального фактора роста, кадгерин Е,
индуцирующий клеточную смерть DFFA-подоб-
ный эффектор B (cell death-inducing DFFA-like ef-
fector b), C1-подобный белок 1 синдрома Ниман-
на–Пика, рецептор трансферрина 1 (см. обзор
[50]). В качестве еще одного примера можно при-
вести экзогенную экспрессию NTCP человека,
которая может сделать исходно нечувствитель-
ные клеточные линии HepG2 (человек), Huh7
(человек), Hepa1–6 (мышь), AML-12 (мышь) и
первичные клетки гепатоцитов мыши (PMH),
восприимчивыми к вирусу гепатита D (ВГD), ко-
торый использует белки оболочки ВГВ. NTCP че-
ловека может вызвать чувствительность к ВГВ
только в линиях клеток HepG2 и Huh7 человека,
но не в линиях клеток Hepa1–6, AML-12 или
PMH мыши. Эти данные свидетельствуют о том,
что, хотя NTCP человека и является функцио-
нальным рецептором, который опосредует ин-
фекцию ВГВ в клетках человека, он не позволяет
поддерживать инфекцию ВГВ в гепатоцитах мы-
ши, для этого требуются другие внутриклеточные
факторы [51]. Репликация ВИЧ-1 в клетках чело-
века зависит от целого ряда факторов, включая
циклин Т1, ингибитор сплайсинга р32, APOBEC
(цитозиндезаминаза, редактирующая мРНК апо-
липопротеина В), Fut-2, TRIM5α, Lv-1, Ref-1 и
циклофилин А. Отсутствие этих факторов делает
невозможной репликацию ВИЧ-1 в клетках мы-
ши [52]

Кроме того, существует множество различий в
структуре и функциях врожденной иммунной си-
стемы у человека и мыши, влияющих на процесс
вирусной инфекции. В первую очередь это каса-
ется – баланса лейкоцитарных популяций, струк-
туры и функций дефензинов, Toll-подобных ре-
цепторов, индуцируемых NO-синтаз, рецепторов
подавления цитотоксичности Ly49 и KIR, Fc-ре-
цептора, подмножества иммуноглобулинов, ком-
понентов B-клеточного (BLNK, Btk, и λ5) и Т-кле-
точного (ZAP70 и общая γ-цепь) сигнальных кас-
кадов, Thy-1, γδT-клеток, цитокинов, хемокинов
и их рецепторов, поляризации Th1/Th2, продук-
ции и функций костимуляторных молекул и ан-
тигенпредставляющих функций эндотелиальных
клеток [53]. Совокупность этих факторов опреде-
ляет противовирусный иммунный ответ и, соот-
ветственно, возможность и особенности репли-
кации вируса в мышиных клетках в сравнении с
человеческими. Кроме того, различия могут на-
блюдаться и между различными линиями лабора-

торных мышей. Так, например, линии лаборатор-
ных мышей, восприимчивых или устойчивых к
вирусу гриппа А, различаются по гену Mx [54].
Ген Mx, регулируемый интерфероном, играет
важную роль во врожденной иммунной реакции
организма на вирус гриппа А.

Мыши, трансгенные по экспрессии вирусов
или отдельных вирусных генов

Если мышь невозможно инфицировать виру-
сом человека даже при экспрессии необходимого
рецептора, то ее можно сделать трансгенной по
экспрессии отдельных вирусных генов или даже
всего вирусного генома. Большинство из описан-
ных к настоящему моменту трансгенных мышей
этого типа созданы для изучения механизмов раз-
вития патологий печени, индуцированных ин-
фекцией гепатотропными вирусами.

Полный геном ВГВ или его специфические
субгеномные фрагменты ввели в пронуклеусы
оплодотворенного одноклеточного эмбриона мы-
ши с помощью микроинъекции. Эти мыши не мо-
гут элиминировать вирус, но их можно использо-
вать для изучения иммунного ответа, вызванного
ВГВ, и ВГВ-ассоциированного канцерогенеза. По-
казано развитие ГЦК у трансгенных мышей со
стабильной продукцией HBx, полноразмерного
HBsAg и мутантов pre-S [55, 56]. На этих моделях
показана важность вирусных онкогенных белков,
которые как сами, так в сочетании с онкогенами
человека способствуют развитию ГЦК, индуци-
руя окислительный стресс, нарушая регуляцию
экспрессии генов хозяина и активируя пути пере-
дачи онкогенного сигнала [56]. Трансгенных по
ВГВ мышей использовали также для изучения
эффектов лекарственных средств, включая цито-
кины, способных предотвратить прогрессирова-
ние ВГВ, а также для разработки стратегий пре-
одоления иммунной толерантности к ВГВ [55].

Для изучения влияния ВГС на патологию пе-
чени, стеатоз и индукцию ГЦК также созданы
трансгенные мыши, продуцирующие полнораз-
мерный полипротеин ВГС или его отдельные
белки [54]. Трансгенных мышей, продуцирую-
щих белок нуклеокапсида (кора) ВГС, использо-
вали для анализа механизма индуцированного
ВГС канцерогенеза. Показано, что длительная
продукция корового белка ВГС приводит к разви-
тию ГЦК у трансгенных мышей. Развитие ГЦК
предположительно обусловлено нарушением бел-
ком нуклеокапсида ВГС баланса оксидантов/ан-
тиоксидантов в печени без индукции воспаления
[57]. Не ясно, однако, применимы ли данные, по-
лученные на этих моделях, для объяснения пато-
логии, наблюдаемой у человека. Необходимо от-
метить, что трансгенные мыши характеризуются
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сверхпродукцией белков ВГС, что разительно от-
личается от низкого уровня белков ВГС при есте-
ственной инфекции. Кроме того, в отличие от
моделей, трансгенных по ВГВ, экспрессия гено-
ма ВГС в мышиных клетках не приводит к про-
дукции вирусных частиц или репликации вирус-
ного генома. Таким образом, на этих моделях
нельзя изучать вирусную инфекцию и моделиро-
вать весь естественный процесс заражения кле-
ток/организма и распространения вируса, на-
блюдаемый в тканях человека [54].

Еще одно ограничение этих моделей инфекции
ВГВ и ВГС – экспрессия вируса во всех тканях ор-
ганизма, в отличие от естественного процесса ин-
фекции, происходящего преимущественно (ВГС)
или исключительно (ВГВ) в печени. По совокуп-
ности этих свойств трансгенные по ВГВ и ВГС мы-
ши не подходят для оценки противовирусных пре-
паратов или методов терапии/иммунотерапии, а
также для отработки методов контроля инфекци-
онного процесса, в частности, гистологического
наблюдения процесса клиренса в тканях печени
[58]. Эти ограничения можно отчасти преодолеть,
задавая экспрессию вируса (вирусных генов) под
контролем экзогенных промоторов, специфич-
ных для органа (ткани), например, конститутив-
ного промотора гена альбумина или индуцибель-
ного промотора металлотионеина, определяю-
щих экспрессию в печени [56].

Предпринято также несколько попыток создать
трансгенных мышей, экспрессирующих весь геном
ВИЧ-1 [52, 59, 60]. Например, сконструированы
трансгенные мыши, содержащие интактные копии
провириона ВИЧ-1. Эти мыши не имели призна-
ков инфекции в течение 9 мес. наблюдения, но од-
на из них дала потомство (F1), у которого развилась
болезнь, сходная с синдромом приобретенного
иммунодефицита, и оно погибло на 25-й день
жизни. Из селезенки, лимфатических узлов и ко-
жи пораженных животных (пять из пяти) был вы-
делен вирус ВИЧ-1, неотличимый от родитель-
ского вируса [59]. Cозданы также мыши, транс-
генные по отдельным генам ВИЧ-1, таким как Tat
[61, 62]. Как и в других моделях мыши, трансген-
ные по отдельным вирусным генам, не имели ни
рецепторов, необходимых для вирусной инфек-
ции, ни кофакторов, необходимых для эффектив-
ной репликации вируса, и были толерантными к
продукции вирусных белков. Таким образом, ни
одна из этих моделей не годилась для изучения
репликации ВИЧ-1, разработки стратегий проти-
вовирусной терапии или новых подходов к вак-
цинации [54].

Для изучения онкогенных свойств белков KSHV,
разработана панель трансгенных мышей, проду-
цирующих белки этого вируса. Эти генетически
модифицированные мыши продуцировали один

или несколько белков KSHV, обладавших онкоген-
ными свойствами в культуре клеток, они предоста-
вили новые возможности изучения патогенеза
KSHV не только для понимания механизмов онко-
генеза, связанного с KSHV, но и для оценки эф-
фективности терапии инфекций, связанных с
KSHV, путем направленного воздействия на эти
вирусные белки [63].

Разработаны трансгенные мыши K14E7, в ке-
ратиноцитах которых экспрессируется ген Е7
ВПЧ 16 под промотором K14. В этой модели экс-
прессия E7 приводила к гиперплазии эпителия,
инфильтрации иммунных клеток и иммуномоду-
ляции, сходной с ВПЧ-ассоциированной неопла-
зией у человека. Сигнатура экспрессии мРНК ге-
нов в коже была сходной с сигнатурой цервикаль-
ной интраэпителиальной неоплазии 3-й стадии у
человека. Интересно, что при трансплантации
кожи мышей K14E7 мышам дикого типа и мы-
шам, трансгенным по Т-клеточному рецептору с
увеличенным количеством E7-специфических
цитотоксических Т-клеток E7TCR269, кожа мы-
шей К14Е7 приживалась, в то время как анало-
гичная кожа, экспрессирующая овальбумин, от-
торгалась. Хорошую приживаемость кожных
трансплантатов К14Е7 объяснили экспрессией
Е7 ВПЧ 16, приводящей к иммуносупрессии, в
частности, к подавлению экспрессии интерфе-
рона-γ и понижению активности NK-клеток и
тучных клеток [64], участвующих в процессе от-
торжения.

MHC-гуманизированные мыши

Классические антигены главного комплекса
гистосовместимости класса I (MHC I) представ-
ляют собой тримерные молекулы, обнаруживае-
мые на поверхности ядерных клеток у всех челюст-
ных позвоночных. Молекулы MHC I распознаются
двумя семействами рецепторов: клонотипическими
Т-клеточными рецепторами, которые экспресси-
руются на поверхности CD8+ цитотоксических
Т-лимфоцитов (ЦТЛ), и мономорфными рецеп-
торами, экспрессируемыми как NK-клетками,
так и ЦТЛ. Продукция молекул MHC I в клетках
представляет собой последовательный процесс,
осуществляемый с помощью белков: протеаз, ша-
перонов, транспортеров и ряда других.

Несмотря на то, что MHC I человека и мыши в
значительной степени гомологичны по своей
структуре, организации и функциям, в механизме
процессинга и представления антигена в контек-
сте MHC I человека и мыши имеются различия.
Технологии трансгенеза и нокаута или нокина
позволяют добавлять соответствующие гены че-
ловека или заменять гены мыши ортологичными
генами человека для получения иммунологиче-
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ски гуманизированных мышей [65]. Такие экспе-
риментальные животные особенно важны в каче-
стве доклинических инструментов для идентифи-
кации эпитопов пептидов, представляемых в
контексте HLA I при инфекционных заболевани-
ях и опухолях, а также для сравнительной оценки
эффективности иммунотерапии. В моделях, в ко-
торых сохранялись интактные молекулы MHC I
мыши, цитолитические ответы не ограничива-
лись ответами, рестриктированными HLA I чело-
века. Чтобы лучше использовать трансгенные мо-
лекулы HLA I и генерировать более функцио-
нальные HLA-рестриктированные ответы CD8+
T-клеток, Pascolo S. и соавт. создали мышей с
двойным нокаутом H-2 Db и β2-m, экспрессиру-
ющих химерную α3-H-цепь HLA-A*02:01, кова-
лентно связанную с β2-m человека с помощью
пептидного плеча (мыши HHD II) [66]. Цитоли-
тические ответы этих мышей опосредовались ис-
ключительно моноцепью HLA-A*02:01. Для даль-
нейшей оптимизации моделей с трансгенными
молекулами HLA I, Boucherma R. и соавт. создали
семь новых линий трансгенных мышей с моноце-
пью HLA I в контексте тройного нокаута H-2 Kb,
Db и β2-m мыши (H-2 I null) [67]. В этих мышах
соответствующие домены H-цепи α1α2, наибо-
лее часто встречающиеся во всех популяциях
человека молекул HLA: HLA-A*01:03, -A*24:02,
-B*08:01, -B*27:05, -B*35:01, -B*44:02 или -C*07:01,
были слиты с доменом α3 мыши и ковалентно
связаны с β2-микроглобулином человека [67].

Позднее были разработаны и другие полно-
стью MHC-гуманизированные мыши, позволяю-
щие изучать HLA-рестрицированное распознава-
ние пептидов без вмешательства представления
эпитопов в контексте молекул MHC мыши [68]. В
гуманизированной модели A2.DR1 молекулы
HLA, наиболее часто встречающиеся у предста-
вителей европеоидной расы – HLA-A*0201, пред-
ставляющие эпитоп-связывающие домены α1 и
α2 HLA-A0201 с доменом α3 H-2D*b, ковалент-
но связанным с β2m человека (HDD), а также
HLA-DR1 экспрессируются при нокауте всех ге-
нов MHC мыши. Эту модель использовали для те-
стирования вакцин против ВПЧ 16, моделируя
ВПЧ-инфекцию присадкой сингенных клеточ-
ных линий, экспрессирующих белки Е6 и Е7 [68].
Так, путем трансфекции фибробластов сердца и
легких мышей, трансгенных по HLA-A*0201, он-
когеном H-Ras V12 и генами Е6 и Е7 ВПЧ 16 полу-
чена трансгенная клеточная линия, онкогенная
для мышей HLA-A*0201. При этом из белка Е7
ВПЧ 16 был удален доминантный эпитоп, распо-
знаваемый иммунной системой мышей H-2D(b),
чтобы гарантировать, что противоопухолевый
иммунный ответ будет направлен исключительно
на HLA-A*0201-рестрицированные эпитопы [69].

Эту модель использовали для тестирования эф-
фективности двух кандидатных вакцин против
ВПЧ 16, основанных на плазмидной ДНК и ре-
комбинантном вирусе венесуэльского энцефали-
та лошадей [69].

Трансгенные мыши, которым имплантировали 
ксенотрансплантаты, полученные от пациентов

Этот подход применяли преимущественно для
создания моделей заражения гепатотропными
вирусами ВГВ и ВГС (подробности см. в [70]).
При этом наиболее широко использовалась и ис-
пользуется модель, основанная на мышах SCID,
трансгенных по активатору плазминогена уроки-
назного типа (Alb-uPA)/SCID), или мыши,
uPA/трансгенные по белку, активирующему реком-
бинацию гена 2 (RAG-2), с острой или подострой
печеночной недостаточностью у новорожденных
мышат. Печень этих мышей можно “воссоздать”
путем постепенного заселения гепатоцитами че-
ловека [71, 72]. Тяжелая печеночная недостаточ-
ность необходима для того, чтобы клетки челове-
ка имели свободное пространство и условия для
пролиферации и достижения высокой степени
химеризма. В таких системах гепатоциты челове-
ка остаются функциональными в течение как ми-
нимум 2 мес. после трансплантации и после про-
хождения множественных клеточных делений
(подтверждено продукцией альбумина человека).
Инфицирование мышей с трансплантированны-
ми гепатоцитами человека ВГВ из сыворотки
крови человека или выделенным из in vitro куль-
туры приводило к продуктивной инфекции с ви-
ремией до ≈1010 копий/мл, образованию функ-
циональной кольцевой ковалентно замкнутой
ДНК (ккзДНК) ВГВ и распространению вируса
[72]. Вирусная нагрузка возрастала с увеличением
доли клеток печени мыши, замещенных клетка-
ми человека, сохраняя возможность контролиро-
вать как степень печеночной недостаточности,
так и степень ее восстановления. Виремия на-
блюдалась до 22 нед. с момента инфицирования
(до наступления смерти или планового оконча-
ния эксперимента). Пассирование вируса пока-
зало, что сыворотки крови мышей содержат ин-
фекционный ВГВ. Экспериментально установле-
но, что HBeAg незаменим как для активной
продукции вируса, так и для его передачи [73]. Та-
ким образом, химерные мыши могут быть напря-
мую инфицированы вирионами ВГВ с образова-
нием функциональной ккзДНК ВГВ и с последу-
ющим распространением вируса. В аналогичном
эксперименте линии клеток человека инъециро-
вали в селезенку мышей FAH–/–RAG2–/–IL2Rγ–

(FRG) или трансгенным по тимидинкиназе (TK)
мышам NOG (TK-NOG) с последующим инфи-
цированием ВГВ (подробности см. в [70]). ВГВ
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можно вводить также после инъекции CD34+ ге-
мопоэтических стволовых клеток и гепатоцитов
человека в печень новорожденных мышей
NOD/SCID/IL2Rγ–/–, трансгенных по HLA-A2
(мышей A2/NSG) [70]. Ни одна из этих моделей
не может применяться ни для изучения иммуно-
опосредованного воспаления, врожденного или
адаптивного противовирусного иммунного отве-
та, ни для тестирования иммунотерапии ВГВ-ин-
фекции или ВГВ-ассоциированных опухолей,
ввиду иммунодефицитного статуса мышей-реци-
пиентов.

Чтобы устранить это ограничение, разработа-
ны модели двойных гуманизированных химер-
ных мышей, которые предусматривают пересадку
иммунных клеток человека. С этой целью мезен-
химальные стволовые клетки костного мозга че-
ловека (hBMSCs) трансплантировали мышам
Fah–/–Rag2–/–IL-2Rγc–/– SCID (FRGS) с фульми-
нантной печеночной недостаточностью, в ре-
зультате чего получили модель hBMSC-FRGS,
гуманизированную по клеткам печени и иммун-
ной системы [74]. Мыши hBMSC-FRGS характе-
ризовались активной пролиферацией и транс-
дифференцировкой функциональных гепатоцитов
человека и широкого спектра иммунных клеток,
включая В-клетки, Т-клетки, NK-клетки, дендрит-
ные клетки и макрофаги. После инфицирования
ВГВ у этих мышей развивалась устойчивая вире-
мия и специфические иммунные и воспалитель-
ные реакции. Через 54 нед. у 55% мышей наблю-
далось прогрессирование заболевания до хрони-
ческого гепатита и цирроза печени [74]. В целом,
мыши hBMSC-FRGS оказались уникальной си-
стемой для выявления взаимодействий вируса с
организмом хозяина, включая патофизиологиче-
ские повреждения печени при хроническом гепа-
тите с прогрессированием в цирроз, и специфиче-
ские иммунные и воспалительные реакции орга-
низма человека на инфекцию ВГВ и повреждение
печени. При этом сохранялся профиль экспрессии
генов, ассоциированных с течением болезни, кле-
точный иммунный ответ, продукция цитокинов и
характерные для гепатита В биохимические и па-
тологические изменения [74]. В аналогичном ис-
следовании созданы мышиные модели AFC8-hu
HSC/Hep и A2/NSG-hu-HSC/Heр, в которых
трансгенным мышам A2 трансплантировали гемо-
поэтические стволовые клетки человека CD34+ и
клетки-предшественники гепатоцитов человека
(или клетки печени плода). В обеих моделях ВГВ
был способен инфицировать мышей, персисти-
руя при этом в организме мыши не менее 4 мес.
[70, 75] и вызывая фиброз печени. Описанные
модели оказались очень полезными для изучения
механизмов поражения печени при ВГВ-инфек-
ции [75]. Модели типа Trimera и модели на основе

uPA/SCID и Fah–/–Rag–/–IL-2–/– мышей успешно
использовали для изучения инфекции ВГС, а так-
же при разработке противовирусных препаратов,
эффективных при ВГС-инфекции [76–79].

Ограничения трансгенных мышиных моделей

Использование химерных трансгенных моде-
лей имеет ряд ограничений, включая генетиче-
скую изменчивость, отсутствие инструментов для
изучения иммунного ответа, длительность иссле-
дования, сложные лабораторные методы и этиче-
ские аспекты. Важно также отметить, что транс-
генные мыши обладают низким потенциалом к
формированию опухолей и метастазированию и
низким уровнем мутаций в опухолях [80]. Поми-
мо этого, экспрессия введенного гена в трансген-
ных мышах чаще всего контролируется конститу-
тивным синтетическим промотором, который не
позволяет варьировать экспрессию генов в зави-
симости от генетического фона модели, что при-
водит к низкой клеточной гетерогенности и вли-
яет на характер прогрессирования опухоли и ме-
тастазирования [81].

Получение мышиных моделей для анализа ви-
русных инфекций человека хорошо налажено для
вирусов, использующих ограниченную панель
факторов клетки-хозяина. Однако уровень ре-
пликации даже таких вирусов в клетках мыши
ниже, чем в клетках человека, что во многом свя-
зано с активацией системы врожденного имму-
нитета и продукцией интерферонов первого типа
[82]. В большинстве моделей молекулярные сенсо-
ры нуклеиновых кислот и ИФН I подавляют раз-
множение вирусов и блокируют появление симп-
томов инфекции, что затрудняет изучение вирус-
индуцированных патологий.

Как уже упомянуто, человек и мышь имеют по
существу разные иммунные системы. Поэтому
мышиные модели не позволяют точно воспроиз-
вести иммунный ответ человека на вирусы или
отдельные вирусные антигены, что затрудняет
экстраполяцию результатов, полученных на мы-
шиных моделях, на человека [82]. В силу этого
для моделирования хронических инфекций, вы-
званных гепатотропными вирусами, такими как
ВГВ и ВГС, весьма актуальны модели, основан-
ные на гуманизированных химерных мышах. Од-
нако эти модели, как и PDX-модели, не годятся
для изучения воспаления, врожденного или адап-
тивного противовирусного иммунного ответа, те-
стирования иммунотерапии или вакцин. Сохра-
нение в мышиных моделях интактной иммунной
системы важно не только для решения задач им-
мунотерапии, но и при исследовании эффектов
химиопрепаратов, так как ранее было показано,
что часть химиотерапевтических препаратов ин-
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дуцирует развитие противоопухолевого иммун-
ного ответа [83].

Двойные гуманизированные химерные моде-
ли казалось бы обходят эту проблему, однако
врожденные и адаптивные противовирусные им-
мунные ответы в этих моделях ограничены, а ха-
рактер опосредованного Т- и В-клетками иммун-
ного ответа на вирусную инфекцию отличается от
иммунного ответа человека, в основном из-за
клеточного состава микроокружения печени [70,
75]. Кроме того, печень мышей в двойных химер-
ных моделях содержит меньше гепатоцитов, и
поддерживает более низкий уровень репликации
вируса, чем печень человека. И последнее, но не
менее важное: эти модели основаны на узкоспеци-
ализированных линиях мышей, технически они
очень сложны и дороги. Их создание и поддержа-
ние требует много времени, средств, развитой ин-
фраструктуры и высококвалифицированного пер-
сонала, что ограничивает их широкое примене-
ние. Нужны более простые системы, подходящие
для моделирования отдаленных последствий хро-
нической вирусной инфекции, вызванной дли-
тельной продукцией вирусных белков, с оценкой
их влияния на регуляцию генов, метаболизм экс-
прессирующих клеток и “невинных” клеток окру-
жения, а также на состояние (функционирование)
врожденного и адаптивного иммунного ответа.

МОДЕЛИРОВАНИЕ ВИРУС-
АССОЦИИРОВАННОГО ОНКОГЕНЕЗА

Имплантация иммунокомпетентным мышам 
сингенных линий опухолевых клеток, несущих целые 

вирусные геномы или отдельные вирусные гены

Простейшие модели вирус-ассоциированного
канцерогенеза основаны на использовании мы-
шиных опухолевых (опухолеродных) клеток, экс-
прессирующих вирусные гены. Клетки импланти-
руют сингенным мышам, т.е. мышам, имеющим
тот же генетический фон, что и имплантируемые
клетки. Модели вирус-ассоциированных опухо-
лей, созданные на основе таких клеток, называют
аллографтными, или сингенными моделями. Син-
генные мышиные модели (СММ) сохраняют ин-
тактной иммунную систему мыши, поэтому они
хорошо подходят для разработки противоопухо-
левых и противовирусных препаратов, воздей-
ствующих на иммунную систему, таких как инги-
биторы контрольных точек, профилактические и
иммунотерапевтические противовирусные и про-
тивоопухолевые вакцины. Сингенные клеточные
линии могут быть получены из спонтанно возни-
кающих опухолей мышей или с использованием
мутагенных соединений и транспозонов и моди-
фицированы для экспрессии одного или несколь-
ких вирусных онкогенов в сочетании с известны-

ми клеточными онкогенами путем стабильной
трансфекции или трансдукции ретро- или ленти-
вирусами, а также путем введения гена с помо-
щью системы CRISPR-Cas. Например, получена
панель клеточных линий рака легкого, синген-
ных мышам линии C57BL/6 [80]. Описаны моди-
фикации этого протокола для других видов кле-
ток, например, клеток опухоли мочевого пузыря
[84] и прямой кишки [85]. В другом подходе в уже
злокачественные клетки путем стабильной транс-
фекции или трансдукции с использованием ре-
тро- или лентивирусов вводят гены одного или
нескольких вирусных белков. В ряде случаев экс-
прессия вирусных генов может приводить к уве-
личению онкогенного потенциала уже существу-
ющих опухолевых линий [86, 87].

Сингенные модели имеют множество преиму-
ществ, в том числе и то, что опухолевые клетки
можно легко поддерживать и размножать in vitro
перед имплантацией мышам. Это приводит к об-
разованию воспроизводимых по размеру и тем-
пам роста опухолей со сходной выживаемостью
животных. Основные ограничения использова-
ния сингенных клеточных линий связаны с их ге-
нетической однородностью [83] и ограниченны-
ми размерами, проще говоря, “бедностью” пане-
ли опухолевых линий, способных стабильно
формировать опухоли в иммунокомпетентных
мышах. Необходимо также учитывать, что про-
грессирование опухоли сложный процесс – эф-
фекты от воздействия отдельного вирусного бел-
ка или даже целого вируса у человека и мыши мо-
гут различаться. Это ограничивает применимость
результатов, полученных в СММ, для трактовки
феномена вирус-ассоциированного канцероге-
неза человека.

Сингенные модели описаны как в научной ли-
тературе, так и на сайтах компаний-производите-
лей (например, https://www.criver.com/products-
services/discovery-services/pharmacology-studies/
oncology-immuno-oncology-studies/oncology-models/
syngeneic-mouse-models или https://www.tacon-
ic.com/resources/syngeneic-cell-line-reference-da-
tabase/), поэтому мы не будем рассматривать их
подробно.

Инфекции, вызываемые вирусами грызунов, 
родственными онкогенным вирусам человека

В первую очередь следует упомянуть вирус опу-
холи молочной железы мышей (MMTV), относя-
щийся к ретровирусам [88]. Однако MMTV не яв-
ляется моделью родственного вируса, это скорее
реальный этиологический агент опухолей молоч-
ной железы. Об этом свидетельствует анализ на-
копленных к настоящему моменту данных, вклю-
чая идентификацию провируса, LTR, белков Gag
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и нуклеокапсида, обратную транскриптазу и бе-
лок оболочки в 13% образцов опухолей молочной
железы человека [88].

Наиболее хорошо изучен вирус папилломы мы-
ши (MmuPV1), используемый для моделирования,
вирус-ассоциированного канцерогенеза. С помо-
щью MmuPV1 на мышах моделировали ВПЧ-ассо-
циированный плоскоклеточный рак головы и шеи.
Инфицирование вирусом MmuPV1 эпителия язы-
ка мышей с иммунодефицитом приводило к разви-
тию плоскоклеточной дисплазии высокой степени
с ранними признаками инвазивной карциномы в
течение 4 мес. [89]. В сочетании с пероральным кан-
церогеном 4-нитрохинолин-1-оксидом (4NQO)
MmuPV1 вызывал развитие инвазивного плоско-
клеточного рака языка у мышей как с иммуноде-
фицитом, так и иммунокомпетентных. Эти опу-
холи экспрессировали маркеры папилломави-
русной инфекции и ВПЧ-ассоциированного
канцерогенеза [89]. У иммунокомпетентных мы-
шей MmuPV1, как и ВПЧ, передается половым пу-
тем [90], что позволяет изучать механизм зараже-
ния, а также использовать его в качестве модели
для оценки эффективности профилактических
препаратов. Кроме того, установлено, что меха-
низм онкогенеза MmuPV1, по крайней мере отча-
сти, связан с его интеграцией в геном инфициро-
ванных клеток [91].

Наиболее близким к ВЭБ оказался �-герпесви-
рус 68 мыши (MHV-68). К сожалению, MHV-68
значительно отличается от ВЭБ, различается так-
же иммунный ответ хозяина на эти два вируса
[39]. MHV-68 способен иммортализовать феталь-
ные клетки печени мыши in vitro, что приводит к
их дифференцировке в плазмабласты, которые, в
свою очередь, могут образовывать опухоли в мы-
шах nude и Rag2–/–, но не при подсадке иммуно-
компетентным мышам линии C57Bl/6 или мы-
шам с дефицитом В-клеток [92].

Для моделирования ВИЧ-1-инфекции разра-
ботаны химерные псевдовирионы ВИЧ-1–вирус
лейкоза мышей (MuLV). Эти химеры могут быть
получены путем инфицирования ВИЧ-1 Т-кле-
точной линии, несущей MuLV, или путем замены
кодирующей области gp120 ВИЧ-1 на gp80 MuLV
[52]. С целью оценки протективных свойств вак-
цин против ВИЧ-1 проведены эксперименты по
иммунизации мышей кандидатными ВИЧ-1 вак-
цинами с последующим их инфицированием хи-
мерным псевдовирусом [52].

В целом, этот подход используется относитель-
но редко в силу узкого спектра вирусов грызунов,
аналогичных онкогенным вирусам человека.

In vitro и in vivo моделирование молекулярного фона, 
способствующего злокачественной трансформации

Более сложным представляется моделирова-
ние процесса вирус-ассоциированного онкогене-
за в части кооперации онкогенов/онкобелков ви-
русов и человека. Известно, что злокачественная
трансформация клетки и развитие опухоли (опу-
холей) зависят от сложного взаимодействия между
вирусными онкогенами и онкогенами/онкобелка-
ми хозяина. Ранние доказательства такого сотруд-
ничества получены с использованием in vitro
трансформации клеток с участием онкобелков
вируса полиомы. Для трансформации первичных
фибробластов эмбриона крысы требовалась экс-
прессия как большого, так и среднего T-антигена
вируса [93]. Подобная “кооперация” генов широ-
ко используется при моделировании опухолей,
связанных с вирусными инфекциями.

Чтобы обеспечить созревание и выход потом-
ства, вирусы должны в течение достаточно долго-
го времени подавлять или задерживать процесс
апоптоза. Онкогенные вирусы особенно активно
манипулируют как внешними, так и внутренни-
ми путями индукции апоптоза, подавляют актив-
ность проапоптотических белков и сигнальных пу-
тей, способствуя тем самым онкогенезу [94]. Чаще
всего затрагивается р53-индуцированный апоптоз,
опосредованный линейным каскадом, включаю-
щим трансактивацию bax, транслокацию белка Bax
из цитозоля в мембранный компартмент, высво-
бождение цитохрома c из митохондрий и после-
довательную активацию каспаз-9, -3, -6 и -7 [95].
Выявление ускоренного образования опухолей у
мышей с нуль-мутациями по р53 и с дефицитом
р53 [96] способствовало созданию широкой пане-
ли моделей опухолей на основе мутированного
p53 [97]. Вирусы достигают того же эффекта за
счет функциональной инактивации p53. Т-анти-
гены адено- и полиомавирусов связывают и
инактивируют р53, что позволяет клетке избегать
остановки клеточного цикла и способствует ее
переходу в S-фазу. Кроме того, вирусные Т-анти-
гены имитируют структуру ДНК (DNA mimicry),
конкурируют с р53 за связывание ДНК, изменяя
заряд и конфигурацию ДНК-дуплекса [98]. Это
свойство Т-антигенов позволяет им нарушать ре-
гуляцию транскрипции генов-мишеней р53 и вы-
зывать злокачественную трансформацию, в том
числе клеток, непермиссивных для продуктивной
вирусной инфекции [99]. Этот механизм сделал
экспрессию Т-антигена вируса SV40 надежным
способом создания трансгенных мышиных моде-
лей опухолей [100].

Другой пример – вирусы ВПЧ ВКР, ингибиру-
ющие р53 за счет специфической активности он-
кобелков Е6 и Е7. Е6 рекрутирует E6AP и промо-
тирует убиквитинлигазную активность E6AP E3,
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вызывая деградацию р53, приводящую к сниже-
нию его уровня в инфицированных клетках. Он-
кобелок Е7 связывается с транскрипционным ре-
прессорным комплексом DREAM, что повышает
уровни экспрессии большинства генов клеточно-
го цикла и ингибирует p53 [101]. Кроме того, бе-
лок E7 ВПЧ ВКР связывает другой опухолевый
супрессор – белок ретинобластомы (Rb). Rb свя-
зывается с факторами транскрипции семейства
E2F и подавляет экспрессию генов ферментов ре-
пликации [102]. E7 нарушает взаимодействие
между Rb и E2F, что приводит к высвобождению
факторов E2F в их транскрипционно-активных
формах, стимулируя репликацию и деление кле-
ток [103]. Однако этих событий недостаточно,
чтобы вызвать трансформацию клеток. Чтобы
трансформировать первичные клетки человека,
ВПЧ ВКР должны взаимодействовать с такими ак-
тивированными онкогенами человека, как RAS –
центральный медиатор клеточной пролиферации
и дифференцировки, индуцированной фактора-
ми роста [104]. RAS действует через белок RAF и
ERK-киназы сигнального пути MAP-киназы.
RAS, обладающий митогенной активностью, не-
обходим на протяжении G1-фазы клеточного цик-
ла и для прохождения через S-фазу [105]. Продук-
ция активированного RAS в отсутствие таких нега-
тивных регуляторов, как p53 или Rb, приводит к
трансформации клеток [106]. Это свойство превра-
тило коэкспрессию E6/E7 ВПЧ ВКР в сочетании с
активированным RAS в еще один инструмент зло-
качественной трансформации клеток, что привело
к созданию множества мышиных моделей опухо-
лей человека, продуцирующих белки Е6 и Е7
ВПЧ ВКР [107–109]. Сходный сценарий транс-
формации может быть реализован и с использо-
ванием других кооперативных онкобелков, на-
пример, MYC [110].

Клетки (клеточные линии), трансформирован-
ные совместным действием онкогенов вирусов и
человека, имплантируют сингенным иммуноком-
петентным мышам. Аналогичные сингенные мы-
шиные модели описаны в разделе “Имплантация
иммунокомпетентным мышам сингенных линий
опухолевых клеток, несущих целые вирусные гено-
мы или отдельные вирусные гены”. В последнее
время появились работы, описывающие индук-
цию такого сочетанного онкогенеза in vivo. Ярким
примером этого может быть внутривагинальная
электропорация мышей плазмидами, кодирую-
щими E6/E7 ВПЧ-16, c-MYC, AKT и транспозазу
Sleeping Beauty. Кооперативное действие онкогенов
(онкобелков) вируса и человека привело к форми-
рованию опухолей, которые спонтанно прогресси-
ровали от плоскоклеточного интраэпителиального
поражения высокой степени до рака и продуциро-
вали белки Е6 и Е7 ВПЧ. Клеточные линии, полу-

ченные из этих опухолей, способны образовы-
вать карциномы у иммунокомпетентных мышей
[110]. Совместное воздействие клеточных фак-
торов MYC, RAS и вирусных онкобелков на кле-
точную трансформацию опосредуется регуляцией
активности циклинкиназ [106].

Модели спровоцированного канцерогенеза

В этом подходе для индукции опухоли исполь-
зуют различные канцерогены на фоне вирусной
инфекции или экспрессии вирусных антигенов,
т.е. совместное действие вирусных антигенов и
химических/физических факторов, способству-
ющих образованию опухолей. Haverkos H. опуб-
ликован исчерпывающий обзор [111] взаимодей-
ствия вирусов с канцерогенами человека. Сде-
ланные в этом обзоре выводы применимы и к
мышиным моделям. Мы сосредоточимся на наи-
более важных факторах, связанных с канцероге-
незом, таких как прием алкоголя, диета и воздей-
ствие канцерогенов.

Синергизм между канцерогенезом печени, вы-
званным ВГВ и ВГС, и потреблением алкоголя
описан давно [57]. Механизм канцерогенеза, свя-
занного с ВГС, заключается в индукции окисли-
тельного стресса [112]. Как можно было ожидать,
у мышей, трансгенных по белку нуклеокапсида
ВГС, употребление алкоголя вызывало заметное
повышение уровня гидропероксидов фосфатидил-
холина, а длительное употребление алкоголя (ал-
когольная диета) индуцировало развитие фиброза
печени, подтверждая как синергический эффект
вирусной инфекции и алкоголя в индукции заболе-
вания печени [113], так и возможность моделирова-
ния этого процесса путем сочетания экспрессии
вирусных антигенов с длительным воздействием
этанола.

На примере мышей, несущих Т-антиген SV40
под промотором эластазы-1, показано, что ассо-
циированный с вирусом онкогенез можно стиму-
лировать с помощью определенных диет. Оказа-
лось, что пища с низким содержанием клетчатки
увеличивает частоту образования опухолей [114].
Интересно, что низкое содержание клетчатки в
пищевом рационе вызывает изменения в составе
кишечного микробиома, что, в свою очередь, при-
водит к распространению кишечных патобионтов,
таких как адгезивно-инвазивная кишечная палоч-
ка (AIEC, связанная с болезнью Крона), с после-
дующим изменением микробного метаболома с
усилением воспаления кишечника [115], а также с
системной метаболической и иммунной дисрегу-
ляцией [116].

Рассмотренные примеры воздействия, приво-
дящие к усилению роста опухоли, имеют один и
тот же механизм, заключающийся в индукции и
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поддержании воспаления. Индукция воспале-
ния лежит в основе хорошо зарекомендовавших
себя моделей канцерогенеза кожи, индуциро-
ванного химическими канцерогенами. Показа-
но, что предсуществующее воспаление кожи
увеличивает восприимчивость к росту опухоли.
Это явление связано с увеличением популяции
опухолеспецифических Т-клеток, продуцирую-
щих интерлейкин-17 (IL-17) [117]. В то же время
дефицит рецептора IL-17 (IL-17R) усиливал ин-
фильтрацию CD8+ Т-клеток, ингибируя при
этом инфильтрацию миелоидных клеток CD11b+
и развитие клеток-супрессоров миелоидного
происхождения [118], что препятствовало росту
опухоли.

Состояние воспаления тканей может быть до-
стигнуто механическим путем. Isaguliants M. и со-
авт. опубликовали данные, согласно которым
воспаление, вызванное электропорацией, приво-
дит к усиленному росту опухоли в участках, прок-
симальных к месту электропорации [119].

Описанные методы моделирования онкогене-
за, ассоциированного с хроническими вирусны-
ми инфекциями, нашли свое применение для
объяснения механизма индукции и развития опу-
холей, но не для создания самих моделей, прежде
всего, в силу отсутствия воспроизводимости эф-
фектов и их неоднородности, из-за невозможно-
сти ограничить их одним органом или типом тка-
ни, а также длительности экспериментов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На сегодняшний день разработан ряд стан-
дартных подходов к созданию моделей вирусной
инфекции и вирус-ассоциированного канцероге-
неза, нашедших широкое применение в лабора-
торной практике (рис. 1). Каждый из этих подхо-
дов имеет свои особенности, преимущества, не-
достатки и ограничения (табл. 1). Выбор той или
иной модели должен осуществляться с учетом этих
характеристик. Наиболее распространено исполь-
зование ксенотрансплантатов тканей и клеток че-
ловека (как опухолевых и/или инфицированных,
так и здоровых) с последующей инфекцией и
трансформацией. Этот метод позволяет в довольно
короткие сроки получить панель инструментов для
оценки эффективности противоопухолевых пре-
паратов, однако его применение сильно ограничи-
вается супрессией иммунной системы мыши.

В случае лимфотропных вирусов, таких как
ВИЧ-1 и ВЭБ, наиболее удачными моделями счи-
таются мыши с иммунодефицитом с имплантиро-
ванными элементами иммунной системы челове-
ка, так как эти модели позволяют изучать есте-
ственные механизмы реинфекции и патогенеза
вирусов этой группы. Однако возможность приме-
нения этих моделей для оценки эффективности
вакцинных препаратов ограничена, поскольку им-
мунная система этих мышей не может в полной ме-
ре моделировать иммунную систему иммунокомпе-
тентных животных.

Рис. 1. Основные подходы к созданию моделей вирусной инфекции и вирус-ассоциированного канцерогенеза.

Подходы к созданию мышиных моделей вирусной инфекции и вирус-ассоциированного канцерогенеза

Модели на основе
ксенографтов

Модели на основе
трансгенных

мышей

Моделирование процесса
вирус-ассоциированного

канцерогенеза

Гуманизированные
мышиные модели с

привитыми
иммунными

клетками человека с
последующей

ксено-
трансплантацией

тканей или клеток
человека

Ксенотрансплантаты,
полученные от

пациента (PDX)

Опухолевые
клетки человека

или биоптаты
опухолей

Ксенографты
человеческих

клеток или тканей

Естественно
зараженные

Естественно
зараженные Искусственно

зараженные до
или после

имплантации

Искусственно
зараженные до

или после
имплантации

Использование комбинации
вирусных и человеческих

онкобелков для моделирования
молекулярного фона in vivo и 

in vitro, способствующего
злокачественной трансформации

Канцерогенез, спровоцированный
химическими или физическими

факторами на фоне вирусной
инфекции или с привлечением

вирусных антигенов

MHC-
гуманизированные

мыши

Трансгенные мыши с
имплантированными

PDX (трансгенные
химерные мыши)

Инфицирование
вирусами грызунов,

родственными
онкогенным вирусам

человека

Трансгенные по
экспрессии вирусов

или отдельных
вирусных белков

Трансгенные по
факторам, приводящим
к заражению вирусами

человека

Имплантация
иммунокомпетентным мышам
сингенных линий опухолевых

клеток, несущих целые
вирусные геномы или

отдельные вирусные гены
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АВДОШИНА и др.

Патогенез гепатотропных вирусов изучают на
животных, трансгенных по целому вирусному ге-
ному или отдельным вирусным генам. Эти модели
позволяют изучать механизмы вирусного патоге-
неза, но они не могут использоваться для тестиро-
вания противовирусных препаратов и вакцин, так
как не предусматривают возможность элиминации
вируса.

Ограниченно в качестве моделей применяют
мышей, трансгенных по факторам, необходимым
для вирусной инфекции (рецепторы, внутрикле-
точные кофакторы), так как для успешного ин-
фицирования вирусами человека зачастую необ-
ходимо вводить в мышь целую панель клеточных
факторов (например, для ВИЧ-1), при том что
ряд факторов до сих пор не охарактеризован (на-
пример, для ВГС). Редко используется и модели-
рование процесса вирус-ассоциированного кан-
церогенеза с помощью вирусов грызунов, род-
ственных онкогенным вирусам человека, прежде
всего в силу узости спектра этих вирусов.

Таким образом, несмотря на разнообразие
мышиных моделей вирусной инфекции и вирус-
ассоциированного патогенеза, до сих пор не со-
здана “идеальная” модель, полностью воссозда-
ющая процесс инфекции, патогенеза и иммунного
ответа человека. Исследователям необходимо вы-
бирать модель, наиболее подходящую для решения
конкретных задач.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант № 19-04-01034).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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MURINE MODELS OF CHRONIC VIRAL INFECTIONS
AND ASSOCIATED CANCER
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Viruses are now accepted as bona fide etiologic factors of human cancer; these include Epstein–Barr virus,
high risk human papillomaviruses, hepatitis B and C viruses, human T-cell leukemia virus type I and human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), plus several candidate human cancer viruses. It is estimated that
15% of all human tumors worldwide are caused by viruses. The infectious nature of viruses distinguishes them
from all other cancer-causing factors; tumor viruses establish long-term persistent infections in humans, with
cancer as an accidental side effect of viral replication strategies. Viruses are usually not complete carcinogens,
supporting the concept that cancer development occurs by the accumulation of multiple cooperating events,
in which human cancer viruses display different, often opposing roles. The laboratory mouse (Mus musculus)
is one of the best in vivo experimental systems for modeling human pathology, including viral infections and
cancer. However, mice cannot be infected with any of the viruses known to cause chronic human infections
associated with the development of cancer. A variety of murine models of virus-associated cancer have been
developed to address different aspects of virus-associated carcinogenesis starting from tumors resulting from
xenografts of human tissues and cells, including cancerous and virus infected, to genetically engineered mice
susceptible to viral infections and associated cancer. Here we presented an overview of the existing models,
described their applications, analyzed advantages and disadvantages, and drew perspectives for their further
development.

Keywords: murine models, chronic viral infection, viral oncogenesis, viral oncogens, xenograft, HCV, HBV,
HIV-1, EBV, HTLV-I
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Частое обнаружение ДНК и белков цитомегаловируса (ЦМВ) в злокачественных опухолях ставит
вопрос об участии вируса в развитии онкологических заболеваний. Показано, что продукты генов
ЦМВ могут регулировать процессы, связанные с ключевыми признаками рака. Роль ЦМВ как он-
когенного фактора, способствующего злокачественной трансформации клеток, только начинает
проясняться, однако его способность усиливать опухолевую прогрессию уже признается многими
исследователями. В обзоре рассмотрена роль вирусных факторов, а также клеточных молекулярных
путей, в устойчивости инфицированных ЦМВ опухолевых клеток к терапии. ЦМВ ингибирует
апоптоз опухолевых клеток, что не только способствует опухолевой прогрессии, но и снижает
чувствительность клеток к противоопухолевой терапии. Показано, что аутофагия может способ-
ствовать либо выживанию опухолевых клеток разного типа, либо их гибели. ЦМВ-инфекция при
лейкозе индуцирует “защитную” аутофагию, которая подавляет апоптоз. Изучение роли вирусных
факторов в формировании устойчивости опухолевых клеток к терапии и их взаимодействия с клю-
чевыми путями гибели клеток необходимо для разработки средств, способных восстановить чув-
ствительность опухолей к противоопухолевым препаратам.

Ключевые слова: цитомегаловирус, онкомодуляция, апоптоз, аутофагия, противоопухолевая тера-
пия, резистентность к противоопухолевой терапии
DOI: 10.31857/S0026898422050135

ВВЕДЕНИЕ
Цитомегаловирус (ЦМВ) человека, как и дру-

гие представители семейства Herpesviridae, пере-
ходит после первичной инфекции в латентное со-
стояние и пожизненно сохраняется в организме
~90% взрослого населения. Рак развивается лишь
у небольшой части носителей такой инфекции,
что затрудняет эпидемиологическую оценку роли
вируса в развитии онкозаболевания. Однако за
последние 20 лет выявлена высокая частота при-
сутствия ДНК и белков ЦМВ в таких опухолях,
как злокачественная глиома, рак предстательной
и молочной железы, колоректальный рак и дру-
гие [1–7]. Так, например, неструктурные белки
IE1/IE2 ЦМВ и структурный белок pp65 обнару-
жены приблизительно в 75% образцов рака мо-
лочной железы и/или метастазов в лимфатиче-
ские узлы [8]. В связи с расхождениями представ-
лений о присутствии ЦМВ в глиобластомах,
недавно были проанализированы результаты 645

статей, в которых изучены 9444 клинических об-
разца [9]. Cообщается, что иммуногистохимиче-
ские методы обеспечивают надежное обнаружение
белков ЦМВ в опухолях (84.2%), тогда как вирус-
ные нуклеиновые кислоты методами ПЦР часто не
выявлялись.

Наиболее важно понять роль цитомегалови-
русной инфекции (ЦМВИ) в онкозаболеваниях.
Является ли вирус только “пассажиром” в опухо-
левых клетках или играет определенную роль и,
если да, то какую? Рассмотрены механизмы, с по-
мощью которых вирусы приводят к развитию опу-
холи, такие как экспрессия онкогенов, мутации,
эпигенетические процессы, хроническое воспале-
ние, нарушение метаболизма зараженной клетки
[10]. ЦМВ производит более 200 белков, и только
малое их количество необходимо для репликации
вируса. Большинство вирусных белков вовлечено
в изменение поведения клетки [11]. В многочис-
ленных вирусологических исследованиях показа-
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но, что продукты генов ЦМВ, особенно экспрес-
сируемые в начале его жизненного цикла, могут
регулировать процессы, связанные с ключевыми
признаками рака [12]. Если роль ЦМВ как онко-
генного фактора, способствующего злокаче-
ственной трансформации, только начинает про-
являться [10, 13, 14], то его онкомодулирующие
свойства, т.е. способность усиливать опухолевую
прогрессию, уже признаются многими исследо-
вателями [15–17].

Ключевые признаки рака, проявляемые на
разных стадиях развития опухоли, сформулиро-
ваны в обзорах Hanahan и Weinberg [18, 19]: под-
держание пролиферативного потенциала клеток
и отсутствие контактного торможения их роста,
сопротивление клеточной гибели и неограничен-
ное деление, активация ангиогенеза и метастази-
рования, резистентность или ингибирование им-
мунной системы организма. В последнее время
воспалительный процесс в тканях, создающих
микроокружение опухоли, стали рассматривать
как еще один ключевой элемент прогрессии опу-
холи и метастазирования [20]. В основе этих из-
менений, кроме генетических мутаций, могут ле-
жать регрессия – утрата клетками специализиро-
ванной функции, эпигенетические изменения,
влияющие на экспрессию генов, участие микро-
биоты и нейрональной сигнализации [21, 22].

Мутации, возникающие в результате опреде-
ленных процессов повреждения и восстановле-
ния ДНК, длительное время считались одной из
основных причин рака, так как они могут запус-
кать активацию клеточных онкогенов, приводя, в
конце концов, к злокачественной трансформации
клетки. Однако в настоящий момент эта концеп-
ция существенно видоизменяется. Основная идея
нового взгляда заключается в том, что рак – это не
только генетическое, но и метаболическое заболе-
вание. В активно обсуждаемых работах Seyfried и
соавт. [23, 24] показано, что в начале клеточной
трансформации происходит радикальное измене-
ние метаболизма, благоприятствующее повышен-
ному энергетическому снабжению и изменению
способа генерации энергии, а также переключе-
нию метаболизма на биосинтез макромолекул,
необходимых для роста и деления клеток. Оtto
Warburg в 20-х годах прошлого столетия выдвинул
гипотезу, согласно которой причиной большин-
ства видов рака является митохондриальная дис-
функция, и в ходе злокачественной трансформа-
ции клетки переключаются с окислительного
фосфорилирования на аэробный гликолиз. В на-
стоящее время эта концепция развивается [25–
27]. Показано, что ЦМВ перепрограммирует ин-
фицированные клетки в направлении Варбург-
подобного метаболизма [28–30]. Однако стоит
отметить, что эффект Варбурга в настоящее вре-
мя рассматривается не как нарушение дыхатель-

ной активности митохондрий, а как разобщение
этой активности и гликолиза [31].

В большинстве опухолей наблюдается массив-
ное мутирование многих генов, а не активация
отдельных критичных онкогенов. Случайные му-
тации, вызванные активными формами кислоро-
да (АФК) и азотными радикалами, должны акти-
вировать не только гены, благоприятствующие,
но и препятствующие росту опухоли. Конверсия
предраковой клетки в раковую должна вовлекать
целую серию точно направленных этапов [32],
чтобы включить механизмы выживания и пода-
вить механизмы клеточной гибели. Вероятность
того, что это может быть достигнуто случайными
мутациями, представляется нелогичной. В то же
время вирусы запрограммированы на проведение
подобных процессов в инфицированных клетках,
чтобы обеспечить не только репликацию, но и
продолжительное выживание вируса в латентном
состоянии [10]. Латентный вирус неактивен толь-
ко в отношении воспроизведения вирусных ча-
стиц, но не продукции онкомодулирующих бел-
ков. Кроме того, в опухолях обнаруживаются пре-
имущественно мутантные штаммы ЦМВ, которые
не могут эффективно реплицироваться в транс-
формированных клетках. Это может объяснить,
почему вирусная ДНК не всегда выявляется с по-
мощью ПЦР. Однако вирусные белки могут
участвовать в онкомодулирующих и онкогенных
процессах.

В настоящее время признается, что поведение
опухоли во многом зависит от стволовых опухо-
левых клеток и микроокружения опухоли [33, 34].
Показано, что стволовые клетки особенно чув-
ствительны к ЦМВ, они служат резервуаром для
персистенции и реактивации вируса. Экспрессия
вирусных генов в стволовых клетках увеличивает
вероятность возникновения мутаций [35], акти-
вирует фактически все существенные для онкоге-
неза сигнальные пути и вызывает критические
метаболические изменения [36, 37], превращая
стволовые клетки в опухоль-инициирующие [38].
Несмотря на то, что только небольшое число кле-
ток в опухоли действительно инфицированы ви-
русом, освобождение вирусных белков в стволо-
вых и стромальных клетках микроокружения из-
меняет поведение и агрессивность опухоли,
объясняет, почему инфицирование всех клеток
опухоли не является необходимым для онкомоду-
ляции. В настоящее время считается, что важную
роль в межклеточной коммуникации играют эк-
зосомы. Одним из механизмов системного воз-
действия ЦМВ на неинфицированные клетки
может быть секреция вирусных белков и генети-
ческого материала инфицированными клетками
в составе экзосом [39].

Таким образом, онкомодуляция клеток выте-
кает из способности ЦМВ нарушать разнообраз-
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ные пути трансдукции сигнала, что ведет к уско-
рению клеточной пролиферации, блокированию
гибели клеток, ангиогенезу, повышению клеточ-
ной подвижности и адгезивности, а также к со-
зданию провоспалительного микроокружения.
Сочетание этих свойств приводит к увеличению
злокачественности опухоли. Связывание ЦМВ с
клеточными рецепторами инициирует первую
волну модуляции сигнальной трансдукции, за-
тем следуют эффекты, вызываемые компонента-
ми вириона, и, наконец, эффекты продуктов ви-
русных генов [14].

Выживание инфицированных клеток и преодо-
ление программ гибели зараженных клеток под
действием противоопухолевых средств – одна из
важнейших проблем, не решенных в настоящее
время. Эти проблемы будут рассмотрены нами на
примере наиболее изученной программы гибели
клеток – апоптоза. Ингибирующее воздействие
ЦМВ на апоптоз опухолевых клеток не только
способствует дальнейшей прогрессии опухоли, но
и снижает чувствительность к противоопухолевой
терапии. Устойчивость к апоптотическим стиму-
лам способствует неконтролируемому выжива-
нию и экспансии опухолевых клеток, накопле-
нию мутаций и дальнейшему озлокачествлению.
Потеря чувствительности к противоопухолевой
терапии и иммуноопосредованной деструкции
опухолевых клеток считается основной причиной
неблагоприятного исхода у онкобольных.

ЦИТОМЕГАЛОВИРУС ПОДАВЛЯЕТ 
АПОПТОЗ В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ

Выделяют внешний и внутренний пути актива-
ции апоптоза. Внешний путь осуществляется через
взаимодействие внешних сигнальных молекул с
клеточными рецепторами, которое либо запускает,
либо блокирует апоптоз. Внутренний апоптотиче-
ский путь опосредуется внутриклеточными сигна-
лами стресса, в том числе обусловленными проти-
воопухолевой терапией. Конечным этапом обоих
путей является активация специфических эффек-
торных протеаз – каспаз 3, 6 и 7. Именно они
узнают критические клеточные субстраты, разру-
шение которых приводит к морфологическим и
функциональным изменениям, ассоциирован-
ным с апоптозом. Фактически каждый из этих
механизмов ЦМВ может использовать не только
для супрессии апоптоза, но и для ингибирования
других механизмов гибели клеток. ЦМВ приме-
няет стратегию мимикрии – кодирует “фальш-
лиганды” и “фальш-рецепторы” для препятствия
иммунным механизмам [40], способен активиро-
вать ингибиторы каспаз, разнонаправленно вли-
ять на активность клеточных белков семейства
BCL-2, синтезировать собственные гомологи
этих белков, влиять на репертуар клеточных мик-
роРНК и синтезировать собственные микроРНК,

которые контролируют защитный механизм клетки
[17, 41, 42].

Вирусный белок vICA (viral inhibitor of caspase
activation), кодируемый геном UL36 ЦМВ, защи-
щает клетки от апоптоза, запускаемого рядом ре-
цепторов смерти, включая TNFR1, FAS/CD95
или рецептор Trail. vICA прямо взаимодействует с
каспазным продоменом, ингибируя активацию
каспазы 8, промежуточной в каскаде активации
эффекторных протеаз 3, 6 и 7 [43]. Таким обра-
зом, vICA функционально сходен с клеточными
ингибиторами протеаз, несмотря на отсутствие
гомологичных последовательностей и структур-
ного сходства между ними. При этом в инфици-
рованных клетках также происходит активация
клеточного ингибитора каспазы 8 (FLIP), в кото-
рой участвует сверхранний белок IE2 ЦМВ [44].

Для предотвращения ответа клетки на проапо-
птотические сигналы ЦМВ использует разнооб-
разные стратегии, меняющиеся по ходу инфекции.
Кроме прямого воздействия на каспазу, связыва-
ние лигандов с соответствующими рецепторами
может опосредованно влиять на апоптоз. Так, вза-
имодействие TNFα c TNFRI активирует пути сиг-
нальной трансдукции, которые, в конце концов,
приводят к индукции двух основных регуляторов
клеточной пролиферации, апоптоза и дифферен-
цировки – ядерного фактора каппа-В (NF-κB) и
киназы c-JUN. Показано, что ЦМВ индуцирует
экспрессию TNFα, одновременно вызывая изме-
нение локализации его рецепторов (TNFRI), что
позволяет дифференцированно влиять на неин-
фицированные окружающие клетки и при этом
защищать инфицированную клетку от апоптоза
[45]. Регуляцию лигандов, направленную на повы-
шение активности, можно рассматривать как так-
тику, которая позволяет вирусу избегать апоптоза,
индуцированного инфильтрирующими иммунны-
ми клетками с соответствующими поверхностными
рецепторами. При этом нарушение экспонирова-
ния рецепторов на клеточной мембране инфициро-
ванных клеток ведет к исключению индуцирован-
ной TNFα активности Jun-киназы.

Другой механизм влияния ЦМВ на сигнально-
рецепторный путь активации апоптоза может
быть связан с вирусным белком, кодируемым ге-
ном UL-144. Продукт этого гена является ортоло-
гом и конкурентом клеточного рецептора TNFR.
В отличие от TNFR, который связывается с раз-
нообразными лигандами (LIGHT, LTα, BTLA,
CD160 и gD ЦМВ) и может как активировать, так
и ингибировать иммунный ответ, рUL144 связы-
вает только BTLA, ингибируя активацию B- и T-
клеток [46]. Показано также, что рUL144 дей-
ствует как потенциальный активатор индуциро-
ванной NF-kB транскрипции хемокина CCL22,
который соединяется с рецептором супрессор-
ных Т-клеток и блокирует иммунный ответ [47].
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ЦМВ отличается длительным периодом ре-
продукции и широким клеточным тропизмом,
поэтому он обладает множественными механиз-
мами регуляции противовирусного ответа, инги-
бирующими апоптоз инфицированных клеток
разного типа [48] и помогающими им избегать
воздействия со стороны иммунной системы [49].
Продукты ряда вирусных генов ингибируют путь
представления антигенов, блокируя апоптоз, за-
пускаемый цитотоксическими Т-лимфоцитами
(СТL) и естественными киллерными клетками
(NK-клетками). Так, ген US3, локализованный в
уникальном коротком районе вирусного генома,
кодирует белок, который связывает и задержива-
ет в эндоплазматическом ретикулуме молекулы
главного комплекса гистосовместимости (МНС)
I класса. Продукты генов US2 и US11 ЦМВ вызы-
вают транслокацию этих молекул в цитозоль, где
происходит их деградация. Вирусный белок US6
блокирует транспорт антигенных пептидов в эн-
доплазматический ретикулум [50]. ЦМВ может
быть задействован также и в нарушении пред-
ставления антигенов, осуществляемого с помо-
щью молекул МНС II класса [51, 50]. Гликопроте-
ины, кодируемые генами UL16, UL18 и UL40 из
уникального длинного района вирусного генома,
помогают инфицированным клеткам избегать
узнавания NK-клетками, осуществляющими не-
специфические защитные функции на начальных
этапах инфекции [52–54]. В инфицированных
клетках опухоли ЦМВ стимулирует цитокины IL-10
и TGF-β [55] и даже создает свой собственный
функциональный аналог IL-10. Ген UL111A ЦМВ
кодирует ортолог IL-10 человека – cmvIL-10, ко-
торый связывается с клеточным рецептором IL-10,
активирует фактор транскрипции STAT3 и обла-
дает высоким иммуносупрессирующим действи-
ем, в частности, путем подавления экспрессии
белков MHC I и II. Латентно-ассоциированная
изоформа LAcmvIL-10 ингибирует клеточную
микроРНК miR-92a, что ведет к активации хе-
мокина CCL8 и, в конечном счете, к ингибиро-
ванию CD4+ T-клеток [56].

Таким образом, антиапоптотические механиз-
мы ЦМВ, в которых участвует лиганд-рецептор-
ный путь сигнальной трансдукции, могут быть
частью стратегии, позволяющей вирусу уходить
от иммунной “зачистки”.

Индукция апоптоза в ответ на разнообразные
цитотоксические воздействия происходит обыч-
но через внутренний сигнальный путь, связан-
ный с нарушением проницаемости митохондри-
альной мембраны и высвобождением цитохрома
С и других проапоптотических факторов из ме-
жмембранного пространства митохондрий в ци-
топлазму. В цитоплазме цитохром С совместно с
APAF1 и прокаспазой 9 образует апоптосому. В
результате этого каскада реакций происходит ак-
тивация каспазы 3 [57]. Другой выделяемый ми-

тохондриями проапоптотический фактор, белок
AIF (apoptosis inducing factor), является основ-
ным эффектором собственного пути апоптоза,
он индуцирует апоптотические реакции незави-
симо от каспаз, из-за чего этот путь апоптоза на-
зывают также каспазанезависимым [58].

Центральную роль в контроле митохондриаль-
ного пути апоптоза играют белки семейства BCL-2.
Показано, что антиапоптотические члены этого
семейства (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 и A1)
стабилизируют митохондриальную мембрану и,
следовательно, препятствуют высвобождению
цитохрома С, тогда как проапоптотические (BAX,
BAD, BAK, BIK, PUMA, NOXA и BID) дестаби-
лизируют мембрану и способствуют освобожде-
нию цитохрома С. Опухолевый супрессор, белок
р53, в свою очередь, участвует в регуляции актив-
ности BAX и других ключевых белков, вовлечен-
ных в апоптоз, на уровне транскрипции и прямо-
го взаимодействия в цитоплазме [59, 60]). Точный
механизм участия белков семейства BCL-2 в этом
процессе до конца не определен, хотя ряд экспе-
риментальных фактов указывает на прямое влия-
ние некоторых белков на изменение проницае-
мости митохондриальной мембраны через обра-
зование мегапор и их ингибирования другими
белками семейства [61]. Показано также, что
BCL-XL может прямо связывать APAF1 и блокиро-
вать его способность активировать прокаспазу 9
[57]. С другой стороны, с BCL-XL может взаимодей-
ствовать и цитозольный цитохром С, нарушая
функциональность апоптосомы [62]. Каким бы ни
был механизм, сдвиг баланса в сторону антиапопто-
тических белков ведет к повышенной устойчивости
клеток к апоптозу, индуцируемому цитотоксиче-
скими агентами или различными физиологически-
ми стимулами, такими как стресс эндоплазматиче-
ского ретикулума, нарушение гомеостаза ионов
кальция в клетке, повреждение ДНК, лизосом-
ный или окислительный стрессы [63]. Следует от-
метить, что хотя в большинстве типов клеток
внешний сигнальный путь апоптоза не опосреду-
ется непосредственно митохондриями, он может
также регулироваться с участием митохондрий
через петлю обратной связи, в частности, посред-
ством активации проапоптотического белка Bid
инициаторной каспазой 8 [64].

Митохондриальный путь апоптоза, иницииру-
емый разнообразными стимулами, не только
опосредуется про- и антиапоптотическими бел-
ками семейства BCL-2, но и модулируется сиг-
нальным путем PI3K/AKT/mTOR. Сверхэкспрес-
сия или активация протеинкиназы B (она же
AKT) наблюдается во многих злокачественных
опухолях, где она служит основным медиатором
клеточного выживания [65]. ЦМВ может влиять
на внутренний путь активации апоптоза, воздей-
ствуя на эту киназу. Показано, что белки IE1 и
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IE2 ЦМВ прямо активируют фосфатидилинозит-
3-киназу (PI-3K) – первый компонент в цепи ак-
тивации AKT [66, 67]. Активация АКТ приводит к
фосфорилированию и последующей репрессии
таких белков, как BAD, каспаза 9 и факторы тран-
скрипции, мишенями которых служат проапо-
птотические белки [68, 69]. В то же время AKT
может контролировать выживание клеток через
фосфорилирование IκB (ингибитор NF-κB), что
приводит к транслокации NF-κB в ядро и актива-
ции промоторов антиапоптотических генов [70].
Так, отмечено увеличение экспрессии BCL-XL в
инфицированных ЦМВ эндотелиальных клетках, а
также экспрессии BCL-2 в инфицированных клет-
ках рака прямой кишки [68]. В клетках нейробла-
стомы, персистентно инфицированных ЦМВ, ак-
тивность BCL-2 выше, а чувствительность к цито-
токсическим препаратам этопозиду и цисплатину
ниже, чем в неинфицированных клетках [71].
Конститутивно активная киназа AKT спасает
клетку от PTEN-опосредованного апоптоза [72].
Сверхранний белок IE1 ЦМВ, активируя NF-kB
и AKT, усиливает экспрессию еще одного регу-
ляторного гена, А20, продукт которого защищает
клетки от апоптоза, индуцированного разнооб-
разными стимулами в клеточно-специфической
манере [73].

Проникновение вируса в клетку происходит
путем связывания вирусных гликопротеинов с ин-
тегринами и рецепторами эпидермального (EGFR)
и тромбоцитарного (PDGFR) факторов роста
[74, 75]. Повышенную экспрессию EGFR наблю-
дали в целом ряде злокачественных новообразова-
ний [76]. Показано, что белки ЦМВ pUL135 и
pUL138 участвуют в тонкой настройке уровней
этого рецептора на поверхности инфицирован-
ной клетки [77]. UL138-опосредованная стимуля-
ция экспрессии EGFR в латентно инфицирован-
ных клетках предполагает, что вирусная регуляция
этого рецептора вносит вклад в онкомодулирую-
щие свойства ЦМВ [78]. PDGFR слабо экспресси-
руется в нормальных тканях, но сверхэкспрессиру-
ется во многих опухолях. Связывание вируса с ре-
цепторами приводит к их фосфорилированию, что
активирует путь PI-3K и индуцирует активируе-
мую митогеном протеинкиназу (MAPK). Показа-
но также, что вирусный гликопротеин B (gB),
действуя в тандеме с gH, вызывает атипичную ак-
тивацию AKT, а, в итоге, подавляет апоптоз. В
частности, активация AKT, индуцированная гли-
копротеином gB ЦМВ, способствует выживанию
моноцитов [79, 80]. Таким образом, ингибирова-
ние апоптоза начинается с момента самого пер-
вого взаимодействия вируса с клеткой.

ЦМВ может противодействовать апоптозу, ак-
тивируя сигнальный путь RAS/RAF/MEK/ERK –
наиболее хорошо изученный каскад митоген-ак-
тивируемой протеинкиназы (MAPK), имеющий
решающее значение для пролиферации, диффе-

ренцировки и выживания клеток [81, 82]. ЦМВ
может влиять на этот путь, кодируя микроРНК
miR-US5-2, которая подавляет EGF-опосредо-
ванные пути, включающие MEK/ERK и PI-3K.
Оба эти пути (PI-3K и MEK/ERK) важны для вы-
живания клеток и пролиферации. Показано, что
miR-US5-2 способна регулировать экспрессию
UL138 во время инфекции, ослабляя передачу
сигналов EGFR [83]. miR-US5-2 блокирует про-
лиферацию различных типов клеток с использова-
нием множества механизмов. Согласно [83], мик-
роРНК, кодируемые ЦМВ, играют важную роль, в
модуляции клеточных сигнальных путей не только
с целью изменения клеточной среды, но и для кон-
троля экспрессии вирусных белков.

ЦМВ может влиять на внутренний сигналь-
ный путь индукции апоптоза через белок vMIA
(viral mitochondrial inhibitor of apoptosis), кодируе-
мый геном UL37x1. Этот трансмембранный белок
локализуется в митохондриях и ингибирует акти-
вацию митохондриальных мегапор, как и антиа-
поптотические члены семейства BCL-2. Клетки
HeLa, экспрессирующие vMIA, устойчивы к
апоптозу, индуцируемому доксорубицином. Бе-
лок vMIA, вопреки его структурному сходству с
BCL-XL, а также сходному влиянию на апоптоз,
не гомологичен BCL-XL. Однако подобно BCL-XL
vMIA связывается и секвестрирует проапоптоти-
ческий белок BAX на внешней митохондриаль-
ной мембране [84], он является ингибитором апо-
птоза широкого спектра действия и супрессирует
не только внутренний путь активации апоптоза,
но и путь, индуцируемый доменами смерти. Кро-
ме того, продукт вирусной открытой рамки счи-
тывания m41.1 представляет собой ингибитор
BAK-олигомеризации (vIBO), который совмест-
но с vMIA полностью подавляет митохондриаль-
ный апоптоз [85] как зависимый, так и независи-
мый от активации каспаз.

Уникален механизм, связанный с нетрансли-
руемой РНК β2.7 ЦМВ, которая взаимодействует
с внутренней митохондриальной мембраной и за-
щищает клетку от апоптоза [86]. Интересно, что
ЦМВ также индуцирует повышение уровня РНК
HSATII, которая экспрессируется на высоком
уровне в некоторых видах рака и опухолевых кле-
точных линиях. Показано, что в этой индукции
участвуют одновременно два сверхранних вирус-
ных белка, IE1 и IE2 [87]. Индукция HSATII, на-
блюдаемая как в инфицированных, так и в рако-
вых клетках, предполагает зависимость обоих
процессов от активируемых HSATII регулятор-
ных механизмов. Это, в свою очередь, позволяет
рассматривать высокий уровень транскрипции
этого сателлита в качестве онкомодулирующего
вирусного фактора. Показано также, что РНК
HSATII может влиять на врожденный иммунитет,
индуцируя IL-6 и TNFα [88].
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Регуляция клеточных процессов с помощью
микроРНК, имеет некоторые преимущества перед
регуляцией с участием вирусных белков. В отличие
от вирусных белков, микроРНК не иммуногенны,
занимают меньше места в геноме и могут начать
быстро действовать в клетках различного типа.
Эти РНК помогают вирусу выживать, регулируя
клеточные гены иммунной защиты, блокируя апо-
птоз и даже вступая в кооперацию с вирусными и
клеточными белками, участвующими в тех же са-
мых процессах [89]. МикроРНК ЦМВ обнаруже-
на в астроцитарных опухолях [90] и глиобласто-
мах [91], а также во внеклеточных везикулах сы-
воротки крови инфицированных детей [92].
Показано, что цитомегаловирусная miR UL-112
снижает экспрессию белка MICB, лиганда ре-
цепторов NK-клеток, что позволяет инфициро-
ванной клетке избежать апоптоза, индуцирован-
ного NK-клетками [93]. Функция этой микроРНК
оценена экспериментально. Функции других мик-
роРНК ЦМВ, способствующих выживанию инфи-
цированных клеток, изучены с помощью биоин-
форматического поиска микроРНК генов, вовле-
ченных в апоптоз, и сравнения с гомологичными
клеточными микроРНК, функции которых извест-
ны [94]. Поскольку для проявления онкогенных и
онкомодулирующих свойств важна латентная или
низкоуровневая инфекция, из всего репертуара
вирусных микроРНК наибольший интерес пред-
ставляют те, которые участвуют в установлении и
поддержании генома ЦМВ в латентном состоя-
нии. Впрочем, транскрипционное профилирова-
ние показало широкую, хотя и очень слабую экс-
прессию латентного генома [95]. Предполагается,
что ключевыми регуляторами экспрессии белка
во время латентного периода могут быть мик-
роРНК ЦМВ [95].

Из 26 известных микроРНК ЦМВ только miR-
UL70-3p и miR-UL148D эффективно связывают-
ся с 3′-UTR мРНК таких генов, как MOAP1, PHAP
и ERN1. Все эти три гена играют роль в апоптозе.
MOAP1 (modulator of apoptosis1) участвует в ми-
тохондриальном и рецепторном апоптозе, под-
держивая активацию BAX [96, 97] и передачу апо-
птотических сигналов, индуцируемых TNFα и
TRAIL [98]. PHAP1 контролирует формирование
апоптосомы CytC + Casp9 + Apaf-1 [99]. ERN1
(endoplasmic reticulum-to-nucleus signaling 1) по-
могает индукции апоптоза через стресс эндоплаз-
матического ретикулума [100]. Таким образом,
вирусные микроРНК участвуют в основном в ре-
гуляции внутреннего пути активации апоптоза.

Многие проапоптотические белки семейства
BCL-2 контролируются транскрипционными фак-
торами семейства р53, активация которых происхо-
дит под воздействием традиционных противоопу-
холевых препаратов. Белок р53 вызывает задержку
клеточного цикла, он может вызывать апоптоз при
накоплении повреждений ДНК. Ответ зависит от

типа клеток. Продукт гена ATM (ataxia telangiecta-
sia) принимает участие в процессе, который свя-
зывает обнаружение повреждений ДНК с повы-
шенной регуляцией р53. Тетрамер р53 функцио-
нирует как транскрипционный фактор, который
связывается с консенсусными последовательно-
стями в 5′-UTR генов-мишеней, к которым отно-
сятся уже упомянутые гены ВAX, PUMA, NOXA.
Повышение уровня р53 ведет к увеличению экс-
прессии этих генов и, следовательно, к апоптозу.
Однако эти белки не единственные эффекторы
р53-опосредованного апоптоза.

Активация р53 в клетках немелкоклеточного ра-
ка легких противоопухолевыми препаратами инги-
бирует передачу сигналов через рецептор эпидер-
мального фактора роста (EGFR) и стимулирует об-
разование АФК. АФК вызывают высвобождение
цитохрома С из митохондрий, возможно, нару-
шая ионный транспорт в эти органеллы, что
предполагает существование добавочного меха-
низма р53-зависимой индукции апоптоза [101].

Показано, что белок IE2 ЦМВ связывается с
р53 и подавляет его трансактиваторную функ-
цию, важную для индукции апоптоза [70]. Экс-
прессия только одного сверхраннего гена ЦМВ
IE1 в культурах клеток глиобластомы активиро-
вала сигнальный путь PI-3K/AKT и одновремен-
но снижала уровни основных белков-супрессо-
ров, принадлежащих к семействам Rb и р53 [12,
102]. Однако есть основания считать, что для ин-
дукции апоптоза p53 нуждается в других членах
семейства, таких как p63 и p73 [103, 104].

ЦИТОМЕГАЛОВИРУС МОЖЕТ СНИЖАТЬ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К ХИМИОТЕРАПИИ, 

СДВИГАЯ БАЛАНС ИЗОФОРМ 
ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА Р73

Ген p73 кодирует родственный р53 белок. За
последние годы показано, что именно р73 являет-
ся основной детерминантой чувствительности к
химиотерапии, а мутантный белок р53 делает
клетки устойчивыми к противоопухолевым пре-
паратам, образуя ингибиторные комплексы с р73
[105, 106].

Белки семейства р53 имеют общую структур-
ную организацию, что позволяет им активиро-
вать одни и те же гены-мишени в опытах in vitro,
такие как BAX, PUMA, NOXA, BAD, BIK и ген мем-
бранного белка митохондрий p53AIP1 [107]. В
клетке каждый из этих белков выполняет, без-
условно, свою специфическую функцию. Не-
смотря на структурное сходство белков этого се-
мейства и их генов, функционально эти белки су-
щественно различаются. Так, мутации в гене р73
чрезвычайно редко встречаются в опухолях чело-
века (0.5%), тогда как ген р53 мутирован более
чем в 50% опухолей. Более того, сверхэкспрессия
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белка р73, наблюдаемая во многих опухолях, пло-
хо согласуется с его ролью в качестве опухолевого
супрессора.

Объяснение этого феномена лежит в структур-
ной организации гена р73, обеспечивающей экс-
прессию как опухолесупрессорных, так и онкоген-
ных изоформ его белка-продукта. В результате
альтернативного сплайсинга 5′- и 3′-концов мРНК
и использования альтернативных промоторов об-
разуется несколько различных белковых продук-
тов. Укороченные с N-конца изоформы (DNp73)
не имеют функционального трансактивирующе-
го (ТА) домена и подавляют транскрипционную
активность как белка p73 с полным трансактиви-
рующим доменом, так и его гомолога p53, образуя
с ними гетеротетрамеры. Кроме того, изоформа,
транскрибируемая со второго (внутреннего) про-
мотора, имеет собственную, хотя и слабую, тран-
скрипционную активность в отношении генов,
продукты которых обладают антиапоптотическим
потенциалом – каспаза 2S, белок теплового шока
HSP70 и др. [108, 109]. Показано также, что DNp73
локализуется непосредственно на сайте повре-
ждения ДНК, взаимодействует с сенсорным бел-
ком 53BP1 и ингибирует активацию ATM и по-
следующее фосфорилирование p53, влияя на p53-
зависимый апоптоз [110]. Таким образом, одни
изоформы белка р73 обладают свойствами опухо-
левого супрессора, другие – свойствами онкоген-
ного белка, и судьба клетки зависит от баланса
этих изоформ [111–113].

В некоторых случаях ЦМВИ может изменять
равновесие между супрессорными и онкогенны-
ми изоформами р73 – преобладание укорочен-
ных изоформ способствует устойчивости к про-
тивоопухолевым препаратам [113–115]. Показано
также, что при ЦМВИ активируются молекуляр-
ные пути, включающие экспрессию транскрип-
ционного фактора E2F1 [115], который может как
активировать, так и ингибировать р73 [116]. Укоро-
ченные изоформы р73 противодействуют ТАр73-
зависимой транскрипции miR-205, контролиру-
ющей накопление E2F1 и действующей как нега-
тивный регулятор антиапоптотического белка
BCL2 и ATP-связывающих кассетных транспор-
теров АВСА-2 и -5, ответственных за выведение
из клетки цитотоксических противоопухолевых
препаратов [117, 118]. Таким образом, резистент-
ность инфицированных ЦМВ клеток, ассоции-
рованная с высокими уровнями DNp73 и E2F1,
может опосредоваться удалением ингибирующе-
го воздействия miR205.

Белок DNp73, снижая экспрессию miR205,
приводит к накоплению E2F1, который добавляет
устойчивости к индуцированному апоптозу пу-
тем прямого взаимодействия с ТАр73 и ингиби-
рования его транскрипционной активности в от-
ношении промоторов MDM2 и BAX. Показано,

что большие количества E2F1 индуцируют даже
деградацию ТАр73 [116]. Другой механизм, опре-
деляющий устойчивость инфицированных ЦМВ
клеток к цитотоксическим препаратам, связан со
способностью укороченных с N-конца вариантов
р73 усиливать экспрессию еще одного трансмем-
бранного белка – ABCB1/MDR1 (multidrug resis-
tance), что достигается блокированием ингиби-
рующего действия белка p53 на промотор гена
MDR1 [119].

Показано, что транскрипционная активность
р73 сенсибилизирует клетки к апоптозу через ре-
цепторы смерти в каспазозависимой манере. Ак-
тивация р73 в результате либо обработки циспла-
тином, либо эктопической сверхэкспрессии ин-
дуцировала как транскрипцию, так и экспрессию
FAS на клеточной мембране. Инфицирование
ЦМВ ингибировало р73-зависимую сенсибили-
зацию к апоптозу. Механизм этого ингибирова-
ния связан с повышением экспрессии изоформы
белка DNр73, укороченной с N-конца [120]. По-
скольку FAS-зависимый апоптоз может участво-
вать в механизме удаления опухолевых клеток ци-
тотоксическими лимфоцитами in vivo, вклад ЦМВИ
в прогрессирование опухоли может быть суще-
ственным.

В норме при клеточном стрессе увеличивается
количество TAp73 и его активность, что приво-
дит, в конечном счете, к активации процессов,
подавляющих рост опухоли, например, к задерж-
ке роста, индукции апоптоза, поддержанию ге-
номной целостности и предотвращению незави-
симого от прикрепления роста клеток [111, 112,
121]. TAp73 действует не только в качестве тран-
скрипционного фактора, он, как и p53, может
влиять на апоптоз, прямо взаимодействуя с мито-
хондриями [122]. Укороченные изоформы, транс-
крибируемые со второго внутреннего промотора,
не только контролируют активность р73 и р53, но
и сами находятся под их контролем. Промотор
содержит очень эффективный элемент, связыва-
ющий р53/р73, который может усиливать тран-
скрипцию с этого промотора, при этом создается
петля обратной связи. Зависимая от р53/р73 акти-
вация внутреннего промотора противоречила бы
проапоптотической роли этих белков в ответе на
повреждения ДНК, если бы одновременно не ин-
дуцировалась быстрая и селективная деградация
этой укороченной изоформы [123]. В связи с этим
актуальным остается определение индуцируемых
вирусом ключевых факторов, которые влияют на
баланс супрессорных и онкогенных изоформ бел-
ка р73 и их связь с внутриклеточными молекуляр-
ными путями, участвующими в ответе опухоле-
вых клеток на терапию.

Интересно, что наблюдаемый сдвиг баланса
изоформ ТА/DN в инфицированных ЦМВ опу-
холевых культурах не связан с изменением уров-
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ней мРНК этих изоформ. Вероятно, это обуслов-
лено с тем, что транскрипция обеих изоформ в
опухолевых клетках значительно выше, чем в
нормальных тканях [113]. Возможно, транскрип-
ция DN-изоформы максимальна, что согласуется
с гипометилированием внутреннего промотора в
клетках рака легкого [124] и нейробластомы [125].
На клетках рака молочной железы показано, что
состояние метилирования промоторов перена-
правляет транскрипционный фактор NRF2, ко-
торый регулирует экспрессию гена, с первого
промотора на второй [126]. Поэтому влияние ви-
руса на преобладание DN-изоформы в опухоле-
вых клетках осуществляется, скорее всего, на бел-
ковом уровне.

Селективная деградация укороченной изофор-
мы при генотоксическом стрессе может осуществ-
ляться через разные механизмы. Одним из ключе-
вых регуляторов этого процесса может быть домен
“безымянного пальцa” убиквитинлигазы PIR2 –
транскрипционной мишени белка TAp73 [127,
128]. Эта лигаза связывается с обеими изоформами
p73, селективно стабилизирует TAp73 и дегради-
рует DNp73, меняя соотношение этих изоформ.
На баланс изоформ р73 могут влиять две другие
убиквитинлигазы HECT-типа: WWP2 и WWP1.
WWP2 убиквитинирует TAp73-изоформу и на-
правляет ее на деградацию в протеасому. С другой
стороны, она может образовывать гетеродимер с
убиквитинлигазой WWP1, что приводит к дегра-
дации изоформы DNp73. При генотоксическом
стрессе фосфатаза PPM1G действует как молеку-
лярный переключатель, вызывая изменение ба-
ланса между мономерным и гетеродимерным со-
стоянием этих лигаз и, в конечном счете, измене-
ние баланса изоформ p73 [129]. Использует ли
ЦМВ эти пути для повышения выживаемости ин-
фицированных клеток, неизвестно.

Однако селективная деградация DNp73 может
происходить и по убиквитиннезависимому меха-
низму, который регулируется системой метабо-
лизма полиаминов. В его активации независимо
участвуют три транскрипционных фактора – c-
JUN, JUNB и FOSB из семейства активаторного
белка AP-1, функционирующие при генотоксиче-
ском стрессе. Ингибируя транскрипцию гена
ацетилполиаминоксидазы (APAO), фермента ка-
таболизма цикла полиаминов, эти факторы изме-
няют баланс индивидуальных полиаминов, что, в
конечном счете, приводит к образованию функ-
ционально активного ингибитора биосинтеза со-
единений этого класса – антизима Az1. Этот не-
большой ингибиторный белок связывается с
DNp73 и направляет его на деградацию в протеа-
сому [130]. Оказалось, что ЦМВ использует этот
путь для формирования резистентности к доксо-
рубицину, повышая транскрипцию гена еще одно-
го фермента катаболизма – спермидин/спермин-
N1-ацилтрансферазы (SSAT). Показано также, что

непосредственное ингибирование полиаминокси-
даз их специфическим ингибитором MDL725.27
усиливает чувствительность инфицированных ви-
русом клеток моноцитарного лейкоза к апоптозу,
индуцированному доксорубицином. При этом от-
ношение ТАр73/DNp73 сдвигается в сторону пол-
норазмерной изоформы, а воздействие ЦМВ на
SSAT оказывается недостаточным для защиты
укороченной изоформы от деградации [113.]

ЦИТОМЕГАЛОВИРУС УЧАСТВУЕТ
В РЕГУЛЯЦИИ АУТОФАГИИ
В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ

Вопросы о влиянии ЦМВ на аутофагию в зара-
женных клетках и о возможном участии ЦМВ в
устойчивости опухолевых клеток к гибели путем
аутофагии пока недостаточно изучены. Термин
аутофагия впервые был введен в 1963 году. За от-
крытие аутофагии и ее механизмов присуждены
две Нобелевские премии. В 1974 г. Кристиану де
Дюв (de Duve C.R.), Джорджу Паладе (Palade G.E.)
и Альберу Клод (Claude A.) и в 2016 г. – Есинори
Осуми (Ohsumi Y.). Аутофагия, направленная на
устранение или переработку органелл или внут-
риклеточных компонентов с нарушенной струк-
турой или функцией, активируется в критические
моменты жизни клеток – при неблагоприятных
изменениях внешней или внутренней среды, а
также при проникновении патогенов. Спорным
представляется мнение некоторых исследовате-
лей о том, что аутофагию следует рассматривать
только как защитную реакцию. Однако имеющи-
еся данные указывают на необходимость гибели
клеток путем аутофагии в процессе индивидуаль-
ного роста и развития [131]. Более того, аутофа-
гию рассматривают как один из механизмов за-
программированной гибели клеток наряду с апо-
птозом и другими программами гибели клеток
[132, 133]. Сигнальные пути, участвующие в регу-
ляции апоптоза и аутофагии, во многом перекры-
ваются, приводя как к их конкуренции, так и к
однонаправленному взаимодействию, хотя соот-
ношение аутофагии и апоптоза пока до конца не
изучено [134]. Сравнивая эти два явления, апоптоз
можно охарактеризовать как “самоубийство” клет-
ки, тогда как аутофагию – как “самопоедание”
[135]. Под аутофагией в дальнейшем будем подра-
зумевать макрофагию – один из типов аутофагии,
который встречается чаще других типов, характери-
зуется формированием аутофагосом, регулируется
широким спектром специальных белков (ATG) и
сигнальных путей, участвует в развитии, диффе-
ренцировке, старении и гибели клеток [136].

Процесс аутофагии включает несколько по-
следовательных этапов, в результате которых об-
разуются двухмембранные везикулы – аутофаго-
сомы, затем – после слияния с лизосомами –
аутолизосомы, в которых происходит деградация
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их содержимого. К настоящему времени иденти-
фицировано более 40 генов, связанных с аутофа-
гией (ATG), 16–18 из которых относятся к основ-
ному механизму, поскольку они высококонсер-
вативны у эукариот [137]. На начальном этапе –
индукции – требуется экспрессия киназы ULK1
(Unc-51-like kinase 1) [138] и активация AMPK
(AMP activated protein kinase) – регулирующей
энергетический баланс как на клеточном уровне,
так и на уровне всего организма, чтобы поддер-
живать энергетический гомеостаз [139]. ULK1
фосфорилирует многие мишени, которые важны
для инициации аутофагии, в том числе белок Be-
clin1, кодируемый геном BECN1. Beclin1 играет
важную роль в регуляции образования мембраны
аутофагосом, в созревании аутофагосом и в
транспорте материала [140]. Несколько позже ак-
тивируется цикл LC3 (microtubule-associated protein
light chain 3) с образованием двух форм: LC3-I (ци-
тозольной) и LC3-II (связанной с мембраной).
Выявление и анализ LC3-II широко применяют
для тестирования активности аутофагии, так как
количество LC3-II прямо коррелирует с числом
аутофагосом и служит индикатором степени об-
разования зрелых аутофагосом [141].

В ходе эволюции вирусы, использующие ауто-
фагию в своих интересах, нашли способы как ее
активации, так и ингибирования [142, 143]. Опи-
сывая способность аутофагии воздействовать на
вирусные компоненты и вызывать избиратель-
ную деградацию вирусных частиц, ввели термин
вирофагия и заметили, что вирофагия может иг-
рать важную роль в репликации вирусов (корона-
вирусов, полиовируса, вируса гепатита С, вируса
денге и ряда других вирусов) [144]. С другой сто-
роны, предполагается, что индукция вирофагии
может противодействовать инфекции на разных
уровнях и может быть одним из полезных подхо-
дов в борьбе с вирусами, в том числе с новым ко-
ронавирусом SARS-CoV-2 [145]. Пока еще не
сформировано единое мнение о про- и противо-
вирусной роли аутофагии, что можно объяснить
недостаточно полным пониманием взаимодей-
ствия вирусов и клеток-мишеней в ходе инфек-
ционного процесса. (Информацию об ассоциа-
ции аутофагии с вирусами разных таксономиче-
ских групп, можно найти в обзорах Leonardi L. и
соавт. [146] и Liang W. и соавт. [147].)

Противоречивые результаты получены при
оценке влияния ЦМВ на аутофагию. Неодно-
значные результаты получены также при попыт-
ках ответить на вопрос, является ли аутофагия
про- или противовирусным процессом [148–150].
Изучая влияние ЦМВ на фибробласты человека,
Zimmermann C. и соавт. [151] показали, что ре-
цептор аутофагии SQSTM1/p62 колокализуется с
капсидами ЦМВ в ядре инфицированных клеток.
Это наблюдение указывает на то, что аутофагия
имеет место уже на ранних (ядерных) стадиях обра-

зования вирионов ЦМВ. Кроме того, связанная с
мембраной форма LC3-II и несколько рецепторов
аутофагии обнаружены в составе внеклеточных ви-
рионов ЦМВ, что означает включение мембран
аутофагосом в формирование вторичной обо-
лочки вирионов вируса. Влияние аутофагии на
репликацию ЦМВ анализировали [151], исполь-
зуя мутантный вирус, экспрессирующий доми-
нантно-негативную версию клеточной протеазы
ATG4B, которая необходима для расщепления
LC3 и последующей конъюгации с мембраной. Ре-
пликация вирусного генома и высвобождение ви-
руса в клетках, инфицированных мутантным виру-
сом, протекают более активно, чем в контрольных
штаммах ЦМВ. Сделан вывод, что в ходе ЦМВИ
аутофагия действует как противовирусный про-
цесс. С другой стороны, блокирование аутофагии
ингибирует экспрессию IE2 и репликацию вируса
[152]. Это соответствует стратегии ЦМВ, направ-
ленной на поддержание выживания клетки-хозяи-
на, которая гарантирует успешную репликацию
вируса. Таким образом, в литически инфициро-
ванных ЦМВ клетках могут быть активны конку-
рентные процессы аутофагии. Вызванная виру-
сом аутофагия может препятствовать репликации
ДНК ЦМВ и высвобождению вирусного потом-
ства на ранних стадиях инфекции. На более позд-
них стадиях вирус использует мембраны аутофа-
госом для образования собственных вирионов,
вследствие чего аутофагия может способствовать
увеличению вирусного потомства и распростра-
нению инфекции.

Необходимо отметить, что существуют и дан-
ные, указывающие на подавление аутофагии бел-
ками вируса. Так, белки TRS1 и IRS1 ЦМВ взаимо-
действуют с клеточным белком Beclin1 и подавля-
ют аутофагию, причем для полного ингибирования
аутофагии необходимо участие обоих вирусных
белков [148]. Имеются также данные об участии в
регуляции аутофагии сверхраннего белка IE2
ЦМВ, так как усиление экспрессии этого белка
после заражения ассоциировано с повышением
таких показателей аутофагии, как LC3II и ATG3,
тогда как снижение экспрессии этого белка со-
провождается подавлением аутофагии [152].

Приведенные выше результаты получены при
изучении клеток, чувствительных к ЦМВ и спо-
собных поддерживать литическую инфекцию.
Интерес представляет роль аутофагии в латентно
инфицированных ЦМВ клетках, которые состав-
ляют большинство в организме после первич-
ной/острой инфекции, а также в опухолевых
клетках. Этот вопрос изучали на модели клеток
лейкоза человека THP-1, инфицированных ЦМВ
[153]. Оказалось, что через 5 сут после заражения
клеток ТНР-1 инфекция переходит в латентное
состояние. Подсчет аутофагосом методом элек-
тронной микроскопии показал, что неинфициро-
ванные клетки (в контроле) содержали по две–
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три везикулы, через 1 сут после заражения число
везикул повышалось до 10–13, а через 5 и 9 сут со-
ставляло уже 80 и 30 везикул соответственно.
Уровни экспрессии мРНК генов, связанных с
аутофагией (LC3, Beclin1, Atg5), несколько отли-
чались в процессе инфекции, но также увеличи-
вались через 1 сут, достигали пика к 5 сут, затем
снижались к 7–9 сут, оставаясь при этом повы-
шенными. Полученные результаты показали, что
после заражения клеток лейкоза ТНР-1 ЦМВ мо-
жет индуцировать аутофагию, но после установле-
ния латентного состояния способность стимулиро-
вать аутофагию снижается. Сравнивая данные о
подавлении аутофагии в литически инфицирован-
ных клетках [154] и об индукции аутофагии в клет-
ках ТНР-1, предположили, что аутофагия участ-
вует в установлении латентности. Индукция
аутофагии в клетках глиомы U251 с использова-
нием пути AMPK/Akt/mTOR приводила к уста-
навлению латентного состояния вируса простого
герпеса (ВПГ-1) и обеспечивала их выживание
[155]. Причины противоречий в данных о влиянии
вируса на аутофагию не установлены. Возможно,
это связано с различиями в действии инфекции в
клетках разного происхождения на разных стадиях
жизненного цикла вируса: при активной инфек-
ции, переходе к латентности и при реактивации
вируса.

АУТОФАГИЯ В УСТОЙЧИВОСТИ 
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

К ХИМИОТЕРАПИИ
Аутофагия может играть двойную роль в канце-

рогенезе: защищать злокачественные клетки от по-
вреждения и таким образом способствовать про-
грессированию опухоли, либо вызывать аутофаги-
ческую гибель клеток, которая подавляет рост
опухоли [156, 157].

Оценка роли аутофагии как механизма, влия-
ющего на устойчивость к противоопухолевым
средствам, привела к заключению, что следует
различать летальную (токсическую) аутофагию,
которая вызывает повышенную гибель клеток, и
защитную аутофагию, которая считается основ-
ной причиной выживания, метастазирования и
резистентности опухолевых клеток к химиотера-
пии [158]. Летальная аутофагия показана на при-
мерах глиобластомы и гепатоцеллюлярной кар-
циномы [159, 160], защитная – при раке поджелу-
дочной железы, колоректальном раке, раке легкого
[161–163]. Установлено, что в большинстве случаев
аутофагия повышает устойчивость опухолевых кле-
ток, в том числе стволовых (опухоль-инициирую-
щих клеток), к традиционным методам химиотера-
пии [164–166].

Для восстановления чувствительности опухо-
левых клеток к химиотерапии необходимо пони-
мать механизмы регуляции аутофагии и апоптоза,

которые пока изучены недостаточно. Тем не менее
описано восстановление чувствительности клеток
гепатокарциномы посредством регуляции аутофа-
гии и апоптоза через путь PI3K/AKT/mTOR [167].
Подавление аутофагии приводило к восстановле-
нию чувствительности клеток остеосаркомы и
индукции апоптоза в результате дезактивации
сигнального пути VEGFR2/STAT3/BCL-2 [168].

УЧАСТИЕ АУТОФАГИИ И АПОПТОЗА
В РЕЗИСТЕНТНОСТИ ОПУХОЛЕВЫХ 

КЛЕТОК, ИНФИЦИРОВАННЫХ 
ЦИТОМЕГАЛОВИРУСОМ,

К ХИМИОТЕРАПИИ
Острые и латентные вирусные инфекции спо-

собны регулировать аутофагию, влияя на устой-
чивость опухолевых клеток к противоопухолевой
терапии [169]. Некоторые вирусы повышают вы-
живаемость инфицированных клеток, подавляя
апоптоз с использованием механизма, зависяще-
го от аутофагии. Вирусы используют разные пути,
такие как подавление ATG5 или Beclin1, а также
индукция фосфорилирования STAT3 – важного
транскрипционного фактора, участвующего в
выживании опухолей [146].

Клетки лейкоза ТНР-1, чувствительные к про-
тивоопухолевому агенту доксорубицину, после
заражения ЦМВ приобретают устойчивость к ан-
тибиотику. Выживание клеток коррелирует с по-
давлением путей апоптотической гибели клеток,
в том числе со снижением активности инициа-
торных и эффекторных каспаз 8, 9 и 3, а также с
предотвращением разрывов ДНК [113]. Учитывая
данные об усилении аутофагии в клетках ТНР-1,
инфицированных ЦМВ [153], можно предполо-
жить, что в установлении устойчивости клеток лей-
коза к доксорубицину участвует аутофагия, запуск
которой препятствует апоптотической гибели кле-
ток. Показано, что в формировании устойчивости
принимают участие ферменты катаболизма био-
генных полиаминов [113] и молекулярный путь
PI3K/AKT/mTOR [170]. Восстановление чувстви-
тельности к доксорубицину под действием инги-
биторов mTOR можно объяснить связыванием
этой киназы с ULK1 и подавлением взаимодей-
ствия ULK1 с AMPK, что приводит к инактивации
ULK1 и подавлению аутофагии [171].

Данные о возможности преодоления резистент-
ности опухолевых клеток привели к проведению
более 50 доклинических и клинических испытаний
препаратов, направленных на процессы аутофагии.
В обзоре Galluzzi L и соавт. [172] подробно рас-
смотрены многочисленные фармакологические
подходы, предложенные для модуляции аутофа-
гии на различных этапах процесса и при различ-
ных патологических состояниях. Однако в настоя-
щее время вмешательства, направленные на моду-
ляцию аутофагии, несмотря на их большой
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потенциал, не получили разрешения на клиниче-
ское применение. Действительно, хотя несколько
лицензированных препаратов (рапамицин, хло-
рохин, гидроксихлорохин) активируют или инги-
бируют аутофагию, они не испытаны в достаточ-
ной степени, чтобы применяться именно с этой
целью. Недавно проведен компьютерный анализ
1565 одобренных FDA лекарственных средств и
определены три препарата (Ponatinib, Simeprevir и
Nilotinib), которые потенциально могут исполь-
зоваться для ингибирования аутофагии и прояв-
ления апоптоза в микроокружении опухоли [173].
Однако эти данные получены на неинфициро-
ванных линиях клеток.

В связи с рассмотренными данными о значи-
тельном количестве опухолей, содержащих ЦМВ
в латентном состоянии, а также об обнаружении
маркеров аутофагии в латентно инфицированных
клетках (ТНР-1) и об участии вирусных белков в
регуляции аутофагии, представляют интерес даль-
нейшие исследования роли вирусных факторов в
устойчивости опухолевых клеток при латентном
состоянии ЦМВ и при его реактивации в опухоле-
вых клетках. Эти сведения необходимы для разра-
ботки средств, способных восстановить чувстви-
тельность опухолей к противоопухолевым препа-
ратам.

В дальнейших исследованиях следует учиты-
вать, что аутофагия и апоптоз могут работать си-
нергично, чтобы вызвать запрограммированную
гибель клеток, или антагонистично, чтобы обес-
печить выживание клеток [174]. Следовательно,
влияние аутофагии на чувствительность клеток
может зависеть от того, какие пути взаимодей-
ствуют друг с другом. Реализация терапевтиче-
ского потенциала модуляторов аутофагии позво-
лит создать новые противоопухолевые препараты
и повысить чувствительность опухолевых клеток
к химиотерапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приведенные в обзоре данные показывают,

что ЦМВ вмешивается в процессы регуляции
апоптоза и аутофагии, которые контролируют
выживаемость/гибель клеток. Эта инфекция да-
же в латентной стадии приводит к повышению
устойчивости опухолевых клеток к противоопу-
холевым агентам, ключевую роль в которой игра-
ют метаболические и редокс-зависимые процес-
сы. Тем не менее известно несколько примеров
преодоления вирус-ассоциированной резистент-
ности при помощи низкомолекулярных ингиби-
торов ферментов метаболических и сигнальных
путей, еще больше данных получено для неинфи-
цированных клеток. Таким образом, это направ-
ление может стать одним из наиболее динамично
развивающихся и позволит создать подходы к по-
вышению эффективности терапии опухолей.
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MECHANISMS OF SURVIVAL OF TUMOR CELLS INFECTED
BY CYTOMEGALOVIRUS

G. R. Vinogradskaya1, *, A. V. Ivanov2, and A. A. Kushch3
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Often detection of human cytomegalovirus (HCMV) DNA and proteins in malignant tumors raises a ques-
tion about an impact of the virus in carcinogenesis and tumor progression. HCMV proteins were shown to
regulate the key processes involved in tumorigenesis. Whereas assessment of a role of HCMV as an oncogenic
factor is only starting, its ability to promote tumor progression is generally accepted. In the current review we
discuss viral factors and cellular molecular pathways that affect resistance of cancer cells to therapy. CMV in-
hibits apoptosis of tumor cells, which not only promotes tumor progression, but also reduces the sensitivity
of cells to antitumor therapy. It was shown that in various types of tumors autophagy can promote either cell
survival or cell death. In leukemia cells HCMV induced a “protective” autophagy that suppresses apoptosis.
Further investigation of viral factors that mediate drug resistance is needed, as it may help to the development
of agents that can restore sensitivity of tumors to anticancer agents.

Keywords: cytomegalovirus, oncomodulation, apoptosis, autophagy, drug resistance
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В настоящее время онкологические заболевания остаются одной из основных причин смертности.
Несмотря на достижение значительных успехов в терапии лимфопролиферативных заболеваний
(ЛПЗ), проблемы рецидивов и лекарственной резистентности до сих пор актуальны. Онколитиче-
ские вирусы могут реплицироваться в опухолевых клетках и разрушать их, не воздействуя на нор-
мальные, здоровые ткани. Активируя противоопухолевый иммунитет, вирусные препараты эффек-
тивны в отношении злокачественных новообразований различной природы. Для резистентных
ЛПЗ описано много случаев ремиссии на фоне применения виротерапии. Благодаря современному
уровню развития методов молекулярной биологии и накопленным знаниям о биологии вирусов и
механизмах их взаимодействия с клеткой хозяина, удалось создать уникальные штаммы с высокой
опухолевой специфичностью, которые вошли в широкое применение в клинической практике в по-
следние годы.

Ключевые слова: лимфопролиферативные заболевания, спонтанная ремиссия, онколитические ви-
русы, клинические испытания, виротерапия
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ВВЕДЕНИЕ
Открытие Д.И. Ивановским в 1892 году “филь-

труемых агентов”, вызывающих заболевания [1],
послужило поводом для детального изучения при-
роды и свойств таких инфекционных агентов. В том
числе было выявлено, что некоторые вирусы спо-
собны эффективно размножаться в клетках злока-
чественных опухолей, приводя в дальнейшем к
гибели последних.

В начале XX века был описан ряд случаев спон-
танной ремиссии у пациентов как с гематологиче-
скими, так и c сóлидными опухолями после вакци-
нации или перенесенного вирусного заболева-
ния. Так, в 1904 году сообщали о случае ремиссии
лимфомы после перенесенного гриппа [2], а в
1912 году ‒ после экстренной вакцинации живой
антирабической вакциной ‒ наблюдали ремис-
сию рака шейки матки [3]. Описания подобных
клинических случаев послужили предпосылками
для дальнейшего изучения вирусов в качестве
противоопухолевых агентов.

Первые задокументированные описания раз-
личных вирусов в качестве онколитических аген-
тов приведены в табл. 1.

Исследования онколитических вирусов в Рос-
сии связаны с именем профессора Марины Кон-
стантиновны Ворошиловой. Под ее руковод-
ством получены первые штаммы непатогенных
энтеровирусов (живые энтеровирусные вакци-
ны) и в 1970-х годах на базе Института полиоми-
елита и вирусных энцефалитов Академии меди-
цинских наук СССР выявлены их уникальные
онколитические свойства [11, 12]. Под руковод-
ством А.Я. Муцениеце противоопухолевые свой-
ства вирусов были проанализированы на сотнях
пациентов с терминальными стадиями опухолей
различного гистогенеза. Один из изученных ви-
русных штаммов ‒ ECHO-7, прошедший после-
дующую адаптацию на опухолевых клетках мето-
дом биоселекции, ‒ был одобрен для лечения ме-
ланомы под названием RIGVIR® и получил

УДК 616-006; 578.7
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широкое распространение в клинической практи-
ке в ряде стран [13].

В исследованиях, проводимых во второй поло-
вине XX века, использовали различные способы
доставки вируса – в зависимости от локализации
опухоли и распространенности опухолевого про-
цесса. В качестве перспективных стратегий рас-
сматривали также комбинации радикального хи-
рургического лечения с последующим введением
вирусного препарата. Однако недостаточное по-
нимание механизмов онколитического действия
вирусов и наличие случаев с тяжелыми побочны-
ми эффектами ограничивали возможности разра-
ботки новых терапевтических схем [14].

Современные методы генной инженерии поз-
воляют повысить опухолевую специфичность ви-
русов за счет усиления их репликативной актив-
ности в опухолевых клетках, а также модулиро-
вать их иммуногенные свойства. На сегодняшний
день область разработки и изучения новых штам-
мов онколитических вирусов переживает бурный
рост [15]. Некоторые из них уже одобрены для
применения в клинической практике и использу-
ются в качестве препаратов противоопухолевой
терапии [13, 16‒19].

МЕХАНИЗМЫ ВИРУСНОГО ОНКОЛИЗА
Онколитические вирусы способны селективно

разрушать опухолевые клетки с помощью двух ос-

новных механизмов: 1) путем прямого онколиза
(лизиса зараженных опухолевых клеток) и 2) вы-
зывать иммуноопосредованную гибель опухоле-
вых клеток через усиление иммунных реакций,
формирующих в том числе противоопухолевый
иммунитет. Кроме того, онколитические вирусы
могут индуцировать гибель клеток, устойчивых к
апоптозу, а также резистентных к существующим
препаратам противоопухолевой терапии [15]. Ре-
зультат прямого онколиза ‒ это лизис опухолевых
клеток на этапе очередной итерации жизненного
цикла вируса ‒ когда ресурсы клетки полностью
истощены и она не может больше служить “фабри-
кой” вирусных частиц. К факторам, обусловливаю-
щим селективность заражения вирусом именно
опухолевых клеток, относят отсутствие четкой ар-
хитектуры опухолевой ткани, наличие кровеносных
сосудов с повышенной проницаемостью [20], нару-
шения в системе клеточного противовирусного от-
вета, повышенную экспрессию молекул, которые
служат рецепторами для проникновения вируса в
клетку [21], и другие. Благодаря перечисленным
естественным особенностям опухолевых клеток, в
организме они становятся “предпочтительными”
хозяевами для вирусов ‒ в сравнении с нормальны-
ми клетками организма, ‒ так как в них эффек-
тивно проходит инфекционный цикл и распро-
странение вирионов в межклеточном матриксе.
Проникновение вируса в клетку может быть
опосредовано различными механизмами эндо-

Таблица 1. Первые клинические испытания онколитических вирусов

Дата, год Заболевание,
число участников Вводимый вирус/способ введения Итоги исследования

1949 Лимфома Ходжкина,
22 пациента

Вирус гепатита А/парентеральное 
введение

У 14 пациентов развилась инфекция,
у 4 ‒ уменьшился объем опухоли,
у 2 ‒ непродолжительная ремиссия [4]

1951 Менингиальный
меланоматоз,
30 пациентов

Живая антирабическая вак-
цина/подкожное введение

У 8 пациентов – положительная дина-
мика [5]

1952 Резистентные опухоли 
различного генеза,
34 пациента

Вирус лихорадки Западного Нила 
Egipt 101/внутривенное, внутри-
мышечное введение

У 4 пациентов ‒ регрессия [6, 7]

1956 Рак шейки матки,
40 пациентов

Аденовирус, собранный с культуры 
клеток HeLa/внутривенное, внут-
риартериальное, внутриопухоле-
вое введение

У 26 пациентов – некроз опухолевых 
тканей без видимых повреждений здо-
ровых тканей; в биопсийном матери-
але обнаружена репликация 
аденовируса, уровень противовирус-
ных антител в сыворотке крови суще-
ственно повысился [8, 9]

1976 Опухоли различного 
генеза на терминальной 
стадии, 90 пациентов

Вирус паротита (неаттенуирован-
ный)/ наружное, внутривенное, 
внутриопухолевое, ингаляционное 
введение

У 42 пациентов – полная или более 
чем 50%-ная регрессия;
у 79 – уменьшение объема опухоли; 
у 11 – не было ответа на терапию [10]
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цитоза [22, 23]. Рецепторопосредованный эндо-
цитоз считается одним из ключевых факторов,
определяющих эффективность заражения и тка-
невой тропизм вирусных частиц в целом. На сего-
дняшний день накоплены обширные сведения о
рецепторах и вспомогательных молекулах, необхо-
димых для успешного распространения вирусной
инфекции [24‒27]. В ряде случаев наблюдается
корреляция между представленностью вирусного
рецептора на клеточной поверхности и эффектив-
ностью вирусной репликации [28, 29]. Методы ген-
ной инженерии, в том числе системы редактирова-
ния генома, такие как TALEN и CRISPR/Cas9,
позволяют выявлять ранее неизвестные рецепто-
ры вирусов и другие ключевые молекулы, необхо-
димые для инициации инфекционного цикла.

Один из ключевых механизмов противовирус-
ной защиты на клеточном уровне ‒ система ин-
дукции интерферона [30], в результате активации
которой клетка приобретает состояние противо-
вирусной защиты: ингибируются процессы тран-
скрипции и трансляции с целью предотвращения
продукции вирусных компонентов, в межклеточ-
ное пространство секретируется интерферон-β,
что служит “предупредительным сигналом” для
соседних клеток. Секретируемый зараженной
клеткой интерферон взаимодействует со своими
рецепторами на поверхности незараженных кле-
ток, тем самым активируя в них систему проти-
вовирусной защиты [31]. В таком состоянии, ко-
гда синтетический аппарат клетки практически
не работает, клетка утрачивает способность к де-
лению. Опухолевые клетки, стратегия которых
предполагает бесконтрольное деление в процес-
се злокачественной трансформации, как прави-
ло, утрачивают механизмы, способные остано-
вить/предотвратить процесс пролиферации. Так, в
геноме опухолевых клеток происходит накопление
мутаций, ведущих к утрате механизмов противови-
русной защиты. Клетки, утратившие чувствитель-
ность к интерферону, становятся легкой мише-
нью для вирусов и благоприятной средой для их
дальнейшего распространения [32].

К факторам, повышающим чувствительность
клеток к вирусам и облегчающим вирус-опосредо-
ванный онколиз, относятся мутации в белках сиг-
нальных путей Ras/ERK, (PI3K)/Akt и MAPK/ERK
[33, 34], а также усиление экспрессии HIF-1α [35].
Среди наиболее часто встречаемых нарушений от-
мечают также мутации генов TP53 и PTEN [36‒40].
Изменения в различных сигнальных путях, созда-
ющие благоприятные условия для репликации ви-
русов исключительно в опухолевых клетках, могут
происходить на эпигенетическом уровне [41].

ИЗУЧЕНИЕ ВИРУСНОГО ОНКОЛИЗА
НА МОДЕЛЯХ in vitro И in vivo

В начале прошлого века противоопухолевые
свойства вирусов изучали исключительно на мо-
делях in vivo ‒ на спонтанно возникающих опухо-
лях грызунов. В 1922 году Левадити и Николау
(Levaditi & Nicolau) [42] впервые описали онколи-
тические свойства вируса осповакцины на раз-
личных моделях опухолей крыс и мышей. Со вто-
рой половины XX века для исследования биоло-
гических механизмов стали активно применять
метод культивирования клеток млекопитающих
in vitro. Культуры клеточных линий L929 и HeLa,
полученные в 1948 г. и 1951 г. соответственно,
стали первыми моделями вирусного онколиза
in vitro [43, 44].

В 1954 году было обнаружено, что предвари-
тельное пассирование вируса энцефалита in vitro
при последующей внутриопухолевой инокуляции
приводит к уменьшению доли мышей, заболев-
ших энцефалитом, а также значительно снижает
способность вируса к репликации в нормальных
тканях [45]. В дальнейшем такой подход лег в ос-
нову метода биоселекции вирусов с тропизмом к
опухолевым клеткам. В 1950‒1960 годы провели
ряд исследований, в которых обнаружили следу-
ющее: 1) онколитический эффект вируса болезни
Ньюкасла и вируса гриппа на модели асцитиче-
ской карциномы Эрлиха [46‒48], 2) онколитиче-
ское действие различных энтеровирусов (полио-
вируса, вирусов Коксаки групп А и В) на моделях
иммунодефицитных мышей с ксенотранспланта-
тами опухолевых клеток [49].

На животных моделях лимфолейкоза (L4946) и
лейкемии Шая выявили позитивное влияние на об-
щую выживаемость введения энтеровируса круп-
ного рогатого скота [50], УФ-инактивированного
и/или живого вируса осповакцины [51].

Благодаря развитию клеточных технологий,
стало возможным поддержание жизнеспособно-
сти первичных культур лимфоидных опухолей
in vitro. Впервые модельные линии лимфоидных
опухолей были получены в 1963 году от ниге-
рийских пациентов с лимфомой Беркитта: RAJI,
JIJOYE, OGUN, KUDI [52]. К концу XX века был
получен ряд различных культур Т- и В-клеточных
ЛПЗ: культуры лимфомы Беркитта EB-1, -2, -3 (из
которых впоследствии был выделен вирус Эпштей-
на‒Барр) [53], культуры Т-клеточного острого лим-
фобластного лейкоза MOLT-1 и MOLT-5 [54], мие-
лоцитарная клеточная линия KG-1 [55] и десятки
других [56‒61]. Наиболее охарактеризованные
модельные линии, среди которых Namalwa, Raji,
U-937, Jurkat, депонированы в Американской
коллекции культур (АТСС). Ряд онколитиче-
ских штаммов успешно протестирован на этих
культурах [62‒65].
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Несмотря на возможность получения стабиль-
ных клеточных линий, первичные культуры опу-
холевых клеток, как правило, служат более досто-
верными моделями для исследований [66, 67].
Так, Ф. Бабаева и соавт. [68] исследовали онколи-
тическую активность непатогенных энтеровиру-
сов на первичных культурах клеток различных В-
клеточных ЛПЗ.

Первичные культуры лимфом представляют
собой трехмерные образования, для поддержания
жизнеспособности которых используют метод
культивирования клеток в сфероидах [69, 70]. Та-
кая модель наиболее приближена к физиологиче-
ским условиям ‒ ведь опухоль, по сути, всегда
представляет собой трехмерный объект. Взаимо-
действие вируса с конгломератом клеток проис-
ходит иначе, нежели с клетками двумерных куль-
тур, находящихся в монослое, так как в 3D-фор-
мате, как и в опухоли in situ, не все клетки
конгломерата доступны для инфекции на началь-
ном этапе заражения. Но есть ряд дополнитель-
ных факторов, облегчающих распространение
вирусной инфекции и влияющих на эффектив-
ность репродукции вируса. Так, сфероиды опухо-
левых клеток продуцируют большое количество
катепсинов (как и некоторые опухоли), что спо-
собствует проникновению вирусных частиц в не-
зараженные клетки путем, не зависящим от кано-
нических рецепторов. Например, клетки линии
U118-MG с “выключенным” рецептором JAM-A
сохраняют чувствительность к реовирусной ин-
фекции, находясь в сфероидах, в то время как в
монослое эта культура становится резистентной к
заражению реовирусом [26].

ОНКОЛИТИЧЕСКИЕ ВИРУСЫ В ТЕРАПИИ 
ЛИМФОПРОЛИФЕРАТИВНЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЙ
Случаи спонтанных ремиссий злокачествен-

ных заболеваний, возникающие после вакцина-
ции или перенесения вирусной инфекции, созда-
вали благоприятную почву для исследований, на-
правленных на изучение онколитических свойств
различных представителей вирусных семейств.

В 1971 году были описаны два случая спонтан-
ной регрессии лимфоидных опухолей у жителей
Уганды после коревой инфекции [71]:

‒ лимфома Беркитта с поражением лицевого
скелета полностью регреcсировала в течение не-
дели (крупная опухоль на лице быстро уменьша-
лась в размерах вплоть до полного исчезновения);

‒ полное исчезновение клинической симпто-
матики у пациента с лимфомой Ходжкина (наблю-
далось уменьшение лимфатических узлов, регресс
В-симптомов).

Временное, но существенное улучшение кли-
нической картины наблюдали после введения ви-

русов Лангат и болезни Кьясанурского леса в
борьбе с лейкозом и другими злокачественными
новообразованиями [72].

Вирус кори
В 70-е годы прошлого века был описан ряд

случаев спонтанной ремиссии лимфомы Ходж-
кина у детей после коревой инфекции [71, 73‒76].
Существенное улучшение состояния наблюдали в
случае острого лимфобластного лейкоза с рециди-
вом, отягощенным химиорезистентностью [77].

Вирус кори представляет собой РНК-содержа-
щий вирус, принадлежащий к семейству
Paramyxoviridae, геном которого включает в себя
одну молекулу РНК негативной полярности. При
проникновении вируса в клетку рецепторами
служат молекулы CD150 [78], CD46 [79, 80] и нек-
тина-4 [81, 82]. Гиперэкспрессия молекул CD46 и
нектина-4 на опухолевых клетках служит факто-
ром дополнительной селективности вируса кори
в отношении злокачественных клеток [83, 84]. С
помощью методов генной инженерии можно мо-
дифицировать гемагглютинин вируса кори с це-
лью расширения тропизма вируса к опухолевым
клеткам [85‒87] или защиты вируса от элимина-
ции нейтрализующими антителами [88].

В связи с высокой безопасностью и генетиче-
ской стабильностью вакцинные штаммы вируса
кори детально исследовали в качестве онколити-
ческих агентов [89]. Многообещающие результаты
были получены в открытом швейцарском исследо-
вании, в котором принимали участие пациенты с
кожной Т-клеточной лимфомой IIb стадии, рези-
стентные к традиционной терапии [90]. Несмотря
на проведение терапии в локальном режиме ‒
внутриопухолевых инъекций вакцинного штамма
вируса кори (Эдмонтон-Загреб), ‒ в некоторых
случаях наблюдали регресс также и отдаленных
очагов. Побочные эффекты были минимальны-
ми, что свидетельствовало о безопасности при-
менения данного штамма.

На сегодняшний день вирус кори считают пер-
спективным онколитическим агентом, терапев-
тическая эффективность которого продемон-
стрирована как на животных моделях, так и в
клинических испытаниях с участием онкологи-
ческих больных [91‒95], в том числе со множе-
ственной миеломой [96, 97].

Реовирус
Реовирусы, безоболочечные вирусы сфериче-

ской формы, принадлежат к семейству вирусов
Reoviridae, геном которых представлен сегменти-
рованной молекулой двухцепочечной РНК.

В 2013 году зарегистрирован препарат REO-
LYSIN® (“Oncolytic Biotech”, Канада), известный
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также под торговым названием Pelareorep. Это немо-
дифицированный реовирус типа 3, обладающий
широким тропизмом к опухолевым клеткам, как,
впрочем, и другие ортореовирусы человека [98].
Препарат широко используют в терапии различ-
ных онкологических заболеваний. Успешно завер-
шена фаза III клинических испытаний комбини-
рованного лечения опухолей головы и шеи по схе-
ме паклитаксел + карбоплатин + реолизин [99].

При системном введении реовируса наблюда-
ется феномен антителозависимого усиления ин-
фекции, который заключается в формировании
комплекса “реовирус‒антитело”, его интернали-
зации клетками иммунной системы и последую-
щей репликации вируса в них. Благодаря этому
механизму, цитотоксическое действие реовируса
при внутривенном введении не только не снижа-
ется, но, наоборот, усиливается [100].

При исследовании онколитической активно-
сти реовируса в отношении клеток множествен-
ной миеломы показано, что его репликация идет
эффективнее в образцах с резистентностью к бор-
тезомибу – препарату, широко используемому в
химиотерапии миеломы. Модельные клеточные
линии и первичные культуры, полученные от па-
циентов с рефрактерным течением заболевания,
были высокочувствительны к реовирусу при по-
вышенной экспрессии молекулы адгезии JAM-A,
что и характерно для опухолевых клеток, не вос-
приимчивых к бортезомибу [101]. При изучении
механизмов онколитического действия реовиру-
са выявлена связь между активацией сигнального
пути Ras, экспрессией катепсинов В и эффектив-
ностью вирусного онколиза [102, 103].

Вирус везикулярного стоматита
Вирус везикулярного стоматита (VSV) принад-

лежит к семейству вирусов семейства Rhabdoviri-
dae, геном которых представлен одноцепочечной
молекулой РНК негативной полярности. В каче-
стве клеточного рецептора для VSV идентифици-
рован белок LDL-R (рецептор липопротеинов
низкой плотности) [104]. Причины, позволяю-
щие рассматривать VSV в качестве перспективно-
го онколитического агента, следующие: 1) низкая
патогенность; 2) широкий тропизм вируса к клет-
кам различного происхождения, который обуслов-
лен широкой рецепторной специфичностью гли-
копротеина G; 3) высокая чувствительность вируса
к интерферону (VSV преимущественно реплициру-
ется в клетках с нарушенной системой индукции
интерферона и интерферонового ответа, что харак-
терно для некоторых опухолевых клеток [105]); 4)
короткий 4-часовой цикл репликации способ-
ствует быстрой гибели опухолевых клеток по ме-
ханизму прямого онколиза [106]. Т-лимфоциты
могут быть использованы в качестве клеточного
носителя для доставки VSV в очаг опухолевого ро-

ста [107]. Кроме того, VSV можно использовать в
качестве вектора, экспрессирующего иммуномоду-
лирующие белки [108].

К перспективным направлениям виротерапии
относится лечение острых миелоидных лейкозов
(ОМЛ). Для пациентов с рецидивом ОМЛ спектр
терапевтических возможностей невелик. Именно
в случае комбинированного подхода с использо-
ванием виро- и иммунотерапии достигали наи-
лучшего эффекта при лечении ОМЛ на мышиной
модели in vivo [109].

Для предсказания эффективности виротера-
пии используют анализ молекулярно-генетиче-
ских детерминант чувствительности опухолевых
клеток [110].

Вирус осповакцины
Вирус осповакцины, разработанный для борьбы

с натуральной оспой [111], имеет самую длинную и
обширную историю изучения по сравнению с дру-
гими вирусами. В том числе исследованы онколи-
тические свойства вируса осповакцины.

Исходный вирус оспы принадлежит к семей-
ству самых крупных ДНК-содержащих вирусов
Poxviridae. В рамках программы глобальной лик-
видации оспы была проведена вакцинация более
3 млрд человек, а впоследствии описаны клиниче-
ские случаи спонтанных ремиссий гематологиче-
ских злокачественных заболеваний. Так, 78-летний
мужчина с хроническим лимфолейкозом (ХЛЛ)
после вакцинации и купирования выраженной
местной реакции и генерализованной сыпи вве-
дением человеческого глобулина против коро-
вьей оспы оставался в полной ремиссии в течение
3 лет. В клинической картине отсутствовали все
признаки ХЛЛ, количество лейкоцитов было в
пределах нормы [112].

В последние годы различные штаммы вируса
осповакцины изучают в качестве онколитиче-
ского агента при различных ЛПЗ, в частности на
in vivo и in vitro моделях множественной миело-
мы [113‒116].

Вирус осповакцины обладает выраженным тро-
пизмом к опухолевым клеткам, а крупный размер
вирусной частицы делает его привлекательным
вектором для доставки вспомогательных терапев-
тических агентов непосредственно к опухоли. Бла-
годаря методам генной инженерии, создается все
больше онколитических штаммов на основе ви-
руса осповакцины, с помощью которых возмож-
на доставка различных противоопухолевых и/или
иммуностимулирующих белков, таких как грану-
лоцитарно-макрофагальный колониестимулиру-
ющий фактор (GM-CSF) [117], апоптин [118],
лактоферрин, интерлейкин-15 [119], а также про-
тивоопухолевые микроРНК [120] и другие моле-
кулы [116].
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В настоящее время проходят клинические ис-
пытания онколитического препарата RGV004 для
лечения рефрактерной/рецидивирующей В-кле-
точной лимфомы (NCT04887025). Этот штамм на
основе вируса осповакцины содержит в качестве
терапевтического агента химерное антитело двой-
ной специфичности: к молекулам CD19 и CD3
[121]. Антигены CD19 и CD3 – компоненты муль-
тибелковых комплексов на поверхности Т- и В-
лимфоцитов соответственно. Таким образом, до-
стигается преимущественная репликация онколи-
тического штамма в опухоли, а терапевтический
компонент, анти-CD19/CD3-антитело, индуциру-
ет дополнительный иммуностимулирующий эф-
фект [122].

Вирус болезни Ньюкасла

Вирус болезни Ньюкасла (NDV) ‒ РНК-со-
держащий птичий вирус из семейства Paramyxovi-
ridae. NDV вызывает летальную инфекцию у не-
которых видов птиц, особенно отряда куриных, и
абсолютно безопасен для человека [123]. Благода-
ря высокой чувствительности к интерферону, ре-
пликация NDV эффективно протекает только в
опухолевых клетках [124], так как в них нарушена
система индукции интерферона и интерфероно-
вый ответ.

Онколитическая активность некоторых штам-
мов NDV выявлена в отношении различных опу-
холей in vitro, среди которых клетки нейробласто-
мы, фибросаркомы, колоректального и гепатоце-
люллярного рака, рака желудка и легкого, опухолей
молочной и предстательной желез и, что немало-
важно, глиобластомы [125]. Исследования in vitro и
in vivo проводили также в отношении ЛПЗ
[126‒131], в том числе в середине XX века NDV при-
меняли для лечения острых лейкозов [132].

При системном введении NDV в клинических
испытаниях с участием пациентов с метастатиче-
скими сóлидными опухолями (колоректальный
рак, карциномы поджелудочной железы, почки,
молочной железы и немелкоклеточный рак лег-
кого) получены следующие результаты: в фазе I
испытаний улучшение (полный, частичный ответ
или стабилизация) наблюдали в 11.4% случаев
[133]; в фазе II зарегистрировано увеличение об-
щей выживаемости [134]. В фазе III клинических
испытаний, в которой приняли участие 567 паци-
ентов, было выявлено увеличение общей выжи-
ваемости больных раком толстой кишки [135].

Онколитические энтеровирусы

Энтеровирусы ‒ это безоболочечные вирусы,
принадлежащие к семейству Picornaviridae, геном
которых представлен одноцепочечной молекулой
РНК положительной полярности.

В 50-х годах прошлого века появились данные
о способности некоторых штаммов энтеровиру-
сов реплицироваться в опухолевых клетках, вы-
зывая гибель последних [50, 136]. Результаты ис-
следований цитолитической активности энтеро-
вирусов на моделях in vitro, in vivo, а также для
лечения злокачественных опухолей у пациентов
представлены для эховирусов (ECHO) серотипов
1, 7 и 12 [11, 137‒139], полиовируса типа 1
[140‒143] и вируса Коксаки А21 [144‒146]. Вирус
Коксаки А21 зарегистрирован под торговым на-
званием CAVATAK® и применяется для лечения
меланомы, неинвазивного рака мочевого пузыря
[16] и других злокачественных нозологий.

Несколько непатогенных штаммов из группы
вирусов ECHO и Коксаки в период вакцинации
от полиомиелита были выделены от здоровых де-
тей, у которых после вакцинации не сформировал-
ся полноценный иммунитет против полиомиелита.
Бессимптомная энтеровирусная инфекция, по-ви-
димому, препятствует заселению кишечника по-
лиовирусом вакцинного штамма из-за эффекта
интерференции. Именно этот эффект послужил
ступенью в разработке профилактических жи-
вых энтеровирусных вакцин (ЖЭВ), которые
были получены в Институте полиомиелита и ви-
русных энцефалитов Академии медицинских на-
ук СССР в 1960‒1970-х годах [147]. Две такие вак-
цины, полученные на основе непатогенных
штаммов ECHO-12 и ECHO-1 (ЖЭВ-7 и ЖЭВ-4
соответственно), прошли испытания на большой
когорте людей в период вспышек сезонных ви-
русных заболеваний, была продемонстрирована
их безопасность и эффективность [147, 148]. В пе-
риод проведения массовой вакцинации обнаружи-
ли ряд дополнительных полезных свойств ЖЭВ,
среди которых отметим следующие: клиническое
улучшение состояния больных с герпетическими
инфекциями, рассеянным склерозом и онколо-
гическими заболеваниями. В течение нескольких
лет был проведен ряд исследований, в результате
которых подтвердили положительное влияние
ЖЭВ и вакцинных штаммов полиовируса на тече-
ние онкологических заболеваний с резистентным
фенотипом [149]. Установлено, что в опухолевых
клетках происходит репликация энтеровирусов,
запускается индукция интерферонов, стимулиру-
ется Т-клеточный противоопухолевый иммунитет.
Показано, что виротерапию можно комбиниро-
вать с другими методами лечения [150].

T-VEC ‒ препарат на основе рекомбинантного 
вируса герпеса

Как известно, “назначение” иммунной систе-
мы ‒ распознавать и выводить чужеродные моле-
кулы из организма, что справедливо и в отноше-
нии онколитических вирусов. Именно поэтому
их действие ограничено периодом формирования
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адаптивного иммунного ответа. И все-таки им-
мунная система может действовать как в качестве
барьера, так и в качестве “союзника” в борьбе с
опухолевыми клетками.

Модулирование реакций иммунной системы в
целях минимизации противовирусного ответа и
одновременно содействие иммунноопосредован-
ному лизису опухолевых клеток остается одной из
ключевых задач виротерапии. Так, Talimogene la-
herparepvec (T-VEC, ImlygicTM) – вирусный пре-
парат, одобренный Управлением по контролю за
пищевыми продуктами и лекарственными сред-
ствами США (FDA) для лечения метастатической
меланомы в 2013 году, ‒ представляет собой ре-
комбинантный штамм вируса простого герпеса
типа 1 (HSV-1) [17, 18]. Это первый препарат
“двойного” онколитического действия. Он вызы-
вает гибель опухолевых клеток по механизму пря-
мого онколиза, а также за счет подавления имму-
носупрессии и стимуляции иммунной системы
вследствие продукции зараженными клетками
GM-CSF. Препарат T-VEC содержит в экспресси-
онной кассете нуклеотидную последовательность
GM-CSF, а HSV-1 “служит” векторной системой
доставки в опухолевые клетки. Эта конструкция
обеспечивает экспрессию GM-CSF в опухолях
пациентов в течение 48 ч [151]. В фазе III клини-
ческих испытаний препарата установили, что ло-
кальные внутриопухолевые инъекции T-VEC па-
циентам с распространенной меланомой не толь-
ко подавляют рост опухоли, но также, благодаря
системному действию, продлевают общую выжи-
ваемость [18].

Другие вирусы с онколитической активностью
Вирус паротита рассматривается в качестве

перспективного онколитического агента в тера-
пии гинекологических злокачественных образо-
ваний [152].

Аденовирусы относятся к наиболее хорошо
изученным моделям для использования как в ка-
честве векторов для разработки вакцин, так и в
качестве модели вирусного онколиза [153]. В
1996 году был сконструирован мутантный штамм
ONYX-015, в котором делетирован вирусный бе-
лок E1B-55K, ответственный за связывание с
транскрипционным фактором р53 клетки-хозяи-
на и его инактивацию [154]. Предполагали, что
отсутствие этого белка в мутантном аденовирусе
исключает возможность его репликации в нор-
мальных клетках, содержащих р53 дикого типа,
но сохраняет способность размножаться в опухо-
левых клетках с мутантным p53. Сходный по ме-
ханизму действия аденовирус H101 в ноябре 2005
года был одобрен Управлением по контролю ка-
чества пищевых продуктов и лекарственных
средств Китая (SFDA, теперь CFDA) для лечения
онкологических заболеваний, переименован в On-

corine® (“Shanghai Sunway Biotech Co., Ltd”, Ки-
тай) и в настоящее время продается на китайском
рынке [19].

В период пандемии COVID-19, вызванной ко-
ронавирусом-2 тяжелого острого респираторного
синдрома (SARS-CoV-2), сообщалось о случаях
спонтанной ремиссии и регресса различных ЛПЗ:
NK/T-клеточной лимфомы [155], первичной кож-
ной анапластической крупноклеточной лимфомы
[88], диффузной В-крупноклеточной лимфомы
[156], острого миелоидного лейкоза и Т-клеточно-
го острого лимфобластного лейкоза [157], а также
грибовидного микоза [158]. Возможно, в регресс
опухолей лимфатической системы на фоне инфек-
ции SARS-CoV-2 вносит вклад и феномен антите-
лозависимого усиления инфекции, описанный в
том числе и для коронавирусов [159]. В рамках
этого процесса может происходить массовая
гибель иммунных клеток, несущих рецептор
FcRIIγ (CD32), в том числе моноцитов и других
клеток иммунной системы. На данный момент в
литературе не представлены сведения о регрессе
опухолей иного генеза во время пандемии
COVID-19.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Природные онколитические свойства вирусов
были открыты больше века назад, а прогресс в по-
нимании молекулярных механизмов злокаче-
ственной трансформации клеток и биологии ви-
русов привел к разработке новых эффективных и
высокоселективных онколитических штаммов.

В клинических испытаниях уже продемонстри-
рована безопасность, хорошая переносимость ря-
да онколитических вирусов, а также их эффектив-
ность как в качестве препаратов для монотерапии,
так и в сочетании с традиционными режимами хи-
рургического лечения, лучевой, химио- и иммуно-
терапии [99, 160‒162]. Кроме того, виротерапия
может рассматриваться как перспективный под-
ход в борьбе с рецидивирующими химиорези-
стентными опухолями [90, 101, 163]. Более деталь-
ное исследование механизмов вирусного онколиза
позволит находить и создавать новые штаммы и
терапевтические схемы для лечения резистентных
и рецидивирующих лимфопролиферативных за-
болеваний.

Проект был поддержан Российским научным
фондом (Соглашение № 20-75-10157 от 14 августа
2020 года “Изучение возможностей получения
рекомбинантных штаммов онколитических ви-
русов с опухоль-специфической репликацией и
экспрессией иммуномодулирующих белков”).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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ONCOLYTIC VIRUSES IN THE THERAPY
OF LYMPHOPROLIFERATIVE DISEASES
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Cancer is currently one of the leading causes of death. Despite the achievement of significant success in the
treatment of lymphatic system tumors, the problems of relapse, drug resistance and effectiveness of therapy
remain relevant. Oncolytic viruses are able to replicate in tumor cells and destroy them without affecting nor-
mal, healthy tissues. By activating antitumor immunity, viruses are effective against malignant neoplasms of
various nature. In lymphoproliferative diseases with drug-resistant phenotype, many cases of remissions have
been described after viral therapy. The current level of understanding of viral biology and discovery of host
cell interaction mechanisms made it possible to create unique strains with high oncoselectivity for widely used
in clinical practice in recent years.
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Лечение злокачественных новообразований зачастую требует использования комбинаций химиоте-
рапевтических средств. Однако, чтобы подобрать комбинации, эффективные против конкретных
опухолевых клеток, необходимо понимать механизмы действия препаратов, входящих в состав ком-
бинации. Рибонуклеаза Bacillus pumilus (биназа) рассматривается в качестве адъювантного противо-
опухолевого средства, причем чувствительность злокачественных клеток к апоптогенному дей-
ствию биназы зависит от определенных онкогенов. В линии клеток острого миелогенного лейкоза
Касуми-1 биназа блокирует путь пролиферации, опосредованный мутантной тирозинкиназой KIT,
что, как показано в нашей работе, активирует альтернативный путь пролиферации через AKT-ки-
назу. В клетках Касуми-1 биназа в сочетании с ингибитором Akt1/2 индуцирует апоптоз, при этом
их токсические эффекты складываются: ингибитор Akt1/2 блокирует путь, индуцируемый биназой,
после подавления KIT-зависимого пути. Таким образом комбинация биназы и ингибиторов AKT-
киназ может эффективно блокировать различные пути пролиферации опухолевых клеток и исполь-
зоваться для их элиминации.

Ключевые слова: рибонуклеаза, злокачественные клетки, противоопухолевая терапия, путь проли-
ферации, острый миелогенный лейкоз
DOI: 10.31857/S002689842205010X

ВВЕДЕНИЕ
Монотерапия злокачественных заболеваний

зачастую не позволяет полностью элиминировать
раковые клетки из организма. Поэтому необхо-
димо подбирать комбинации химиотерапевтиче-
ских препаратов, эффективные для конкретной
опухоли. Как правило, такой подбор основан на
эмпирических закономерностях, он занимает до-
статочно много времени, отнимает силы у паци-
ента и является дорогостоящей процедурой. Для
разработки схем лечения злокачественных забо-
леваний требуется понимание механизмов дей-
ствия химиотерапевтических препаратов на кон-
кретные опухолевые клетки [1].

Считается, что рибонуклеазы могут использо-
ваться в качестве средств адьювантной терапии
опухолей, воздействующих как на сами злокаче-
ственные клетки, так и на продукты их “зловред-
ной” деятельности – циркулирующие РНК [2–4].
Ранее мы показали эффективность РНКазы Ba-
cillus pumilus (биназы) в направленной элимина-
ции различных опухолевых клеток человека и в
терапии опухолей у мышей [5–9]. В основе моле-
кулярного механизма действия биназы лежит за-
пуск апоптоза в опухолевых клетках, причем
чувствительность злокачественных клеток к
апоптогенному действию биназы определяется
определенными онкогенами – KIT, RAS, FLT3,
AML1-ETO, E6, E7 [5, 7, 10–12]. Присутствие этих
онкогенов можно рассматривать как фактор,
предсказывающий эффективное уничтожение
опухолевых клеток под действием РНКазы бина-
зы [4, 13]. Кроме того, повысить эффективность

биназы можно, используя ее в сочетании с други- ми терапевтическими средствами [7, 14].

Сокращения: АФК – активные формы кислорода; ДМСО
– диметилсульфоксид; DHR123 – дигидрородамин 123;
FITC – флуоресцеинизотиоцианат; PBS – фосфатно-соле-
вой буфер; PI – йодид пропидия; SD – стандартное откло-
нение.

УДК 577.152.314:576.08+576.535.5:576.52

ВИРУСНЫЕ ИНФЕКЦИИ: ОТ МЕХАНИЗМОВ РЕПЛИКАЦИИ
И ПАТОГЕНЕЗА К ПОДХОДАМ ТЕРАПИИ
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Мишенью токсического действия биназы в
клеточной линии Касуми-1 острого миелогенно-
го лейкоза служит онкоген KIT, кодирующий ре-
цепторную тирозинкиназу [5]. Точечные мутации
в гене KIT приводят к конститутивной активации
белка KIT и к неконтролируемой пролиферации
и выживанию клеток острого миелогенного лей-
коза [15]. Биназа блокирует путь пролиферации,
обусловленный экспрессией этого онкогена, и
запускает таким образом апоптоз в опухолевых
клетках [13]. При этом блокирование активно-
сти тирозинкиназы KIT в клетках Касуми-1 спе-
цифическим ингибитором иматинибом снижает
токсическое действие биназы [5]. Мы предполо-
жили, что выживаемость клеток в условиях бло-
кирования сигнального пути KIT-JNK может
быть связана с активацией альтернативного, не-
зависимого от KIT пути пролиферации, опосре-
дованного AKT-киназой, поскольку известно,
что в клетках Касуми-1 AKT-киназа конститутив-
но активирована и эта активация не связана с
PI3K [16, 17]. В представленной работе изучено
токсическое действие ингибитора киназ Akt1/2 и
его сочетания с биназой на клетки Касуми-1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Фермент и клеточная культура. В работе ис-

пользовали гуанилспецифичную РНКазу B. pumi-
lis дикого типа (молекулярная масса 12.3 кДа, 109
аминокислотных остатков, pI 9.5), полученную
согласно [18]. Ингибитор киназ Akt1/2 (“Merck”,
США) растворяли в ДМСО в концентрации
20 мМ и использовали в концентрации от 2.5 до
60 мкМ. Суспензионную клеточную культуру Ка-
суми-1 выращивали на среде RPMI-1640, содер-
жащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки,
2 мМ глутамина, 100 Ед./мл пенициллина и
100 мкг/мл стрептомицина, при температуре 37°C
в атмосфере 5% СО2.

Оценка жизнеспособности клеток. Жизнеспо-
собность клеток оценивали с помощью теста
WST-1 (“Roche Diagnostics”, Швейцария). Тест
основан на расщеплении водорастворимой соли
тетразолия митохондриальными дегидрогеназа-
ми в живых клетках. Клетки Касуми-1 рассажи-
вали в 96-луночные планшеты на 24 ч, затем обра-
батывали биназой и/или ингибитором Akt1/2 в
течение 24 ч. После этого клетки инкубировали в
течение 60 мин при 37°C в присутствии реагента
WST-1. Поглощение образцов измеряли с помо-
щью микропланшетного ридера Multiscan FC
(“Thermo Fisher Scientific”, США) на длине вол-
ны 450 нм. Референсные значения определяли на
длине волны 620 нм. В качестве контроля исполь-
зовали смесь среды без клеток с реагентом WST-1.
Жизнеспособность необработанных клеток при-
нимали за 100%. Приведены средние значения,
вычисленные из трех независимых измерений.

Проточная цитометрия. Апоптоз. Клетки иссле-
довали методом проточной цитометрии на цито-
флуориметре BD LSRFortessa (“Becton Dickin-
son“, США). При проведении цитометрических
опытов клетки с поврежденной мембраной выяв-
ляли с помощью йодида пропидия (PI, “Sigma”,
США) (Ex/Em = 535/617 нм). PI добавляли к кле-
точной суспензии до конечной концентрации
10 мкг/мл за 1 мин до начала измерений. Окраши-
ваемые PI (PI-положительные) клетки считали не-
кротическими. Апоптотические клетки регистри-
ровали с помощью аннексина V (“Invitrogen”,
США), меченного флуоресцеинизотиоцианатом
(FITC, Ex/Em = 494/518 нм). Клетки, которые
окрашивались как PI, так и аннексином V, счита-
ли находящимися на поздних стадиях апоптоза.
Для определения апоптоза суспензию клеток
центрифугировали (1000 об./мин, 10 мин), отби-
рали супернатант и ресуспендировали в буфере
для связывания аннексина (10 мM HEPES, 140 мM
NaCl, 2.5 мM CaCl2, pH 7.4). Затем к 100 мкл сус-
пензии клеток (106 клеток/мл) добавляли 5 мкл
раствора конъюгата аннексина. Пробы инкуби-
ровали в течение 15 мин в темноте при комнатной
температуре, после чего добавляли 400 мкл буфе-
ра для связывания аннексина и ставили на лед.

Изменение митохондриального потенциала.
Митохондриальный потенциал (Ψ) определяли с
помощью красителя MitoProbeDilC1(5) (Ex/Em =
= 638/658 нм, “Invitrogen”, США). Клетки (1 × 106)
инкубировали с 0.5 мкМ DilC1(5) в течение
30 мин при 37°C в темноте. Затем клетки промы-
вали фосфатно-солевым буфером (PBS) при 4°C
и ресуспендировали в PBS.

Уровень активных форм кислорода, кальция и
восстановленного глутатиона. Уровень активных
форм кислорода (АФК) оценивали с помощью ди-
гидрородамина 123 (DHR123, Ex/Em = 507/525 нм,
“Invitrogen”), который позволил определять уро-
вень АФК не только в цитозоле, но и в митохон-
дриях. Клетки окрашивали, добавляя DHR123 до
конечной концентрации 10 мкМ, и инкубировали
в течение 30 мин при 37°C в темноте. Уровень
восстановленного глутатиона определяли с ис-
пользованием ThiolTracker (Ex/Em = 405/525 нм,
“Invitrogen”). Для окрашивания клеток ThiolTracker
добавляли до конечной концентрации 7.5 мкМ и
инкубировали в течение 30 мин при 37°C в темно-
те. Уровень Ca2+ определяли, окрашивая клетки
fluo-4 (Ex/Em = 494/516 нм, “Invitrogen”). Клет-
ки инкубировали с красителем в концентрации
2.5 мкМ в течение 30 мин при 37°C. Затем клетки
отмывали и ресуспендировали в PBS. Данные
представлены как среднее из трех независимых
экспериментов в трех повторностях со стандарт-
ными отклонениями.

Вестерн-блотинг. Клетки собирали, отмывали
в холодном PBS, а затем лизировали при +4°С в
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течение 30–60 мин при постоянном перемешива-
нии в RIPA-буфере (25 мМ Трис-HCl pH 7.6,
150 мМ NaCl, 1% NP-40, 1% дезоксихолата на-
трия, 0.1% додецилсульфата Na (ДДС-Na), 0.2 мМ
фенилметансульфонилфторид (PMSF), коктейль
ингибиторов протеаз (“Roсhe”, Швейцария, одна
таблетка на 10 мл буфера) из расчета 30 мкл буфе-
ра на 1 млн. клеток. Полученные лизаты центри-
фугировали (10 мин, 16000 g), надосадочный рас-
твор отбирали и определяли в нем концентрацию
белка. Далее образцы разделяли с помощью одно-
мерного электрофореза в полиакриламидном ге-
ле и переносили на мембраны PVDF. Мембраны
блокировали 5%-ным раствором обезжиренного
молока в буфере PBSТ (10 мМ KH2PO4, 150 мМ
NaCl, 0.1% Tween-20) в течение 2 ч при комнат-
ной температуре на качалке и инкубировали с
первичными антителами к AKT (#4691, разбав-
ление 1 : 5000) и Phospho-Akt (Ser473) (#9271, раз-
бавление 1 : 2000) от (“Cell Signaling Technol”,
США) в течение ночи при 4°C. Затем блоты инку-
бировали в течение 30 мин при комнатной темпе-
ратуре с вторичными антителами (“ИМТЕК”,
Россия), конъюгированными с пероксидазой
хрена, которые брали в разведении 1 : 10000. Для
визуализации использовали Bio-Rad ChemiDoc
MP. Результаты обрабатывали в программе Image
Lab. Перед визуализацией мембрану инкубирова-
ли в течение 2 мин с хемилюминесцентным суб-
стратом SuperSignal™ West Femto Maximum Sensi-
tivity Substrate kit (“Thermo Scientific”). Данные
нормировали по актину, детектированному с по-
мощью антител AM4302 (“Ambion”, США). В ра-
боте приведены средние значения, вычисленные
из трех независимых измерений со стандартным
отклонением.

Статистический анализ. Приведены средние
данные со стандартным отклонением (±SD), вы-
численные не менее чем из трех независимых экс-
периментов. Сравнение групп данных проводи-
ли с использованием t-критерия Стьюдента.
Данные считали статистически значимыми при
р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Действие биназы и ингибитора киназ Akt1/2
на жизнеспособность клеток Касуми-1

Для оценки влияния биназы и ингибитора
Akt1/2 на жизнеспособность клеток Касуми-1
мы обработали клетки биназой в концентрации
0.8 мкM и ингибитором Akt1/2 (2.5, 5, 10, 25, 40 и
60 мкM) по отдельности и в комбинациях (рис. 1).
Через 24 ч жизнеспособность клеток под действи-
ем биназы снижалась на 29%. Действие ингиби-
тора Akt1/2 в использованных концентрациях
приводило к снижению жизнеспособности кле-
ток на 41, 48, 55, 85, 92 и 95%, а в комбинации с

биназой – на 64, 69, 86, 98, 98 и 98% соответ-
ственно.

Биназа усиливает чувствительность клеток 
Касуми-1 к ингибитору киназ Akt1/2

Чтобы проверить гипотезу об активации неза-
висимого от KIT пути пролиферации, мы оцени-
ли уровень активации AKT-киназы в клетках Ка-
суми-1 в ответ на обработку биназой (0.8 мкM) и
ингибитором Akt1/2 (5 мкM). Киназа AKT кон-
ститутивно активирована в клетках этой линии,
поэтому соотношение фосфо-AKT к общему ко-
личеству AKT в контрольных клетках приняли за
базальный уровень. Под действием биназы уро-
вень активации AKT-киназы увеличивается на
25% (рис. 2). Это свидетельствует о том, что в
клетках Касуми-1 биназа активирует путь проли-
ферации, опосредуемый AKT-киназой. Ингиби-
тор Akt1/2 снижал уровень активации киназы на
22%, тогда как комбинация биназы и ингибитора
Akt1/2 снижала уровень активации AKT-киназы
на 90% (рис. 2). Таким образом, в присутствии би-
назы ингибитор Akt1/2 более эффективно блокиру-
ет активацию AKT-киназы в клетках Касуми-1.

Биназа и ингибитор Akt1/2 оказывают 
проапоптическое действие на клетки Касуми-1

С помощью проточной цитометрии установ-
лено, что под действием биназы (0.8 мкМ) коли-
чество мертвых клеток в популяции увеличива-
лось в 2.1 раза, тогда как под влиянием ингибито-
ра Akt1/2 (5 мкM) доля PI-положительных клеток
возросла в 2.4 раза по сравнению с контролем
(рис. 3а). Применение комбинации этих агентов
привело к увеличению количества мертвых кле-
ток в популяции в 3.4 раза. Применение биназы и
ингибитора AKT-киназ по отдельности приводи-
ло в обоих случаях к повышению количества апо-
птотических клеток в популяции в 1.7 раза, а сов-
местное воздействие этих веществ вызывало дву-
кратное увеличение количества таких клеток.

Апоптоз, вызываемый биназой и ингибитором
Akt1/2, сопровождается увеличением количества
клеток со сниженным мембранным потенциалом
митохондрий (рис. 3б). Так, в присутствии бина-
зы, ингибитора Akt1/2 и их комбинации количе-
ство таких клеток в популяции возрастает в 1.5,
1.7 и 2 раза соответственно. Под действием бина-
зы уровень активных форм кислорода (АФК) в
клетках Касуми-1 снижается на 27% (рис. 3в). На-
против, ингибитор Akt1/2 приводил к повыше-
нию уровня АФК в клетках на 58%, а сочетанное
действие двух агентов увеличило содержание
АФК на 112%. Сходным было и изменение уровня
восстановленного глутатиона (рис. 3г). В присут-
ствии биназы, ингибитора Akt1/2 и их комбина-
ции уровень глутатиона составил 65, 158 и 167% от
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уровня в контроле соответственно. Уровень внут-
риклеточного Ca2+ в клетках Касуми-1, обрабо-
танных биназой и ингибитором Akt1/2, возраста-
ет на 50 и 80% соответственно, а при их совмест-
ном применении – на 245%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами показано, что совместное применение
биназы и ингибитора Akt1/2 индуцирует гибель
клеток Касуми-1, при этом токсические эффекты
этих соединений складываются. Под действием
биназы в клетках Касуми-1, как показано ранее,
блокируется пролиферативный путь, опосредуе-
мый тирозинкиназой KIT [5]. Однако из полу-
ченных данных следует, что в условиях блокады
антиапоптотического сигнала через KIT под дей-
ствием биназы в клетках Касуми-1 активируется
AKT-киназа (рис. 2), что приводит к выживанию
части клеток.

Известно, что конститутивно активированная
в клетках Касуми-1 AKT-киназа может дополни-
тельно активироваться в ответ на различные сти-
мулы [19, 20]. Путь PI3K/AKT конститутивно ак-
тивирован у 50–80% больных острыми миелоген-

ными лейкозами [20], хотя активирующих мутаций
самой киназы AKT при миелогенных лейкозах до
сих пор не обнаружено [21]. Имеющиеся данные
указывают на то, что различные ингибиторы AKT-
или PI3K-киназ могут оказывать проапоптотиче-
ское действие на разные линии миелогенных лей-
козов. Например, показано значительное снижение
темпов роста опухоли, а также увеличение количе-
ства апоптотических клеток при ингибировании
AKT-киназы [21]. Известно, что активация AKT-
киназ оказывает антиапоптотическое действие
на клетки преимущественно через ингибирова-
ние апоптоз-зависимых событий в митохондриях
[22]. Данные, полученные в этой работе, свиде-
тельствуют, что апоптоз, индуцируемый инги-
битором Akt1/2 в клетках Касуми-1, сопровожда-
ется падением митохондриального потенциала,
увеличением уровней АФК, восстановленного
глутатиона и внутриклеточного кальция.

Апоптоз, индуцируемый биназой в клетках
Касуми-1, сопровождается снижением уровня
АФК и восстановленного глутатиона, увеличе-
нием количества клеток со сниженным мито-
хондриальным потенциалом и ростом уровня
внутриклеточного кальция. Ранее также было по-

Рис. 1. Действие биназы (0.8 мкМ), ингибитора Akt1/2 (2.5, 5, 10, 25, 40 и 60 мкМ) и их комбинаций на жизнеспособ-
ность клеток Касуми-1 после 24 ч обработки. Жизнеспособность клеток в контроле взята за 100%. Представлены сред-
ние значения, вычисленные из трех независимых экспериментов в трипликатах ± SD; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
***p < 0.0001.
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казано, что индуцируемый биназой апоптоз име-
ет признаки как рецепторного, так и митохондри-
ального: действие биназы приводит к активации
каспазы-8 и повреждению митохондрий [23].

Повышение уровня АФК в опухолевых клет-
ках тесно связано с их метаболизмом и увеличен-
ной скоростью пролиферации [24, 25]. При этом
повышение уровня GSH во многих опухолевых
клетках человека считается важным патологиче-
ским фактором и указывает на устойчивость к

противоопухолевой терапии [26, 27]. Роль ре-
докс-баланса и, в частности, глутатиона в жизне-
способности раковых клеток активно изучается
[28]. В качестве одного из средств терапии рас-
сматривается истощение клеток по глутатиону
[28]. Индукция небольшого сдвига редокс-стату-
са раковых клеток в сторону окислительного стрес-
са вызывает адаптацию клеток к повышенному
уровню АФК вследствие регуляции целого ряда
белков антиоксидантной защиты, способствуя вы-
живанию клеток и возникновению агрессивных,

Рис. 2. Влияние биназы и ингибитора Akt1/2 на активацию AKT-киназы в клетках Касуми-1. Репрезентативный Ве-
стерн-блот, показывающий уровни белков AKT, р-AKT Ser473 и актина в клетках Касуми-1, обработанных 0.8 мкМ
биназы, 5 мкМ ингибитора Akt1/2 и их комбинацией в течение 24 ч, относительно необработанных клеток. Гисто-
грамма показывает уровень активации AKT-киназы в клетках, определенный как отношение уровней р-AKT Ser473 к
общему уровню внутриклеточной AKT-киназы. Каждый столбик представляет среднее значение ± SD, вычисленное
из трех независимых экспериментов. *p < 0.05, ***p < 0.01.
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терапевтически устойчивых форм рака [29]. Не-
смотря на очевидное влияние АФК на развитие и
прогрессию опухолей, лечение онкологических
больных антиоксидантами не улучшает, а в неко-
торых случаях даже ухудшает исход болезни [30].
Для индукции гибели раковых клеток необходи-

мо значительное смещение их редокс-состояния
в крайнее окислительное состояние [29].

Установлена тесная связь между редокс-стату-
сом клеток и активностью AKT-киназы. Экзоген-
ная или эндогенная индукция АФК способствует
активации AKT-киназы в клетках гепатомы через

Рис. 3. Влияние биназы (0.8 мкМ), ингибитора Akt1/2 (5 мкM) и их комбинации на клетки Касуми-1 через 24 ч инку-
бации. Количество мертвых клеток (пустые колонки) и апоптотических клеток (серые колонки) (а), и клеток с низким
митохондриальным потенциалом ψ (б) представлено как процент от общего числа клеток в каждом варианте. Уровни
АФК (в), GSH (г) и внутриклеточного Ca2+ (д) представлены относительно уровня в необработанном контроле. При-
ведены средние значения, вычисленные из трех независимых экспериментов в трипликатах ± SD; *p < 0.05, **p < 0.02,
***p < 0.005, ***p < 0.0003.
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PI3K-зависимый путь [31], увеличивая пролифе-
рацию клеток. Позже показали, что пероксид во-
дорода или ингибирование синтеза глутатиона
индуцирует фосфорилирование AKT, что приво-
дит к эндотелиальной дифференцировке сфери-
ческих, подобных стволовым, клеток рака печени
из линии HEP-G2 [32]. Оказалось, что редокс-
чувствительность AKT обусловлена модифика-
циями остатков цистеина. Установлено, что AKT
содержит остатки цистеина, редокс-зависимая
модификация которых может вызывать измене-
ние ее фосфорилирования в ответ на изменение
редокс-статуса клетки [33]. Замены этих остатков
не влияют на базовую активность AKT, но нару-
шают ее редокс-регуляцию и снижают способ-
ность клеток выживать в условиях окислительно-
го стресса [33]. Обнаружено, что определяющую
роль в редокс-регуляции AKT играет глутатиони-
лирование остатков цистеина [34, 35]. Снижение
активности глутаредоксина, катализирующего ре-
акцию глутатионилирования-деглутатионилиро-
вания, в зависимости от редокс-условий приводит
к снижению активации (фосфорилирования) AKT
при окислительном стрессе [33, 34]. В частности,
на клетках пигментного эпителия сетчатки показа-
но, что при окислительном стрессе происходит
активация AKT и одновременное повышение
глутатионилирования AKT, при этом глутаредок-
син снижает глутатионилирование AKT, способ-
ствуя длительному существованию ее активной
фосфорилированной формы (Ser473), что спо-
собствует выживанию клеток [34]. C другой сто-
роны, в клетках нейробластомы SH-SY5Y наблю-
дается увеличение глутатионилирования фосфо-
AKT (Ser473) под действием липополисахаридов
или ингибитора глутатионтрансферазы Omega 1-1,
что предполагает клеточно-специфичную ре-
докс-регуляцию AKT [35]. Можно заключить, что
умеренный окислительный стресс приводит к ак-
тивации AKT, способствуя выживаемости клеток,
тогда как сильный окислительный стресс может
приводить к полному окислению белка и его про-
теасомной деградации [33], что будет снижать жиз-
неспособность клеток.

Таким образом, нельзя исключить, что в акти-
вацию AKT-зависимого пути пролиферации кле-
ток Касуми-1 [19, 20] вовлечено повышение уров-
ня АФК. Активация AKT-зависимого пути проли-
ферации биназой может быть связана не только с
инактивацией KIT-зависимого пути, как мы
предполагали ранее [5], но и с изменением ре-
докс-статуса клеток под действием биназы. Так,
ранее мы показали, что биназа в концентрации
от 1.5 до 40 мкМ приводит к дозозависимому сни-
жению уровня АФК в клетках Касуми-1 [23]. В
данной работе нами установлено, что биназа (уже
в концентрации 0.8 мкМ) одновременно со сни-
жением уровня АФК, повышенного в злокаче-
ственных клетках, приводит к снижению уровня

глутатиона, тем самым приближая величину ре-
докс-статуса клеток Касуми-1 к значениям, ха-
рактерным для нормальных клеток. В условиях
опухолевого роста это должно отрицательно ска-
заться на адаптационном потенциале клеток. Cдвиг
редокс-статуса клеток может приводить к измене-
нию глутатионилирования белков. Действительно,
инкубация клеток Касуми-1 с биназой в концен-
трации 0.8 мкМ приводит к глутатионилированию
Na,K-АТРазы, что вносит вклад в ингибирование
ее активности [4]. Таким образом, можно предпо-
ложить, что повышение уровня фосфорилирова-
ния AKT cвязано с изменением уровня ее глутатио-
нилирования вследствие изменения редокс-усло-
вий под действием биназы.

В отличие от биназы, ингибирование AKT-за-
висимого пути пролиферации с помощью инги-
битора Akt/2 приводит к существенному росту
АФК и повышению уровня GSH (рис. 3в, г). Это
свидетельствует о разных механизмах действия
данных веществ, что, вероятно, позволяет им
дополнять и усиливать действие друг друга. По-
вышение уровня АФК под действием ингибито-
ра AКТ1/2 наблюдали ранее в кардиомиоцитах,
однако это повышение было гораздо менее зна-
чительным [36]. Причина этого пока не установ-
лена. Возрастание уровня кальция и содержания
(%) клеток со сниженным митохондриальным
потенциалом позволяет предположить, что в этот
процесс вовлечено изменение состояния мито-
хондрий, причем основной вклад в изменение пу-
ла АФК вносят митохондрии. Это предположение
подтверждается тем фактом, что при использова-
нии красителя DHR, позволяющего детектировать
как цитозольные, так и митохондриальные АФК,
мы наблюдали гораздо более выраженный рост
АФК, чем при использовании красителя DCF [36],
который выявляет только цитозольные АФК. Сов-
местное применение биназы и ингибитора Akt1/2
приводит к существенному снижению уровня ак-
тивной, фосфорилированной формы AKT-1 и бо-
лее значительному росту АФК, что и определяет
повышение цитотоксического действия при сов-
местном применении двух веществ.

Описано комбинированное применение инги-
биторов AKT-киназ с другими противоопухоле-
выми препаратами [37–39]. Нами показано, что
обработка биназой делает клетки Касуми-1 более
чувствительными к ингибированию AKT-киназ,
что проявляется в снижении соотношения р-
AKT: AKT по сравнению с клетками, обработан-
ными ингибитором Akt1/2 без биназы. Этот под-
ход приводит к усилению процессов апоптоза и
гибели большего количества клеток, чем при ис-
пользовании этих агентов по отдельности.

Ранее биназу уже рассматривали в качестве ком-
понента комплексной терапии. Так показано, что
биназа восстанавливает чувствительность HPV-16-
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положительных клеток SiHa (вирус папилломы че-
ловека типа 16) к интерферону [7]. Этот эффект
обусловлен подавлением биназой вирусных белков
E6 и E7, блокирующих проведение сигнала от ре-
цептора интерферона. Также установлено, что би-
наза повышает эффективность полихимиотера-
певтической комбинации доксорубицина, винкри-
стина, циклофосфамида и преднизолона, снижая
при этом гепатотоксичность химиотерапии [8].

Полученные данные свидетельствуют о взаи-
модополняющем действии ингибитора Akt1/2 и
биназы, которое достигается за счет ингибирова-
ния различных путей пролиферации опухолевых
клеток и повышения эффективности действия ин-
гибитора Akt1/2, в присутствии биназы. Таким
образом, сочетанное применение биназы и ин-
гибитора Akt1/2 может быть перспективным для
терапии лейкозов и других злокачественных за-
болеваний, в основе которых лежит онкотранс-
формация, включающая изменение функцио-
нирования KIT.
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COMBINATION OF RNase BINASE AND AKT1/2 KINASE INHIBITOR 
BLOCKS TWO ALTERNATIVE SURVIVAL PATHWAYS IN KASUMI-1 CELLS

V. A. Mitkevich1, 2, *, I. Yu. Petrushanko1, M. G. Engelhardt1, O. I. Kechko1, and A. A. Makarov1

1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2 Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia

*e-mail: mitkevich@gmail.com

The treatment of malignant neoplasms often requires the selection of effective combinations of chemothera-
peutic agents. This requires an understanding of the molecular mechanisms of action of chemotherapeutic
agents on specific tumor cells. Ribonuclease binase is considered as an antitumor agent, and the sensitivity of
malignant cells to the apoptogenic action of binase is determined by the presence of certain oncogenes. In
acute myelogenous leukemia cells, Kasumi-1 binase blocks the proliferation pathway mediated by the mutant
tyrosine kinase KIT, while, as shown in this work by Western blot, an alternative proliferation pathway
through AKT kinase is activated in cells. Using cell proliferation assay and flow cytometry we have shown that
binase in combination with an Akt1/2 inhibitor induces apoptosis in Kasumi-1 cells, while their toxic effects
add up. The complementary effects of the Akt1/2 inhibitor and binase are achieved by inhibiting different
pathways of tumor cell proliferation, and increasing the sensitivity of Kasumi-1 cells to inhibition of AKT ac-
tivation by binase. Thus, the combined use of binase and AKT kinase inhibitors can effectively block various
pathways of tumor cell proliferation and be used for their elimination.

Keywords: ribonuclease, malignant cell, cancer therapy, proliferation pathway, acute myelogenous leukemia
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МОДЕЛИРОВАНИЕ ИНФЕКЦИИ SARS-CoV-2 У МЫШЕЙ ЗА СЧЕТ 
ТРАНЗИЕНТНОЙ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА ACE2 ЧЕЛОВЕКА ПУТЕМ 
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Один из важнейших этапов в создании препаратов и вакцин для борьбы с новой коронавирусной
инфекцией, COVID-19, ‒ это их тестирование на релевантной модели животных. В эксперимен-
тальной медицине удобной моделью, с хорошо изученной иммунологией, считаются лабораторные
мыши. Однако эти животные не подвержены заражению коронавирусом-2, вызывающим тяжелый
острый респираторный синдром (SARS-CoV-2) у человека, из-за отсутствия на клетках его рецепто-
ра ‒ ангиотензинпревращающего фермента-2 человека (hACE2), необходимого для проникнове-
ния вируса в клетку. Нами показано, что интраназальное введение аденоассоциированных вирус-
ных векторов: AAV9 и AAV-DJ, ‒ кодирующих hACE2, приводит к высокому уровню экспрессии ге-
на этого белка, ACE2, в легких, в отличие от вектора AAV6, введение которого вызывает низкую
экспрессию ACE2. При заражении SARS-CoV-2 мышей, экспрессирующих hACE2, вирус реплици-
ровался в легких, что приводило к развитию бронхопневмонии на седьмые сутки после инфициро-
вания. Таким образом, впервые предложена простая методика доставки гена ACE2 человека в легкие
мышей путем интраназального введения аденоассоциированного вектора, позволяющая в корот-
кие сроки получить модель животных для изучения инфекции SARS-CoV-2.

Ключевые слова: hACE2, SARS-CoV-2, AAV9, AAV6, AAV-DJ, мыши BALB/c
DOI: 10.31857/S0026898422050068

Для разработки и тестирования терапевтиче-
ских и профилактических лекарственных средств
против любой инфекции, включая новую коро-
навирусную инфекцию, COVID-19, необходимо
использовать релевантные модели животных.
Наиболее распространенные и доступные живот-
ные – лабораторные мыши – не могут быть ис-
пользованы для моделирования течения заболе-
вания, вызванного вирусом SARS-CoV-2. Это
связано с тем, что для проникновения в хозяй-
скую клетку вирионам SARS-CoV-2 необходим
клеточный рецептор ‒ ангиотензинпревращаю-
щий фермент-2 человека (hACE2), ‒ связываясь с
которым, вирус начинает свой инфекционный
цикл. Мышиный же ортолог hACE2 (Асе2) не узна-
ется этим коронавирусом, то есть не служит его ре-

цептором, и поэтому SARS-CoV-2 не может инфи-
цировать клетки мышей. Появление в 2021 году
трансгенных мышей, у которых ген hACE2, ACE2,
присутствует в геноме и экспрессируется в клет-
ках легких, отчасти решает эту проблему [1]. Од-
нако эти животные не всегда доступны и, кроме
того, ограничены линией с определенным гене-
тическим бэкграундом, что не позволяет изучать
влияние генетических особенностей на течение
заболевания. Более простым и доступным реше-
нием может стать введение мышам вектора, несу-
щего ген ACE2. Hassan A. и соавт. [2] показали,
что интраназальное введение аденовирусного
вектора (AdV), кодирующего hACE2, позволяет
достичь экспрессии этого белка в легких мышей и
получить животных, чувствительных к зараже-

УДК 578.286; 57.084.1

ВИРУСНЫЕ ИНФЕКЦИИ: ОТ МЕХАНИЗМОВ РЕПЛИКАЦИИ
И ПАТОГЕНЕЗА К ПОДХОДАМ ТЕРАПИИ

EDN: BTGHCG



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 5  2022

МОДЕЛИРОВАНИЕ ИНФЕКЦИИ SARS-CoV-2 У МЫШЕЙ 775

нию SARS-CoV-2. Однако введение AdV сопро-
вождается воспалительным процессом в бронхах,
что может при последующем заражении искажать
картину течения инфекции COVID-19. Также для
доставки гена ACE2 было предложено использо-
вание адноассоциированных вирусных векторов
(AAV-векторов), не вызывающих воспаления, хо-
тя в этом случае эффективным оказалось только
интратрахеальное введение AAV-вектора в респи-
раторный тракт мышей [3, 4]. Следует отметить,
что интратрахеальное введение относится к инва-
зивным методам, что сильно усложняет получение
трансдуцированных животных. На основании этих
фактов мы поставили перед собой задачу оптими-
зировать доставку гена ACE2 с помощью AAV-век-
торов в респираторный тракт мышей BALB/c и
охарактеризовать экспериментальную модель ин-
фекции COVID-19 у этих лабораторных животных.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Вирусы, клетки. Клетки линии HEK-293FT

(“Invitrogen”, США) культивировали в среде
DMEM (“Gibco”, США), содержащей 10% эм-
бриональной сыворотки крупного рогатого скота
(FBS; “Gibco”) и 0.01 М HEPES (“Gibco”). Клет-
ки линии Vero CCL81 (ATСС, США) из коллек-
ции Научно-исследовательского института вакцин
и сывороток им. И.И. Мечникова (Россия) культи-
вировали в среде DMEM с 5% FBS, 100 МЕ/мл пе-
нициллина и 100 мкг/мл стрептомицина. Лабора-
торный штамм SARS-CoV-2 Dubrovka (GenBank
Acc. No. MW161041.1) был выделен на культуре
клеток Vero CCL81 из назофарингеального мазка
больного СOVID-19. Штамм прошел 20 последо-
вательных пассажей на клетках Vero CCL81 и вы-
зывал выраженное цитопатическое действие.

Конструирование плазмиды pAAV-hACE2. Плаз-
мида pcDNA3-sACE2(WT)-Fc(IgG1), содержа-
щая N-концевую часть гена АСЕ2, кодирующего
белок hACE2, получена из “Addgene” (Addgene
plasmid #154104) [5]. Сборку С-концевой части
проводили методом ПЦР с удлинением перекры-
вающихся участков [6]. Перекрывающиеся N- и
С-концевые участки амплифицировали и объ-
единяли, используя ПЦР. Фрагмент, содержа-
щий полный ген, интегрировали в плазмидный
вектор pAAV-GFP (“CellBioLabs, Inc.”, США) и
получили плазмиду pAAV-hACE2, которую вали-
дировали секвенированием.

Получение векторных частиц AAV-hACE2. Для
наработки AAV-векторов использовали хелпер-
ную плазмиду pHelper (“CellBioLabs, Inc.”), век-
торную плазмиду pAAV-hACE2 и одну из плазмид
pAAV6-RC6, pAAV9-RC или pAAVDJ-RC, кодиру-
ющих белки капсидов AAV серотипов 6, 9 или DJ
(“CellBioLabs, Inc.”). Получение векторных ча-
стиц и их очистку проводили, используя прото-
кол трансфекции с полиэтиленимином и очистки

полиэтиленгликолем (PEG 8000), описанный
T. Kimura и др. [7].

Определение титра AAV методом ПЦР. Для
определения титра AAV (числа векторных гено-
мов в 1 мл, вг/мл) ДНК из образца выделяли с по-
мощью набора реагентов АмплиТест РИБО-преп
(ФГБУ “Центр стратегического планирования и
управления медико-биологическими рисками здо-
ровью” ФМБА России, Россия) в соответствии с
рекомендациями производителя. ПЦР в реальном
времени проводили на приборе RotorGene Q, ис-
пользуя праймеры на область ITR AAV и соответ-
ствующую программу амплификации [8].

Экспериментальные животные. В исследовании
использовали самок мышей линии BALB/c с мас-
сой тела 18‒20 г, которые были получены из
“БиоПитомника СТЕЗАР” (Россия).

Введение мышам вектора AAV-hACE2. Суспен-
зию векторных частиц вводили мышам интрана-
зально в общем объеме 60 мкл (30 мкл в каждую
ноздрю) под легким эфирным наркозом, держа
животных под углом 45° с зафиксированным в за-
крытом положении ртом [9].

Заражение животных. Мышей заражали вирусом
SARS-CoV-2, взятым в титре 3.2 × 106 ТЦИД50/мл,
интраназально: общий объем ‒ 60 мкл (по 30 мкл в
каждую ноздрю) ‒ под легким эфирным наркозом.
Животным, входящим в группы сравнения, таким
же образом и в таком же объеме интраназально вво-
дили фосфатно-солевой буфер.

Определение инфекционного титра вируса в лег-
ких. Здесь и далее материал для исследований по-
лучали от гуманно умерщвленных под наркозом
животных. В стерильных условиях извлекали лег-
кие, которые гомогенизировали и ресуспендиро-
вали в фосфатно-солевом буфере. Суспензию
осветляли центрифугированием. Клетки Vero
CCL81 рассевали в 96-луночные планшеты (“Co-
star”, США) с плотностью 2 × 104 клеток на лун-
ку и культивировали в течение 3 суток. Готовили
10-кратные разведения проб вируса из легких,
которые вносили в лунки планшета (200 мкл/лун-
ка) и инкубировали при 37°С в течение 5 суток до
появления цитопатического действия в клетках
вирусного контроля. Расчет титра вируса прово-
дили по методу, описанному M.A. Ramakrishnan
[10], и выражали в lg (ТЦИД50/мл). Предел чув-
ствительности метода составлял 1.5 lg.

Экстракция РНК из образцов легких мышей. Лег-
кие извлекали, гомогенизировали в стерильных
условиях в 1 мл раствора ExtractRNA (“Евроген”,
Россия). Лизат осветляли центрифугированием и
проводили экстракцию РНК хлороформом. Далее
РНК выделяли с помощью набора реагентов Ам-
плиТест РИБО-преп (ФГБУ “Центр стратегиче-
ского планирования и управления медико-био-
логическими рисками здоровью” ФМБА России)
согласно рекомендациям производителя.
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Анализ экспрессии гена АСЕ2 в легких мышей.
Образцы РНК обрабатывали ДНКазой в течение
20 мин, после чего прогревали при 70°С 10 мин.
Количество мРНК hACE2 в образцах определяли
с помощью ПЦР в реальном времени, используя
праймеры: 5'-CTGGGAATCCAACCAACTCTG-3',
5'-CCACTACAATCACGTCCATC-3' ‒ и зонд 5'-Fam-
CCAGCCCCCCGTTAGTATTTGGCTC-BHQ1-3'.
В качестве внутреннего контроля использовали
ПЦР в реальном времени с праймерами на ген бе-
та-глюкуронидазы мыши (Gusb).

Определение РНК SARS-CoV-2 в легких. Те-
стирование образцов РНК на наличие РНК
SARS-CoV-2 проводили с помощью набора реа-
гентов АмплиТест SARS-CoV-2 (ФГБУ “Центр
стратегического планирования и управления ме-
дико-биологическими рисками здоровью” ФМБА
России) согласно инструкции производителя.

Морфологичеcкое исследование. Правое легкое
мышей фиксировали в 10%-ном нейтральном за-
буференном формалине в течение 24 ч, обезвожи-
вали и заливали в Гистомикс (“BioVitrum”, Рос-
сия). На этапе заливки материал ориентировали
вдоль длинной оси. Cерийные срезы толщиной
3‒5 мкм изготавливали на ротационном микро-
томе Leica RM 2125 RTS (“Leica”, Германия), за-
тем окрашивали гематоксилином и эозином и за-
ключали в канадский бальзам. Гистологические
препараты исследовали под световым микроско-
пом BX 51 (“Olympus”, Япония) с системой фото-
регистрации материала.

Статистическая обработка. Для количествен-
ных данных вычисляли групповое среднее ариф-
метическое и стандартную ошибку среднего.
Статистический анализ выполняли с использо-
ванием программы Statistica 8.0. Достоверность
различий между группами данных оценивали с
применением U-критерия Манна‒Уитни. Раз-
личия считали достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспрессия гена АСЕ2 в легких мышей после 

введения вектора
Для получения модельных мышей с транзи-

ентной экспрессией hACE2 необходимо доста-
вить ген ACE2 в клетки легких. После интрана-
зального введения AAV-вектор при вдыхании
проникает в нижние дыхательные пути и трансду-
цирует эпителиальные клетки легких. Экспрес-
сия АСЕ2 в этих клетках приводит к появлению
hACE2 на их поверхности, а значит к возможно-
сти связывания с ними вируса SARS-CoV-2. По-
сле связывания с hACE2 вирус проникает в клет-
ку и запускает цикл репликации.

Для интраназального введения мы использо-
вали модифицированную методику L. Santry и со-
авт. [9]. В первом эксперименте сравнивали экс-

прессию hАСЕ2 в легких животных при исполь-
зовании для доставки АСЕ2 AAV c капсидами трех
разных серотипов: AAV9, AAV6 и AAV-DJ. AAV-
векторы в дозах, указанных в табл. 1, вводили мы-
шам в соответствии с процедурой, описанной в
“Экспериментальной части”; AAV-вектор каждо-
го серотипа вводили группе из трех животных. На
7, 14 и 21 сутки после введения AAV проводили за-
бор легких и оценивали количество мРНК hАСЕ2,
используя обратную транскрипцию (ОТ) с ПЦР в
реальном времени. Также для оценки эффектив-
ности выделения РНК и прохождения ОТ-ПЦР в
образцах измеряли уровень мРНК бета-глюкуро-
нидазы мыши (Gusb). Средний пороговый цикл
(Ct) для мРНК Gusb составлял 18.4, а стандартное
отклонение по Ct в образцах от разных животных
не превышало 7%, что позволило сравнивать ре-
зультаты измерения мРНК hАСЕ2 без нормали-
зации, используя в качестве параметра для срав-
нения значения Ct для АСЕ2.

Как видно из данных, приведенных в табл. 1,
введение АСЕ2 с помощью вектора AAV6 приводи-
ло к экспрессии этого гена на очень низком уровне
у части животных, у остальных мРНК hACE2 вооб-
ще не удалось обнаружить. После введения гена
АСЕ2 с помощью векторов AAV9 и AAV-DJ на-
блюдали его стабильную экспрессию в легких.
Уровень экспрессии АСЕ2 статистически значи-
мо не отличался при доставке векторами AAV9 и
AAV-DJ. При сравнении количества мРНК hАСЕ2
в легких мышей при введении различных доз пре-
паратов (от 6 × 109 до 6 × 1010 для вектора AAV9 и
от 6 × 109 до 2 × 1010 для вектора AAV-DJ) выявле-
но, что экспрессия АСЕ2 отличалась незначи-
тельно и сохранялась на одном уровне вплоть до
21 суток. Для дальнейших экспериментов был вы-
бран вектор AAV-DJ, так как при наработке давал
более высокий выход.

Развитие инфекции, вызванной SARS-CoV-2,
у трансдуцированных AAV-DJ-hАСЕ2 мышей
Дизайн эксперимента по изучению развития

инфекции, вызываемой SARS-CoV-2, у трансду-
цированных и нетрансдуцированных животных
представлен в табл. 2.

На 4 и 7 сутки после заражения у животных за-
бирали легкие для определения инфекционного
титра вируса, РНК SARS-CoV-2 и проведения ги-
стологического исследования ‒ в соответствии с
табл. 2.

Результаты измерения инфекционного титра
SARS-CoV-2 в легких приведены в табл. 3. В неза-
раженной группе 2 все образцы были отрицатель-
ными. В группе 3, трансдуцированной AAV-DJ-
hACE2, на четвертые сутки после заражения ин-
фекционный титр, lg ТЦИД50/мл, составлял в
среднем 3.08 ± 0.14 lg. В те же сроки у животных
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группы 4 ‒ не трансдуцированных вектором ‒
титр был на порядок меньше и составлял 2.08 ±
± 0.14 lg. У животных, получивших AAV-DJ-
hACE2, инфекционный титр снижался с 3.08 ±
± 0.14 lg на четвертых сутках до 2.17 ± 0.14 lg на
седьмые, а в группе 4 на седьмые сутки вирус не
детектировался вообще.

При тестировании РНК SARS-CoV-2 с помо-
щью набора АмплиТест SARS-CoV-2 методом
ОТ-ПЦР в реальном времени выделение РНК и
качество анализа оценивали по внутреннему кон-
тролю, разброс значений Ct для которого не пре-
вышал 1, что позволило сравнивать значения Ct
для РНК SARS-CoV-2 без нормализации. На чет-
вертые сутки достоверных отличий в уровне РНК
SARS-CoV-2 между группами 3 и 4 не было. Об-

разцы, полученные от всех трех мышей группы 3,
были положительными ‒ среднее значение Ct со-
ставляло 26.7. В группе 4 один из трех образцов
был отрицательным, значения Ct для остальных
составляли 24.8 и 26.8. РНК SARS-CoV-2 в образ-
цах, полученных на седьмые сутки, не определя-
лась, за исключением одного образца из группы
3, где был выявлен ее низкий уровень (Ct = 29.1)

Морфологическое исследование легких мышей
На 17 сутки эксперимента (7 день после зара-

жения SARS-CoV-2 групп 3 и 4) у части животных
проводили морфологическое исследование лег-
ких. Показано, что легкие интактных мышей
(группа 1) и мышей группы 2 (17 сутки после вве-
дения AAV-DJ-hАСЕ2) имели нормальное строе-

Таблица 1. Средние значения пороговых циклов (Ct) для гена АСЕ2 в образцах, полученных из легких мышей,
после введения AAV-векторов

a Доза приведена в числе геномных эквивалентов AAV, введенных одному животному. b Указано число образцов, положитель-
ных по ПЦР, для которых вычисляли среднее значение Ct.

Вектор Дозаa

Среднее значение порогового цикла, Ct

время, сутки

7 14 21

AAV9

6 × 1010 19.7 ± 0.8 19.2 ± 1.0 20.3 ± 0.1

2 × 1010 23.3 ± 1.8 20.4 ± 0.3 20.2 ± 0.3

6 × 109 21.0 ± 0.5 21.7 ± 0.4 20.1 ± 0.8

AAV6
2 × 1010 30.4 ± 1.6 30.2 (1 из 3)b 30.5 ± 0.2 (2 из 3)b

6 × 109 31.6 (1 из 3)b 33.2 (1 из 3) b 34.3 (1 из 3)b

AAV-DJ
2 × 1010 21.7 ± 2.0 20.3 ± 1.4 21.1 ± 1.1

6 × 109 21.0 ± 0.5 23.0 ± 1.6 20.5 ± 0.5

Таблица 2. Дизайн эксперимента по заражению мышей SARS-CoV-2

a Номер группы; b вектор AAV-DJ-hАСЕ2 в дозе 2 × 1010 вводили мышам интраназально; c мышей заражали вирусом SARS-
CoV-2; d (day post-infection) ‒ день после заражения; в каждой группе проводили забор легких у трех животных; e легкие не
забирали; f определение РНК SARS-CoV-2; g инфекционный титр SARS-CoV-2.

№a Число мышей

Время, сутки

1 10 14 (4 dpid) 17 (7 dpid)

введение 
вектораb заражениеc левое легкое правое легкое левое легкое правое легкое

1 3 – – н.з.e н.з. н.з. Гистология

2 6 + – РНКf ИТg РНК
ИТ Гистология

3 6 + + РНК ИТ РНК
ИТ Гистология

4 6 – + РНК ИТ РНК
ИТ Гистология
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ние (рис. 1а‒г). На 7 сутки после инфицирования
SARS-CoV-2 у мышей из группы 4 (не трансдуци-
рованных AAV-DJ-hАСЕ2) гистоструктура легких
в целом соответствовала норме. Однако в стенке
отдельных бронхов и в соединительной ткани во-
круг единичных сосудов выявляли небольшие
лимфогистиоцитарные скопления (рис. 1д, е).

При микроскопическом исследовании легких
мышей из группы 3 (получивших AAV-DJ-hACE2) ‒
на 7 сутки после заражения SARS-CoV-2 ‒ у двух
мышей из трех обнаружены участки с выражен-
ными альтеративными и воспалительными изме-
нениями. В легком одной мыши безвоздушные
очаги и участки со сниженной воздушностью за-
нимали 60‒70% площади среза, у другой –
25‒30% (рис. 2а). Просветы бронхов в этих очагах
были заполнены гнойным экссудатом. Эпители-
альная выстилка бронхов содержала клетки с дис-
трофическими изменениями, часть эпителиоци-
тов была слущена в просвет ‒ вследствие цитопа-
тического действия коронавируса. Собственная
пластинка слизистой оболочки бронхов была уме-
ренно инфильтрирована лимфоцитами, гистиоци-
тами и нейтрофилами (рис. 2б). В адвентициаль-
ном слое бронхов отмечена гиперплазия бронхоас-
социированной лимфоидной ткани (БАЛТ). В
расположенных перибронхиально альвеолярных
ходах, альвеолах и периваскулярно выявлена вы-

раженная воспалительная инфильтрация из лим-
фоцитов и гистиоцитов, чередующаяся с обшир-
ными зонами гнойного воспаления, в которых
просвет альвеол и межальвеолярные перегородки
не определялись (рис. 2в). В зонах вне пневмонии
видна гиперемия сосудов, выраженная гиперпла-
зия БАЛТ и периваскулярной лимфоидной ткани
(рис. 2г). Таким образом, на седьмые сутки после
интраназального заражения SARS-CoV-2 мышей,
экспрессирующих hАСЕ2, в легких животных вы-
являли безвоздушные участки паренхимы, соответ-
ствовавшие бактериально-вирусной бронхопнев-
монии с началом абсцедирования.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ни одну из моделей животных, используемых
сегодня для моделирования COVID-19, нельзя
считать идеальной и полностью отражающей те-
чение инфекции в организме человека. Широко
используемая модель заболевания на сирийских
хомячках поддерживает размножение вируса и
вызывает патологический процесс в легких жи-
вотных, но не приводит к летальным исходам.
Использование мышей имеет свои преимуще-
ства. Мыши – наиболее распространенные мел-
кие лабораторные животные, их использование
дешевле и удобнее для проведения масштабных

Таблица 3. Анализ инфекционного титра и РНК SARS-CoV-2 в легких мышей

a Не определяли; b отрицательный результат.

Группа № мыши

Время, сутки

4 dpi 7 dpi

титр вируса,
lg(ТЦИД50)

вирусная РНК, Ct
титр вируса,
lg(ТЦИД50)

вирусная РНК, Ct

1

1 н.о.a н.о.

2 н.о. н.о.

3 н.о. н.о.

2
(+AAV-DJ-hACE2)

1 ‒b ‒ ‒ ‒

2 ‒ ‒ ‒ ‒

3 ‒ ‒ ‒ ‒

3
(+AAV-DJ -hACE2

+SARS-CoV-2)

1 3.25 28.4 2.25 29.1

2 3.0 24.1 2.25 ‒

3 3.0 27.5 2.0 ‒

Среднее значение 3.08 ± 0.14 26.7 ± 2.3 2.17 ± 0.14

4
(+SARS-CoV-2)

1 2.0 ‒ н.о. ‒

2 2.25 24.8 н.о. ‒

3 2.0 26.8 н.о. ‒

Среднее значение 2.08 ± 0.14
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исследований. Важное преимущество мышей –
возможность детально исследовать Т-клеточный
ответ, причем как с точки зрения его развития
при инфекции COVID-19, так и после вакцина-
ции [11]. Большой интерес представляет “леталь-

ная модель” трансгенных мышей, в геном кото-
рых встроен ген, кодирующий АСЕ2 человека ‒
ACE2, ‒ но доступ к таким животным ограничен.

Попытки обеспечить транзиентную экспрес-
сию АСЕ2 для создания модели мышей, пригод-

Рис. 1. Морфологическая характеристика легких мышей на 17 сутки эксперимента. Представлены легкие животных из
контрольной группы 1 (а, б), из группы 2 (17 сутки после введения AАV-DJ-hАСЕ2) (в, г) и из группы 4 (7 день после
заражения SARS-CoV-2) (д, е). В легких животных групп 1 и 2 (а–г) просветы бронхов свободные, в их стенке видны
единичные лимфоциты, равномерно воздушные просветы альвеолярных ходов и альвеол, тонкие межальвеолярные
перегородки. В группе 4 в стенке бронха и периваскулярно расположены небольшие лимфогистиоцитарные скопле-
ния. Окраска гематоксилином и эозином; увеличение: ×40 (а, в, д) и ×200 (б, г, е).

a б

в г

д е

50 мкм

50 мкм

50 мкм
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ной для инфицирования как SARS-CoV-1, так и
SARS-CoV-2, предпринимались ранее. Для до-
ставки гена АСЕ2 использовали аденовирусный
вектор или аденоассоциированные векторы [2‒4,
12]. C.-P. Sun и соавт. [12] показали, что интрана-
зальное введение мышам AAV6-hACE2 приводит к
низкой трансдукции, в то время как интратрахеаль-
ное введение ‒ к высокой эффективности транс-
дукции клеток легких. L. Santry и др. [9] предложи-
ли модифицированную методику интраназального
введения, которая позволила провести эффектив-
ную доставку вектора AAV6 с маркерным геном
GFP в легкие мышей. Мы также использовали
модифицированную методику для интраназаль-
ного введения AAV. Однако введение вектора
AAV6-hАСЕ2 приводило к очень низкому или не-
детектируемому уровню экспрессии hАСЕ2 в лег-

ких мышей. В то же время использование векто-
ров других серотипов: AAV9 и AAV-DJ ‒ позволило
успешно трансдуцировать клетки легких и достиг-
нуть высокого и воспроизводимого уровня экс-
прессии ACE2. Таким образом, нам удалось избе-
жать проблем, сопряженных с использованием ин-
тратрахеального введения вектора ‒ сложного и
инвазивного метода, который приводит к большой
вариабельности результатов.

При заражении животных, трансдуцирован-
ных AAV-DJ-hACE2, SARS-CoV-2 эффективно
реплицировался в легких модельных мышей: ин-
фекционный титр на 4 сутки составлял 3.08 lg и на
7 сутки снижался до 2.17 lg. Эти данные несколько
отличаются от результатов, полученных B. Is-
raelow и соавт. [3], которые показали полную эли-
минацию инфекционного вируса из легких на

Рис. 2. Морфологическая характеристика легких мышей из группы 3, трансдуцированных AАV-DJ-hАСЕ2 и заражен-
ных SARS-CoV-2, на 17 сутки эксперимента. а – Картина бронхопневмонии; б – просвет крупного бронха содержит
гнойный экссудат, эпителий с дистрофическими изменениями, лейкопедез, воспалительная инфильтрация стенки;
в – очаг бронхопневмонии: просветы бронхов, бронхиол и альвеол заполнены гнойным экссудатом со значительной
примесью макрофагов; г – зона вне бронхопневмонии: муфтообразный периваскулярный лимфогистиоцитарный ин-
фильтрат, гиперплазия БАЛТ, полнокровие сосуда. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение: ×40 (а),
×200 (б), ×100 (в, г).

a б

в г

50 мкм

100 мкм100 мкм
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7 сутки при использовании схожей модели. Не-
ожиданным для нас фактом стало определение
инфекционного вируса в низком титре у тех жи-
вотных, которым не вводили AAV-hACE2, на
4 сутки после заражения SARS-CoV-2.

Данные по выявлению вирусной РНК оказа-
лись менее информативными, чем результаты по
определению инфекционного титра: на 4 сутки
после заражения вирусную РНК обнаруживали и
в группе мышей, получивших AAV-DJ-hACE2, и в
группе без AAV-DJ-hACE2. То, что вирусная РНК
может циркулировать у мышей, не поддержива-
ющих репликацию SARS-CoV-2, было проде-
монстрировано и в ранее опубликованных рабо-
тах [3, 13].

Репликация SARS-CoV-2 в легких животных,
трансдуцированных AAV-DJ-hACE2, приводила
к развитию бактериально-вирусной бронхопнев-
монии на 7 сутки после заражения, в отличие от
животных, не получивших AAV-DJ-hACE2. При-
соединению бактериальной микрофлоры, веро-
ятно, способствовало нарушение мукоцилиарно-
го барьера воздухоносных путей, обусловленное
прямым действием вируса на мерцательный эпи-
телий бронхов. В легких нетрансдуцированных
мышей на 7 сутки после заражения SARS-CoV-2
патологических изменений не обнаружено.

Таким образом, в проведенных нами экспери-
ментах продемонстрирована возможность быст-
рого получения релевантной модели мышей, ко-
торые чувствительны к заражению SARS-CoV-2 и
могут быть использованы для исследования эф-
фективности разрабатываемых вакцин и препа-
ратов для профилактики и лечения COVID-19.

Представленная нами модель может быть в
дальнейшем усовершенствована для получения
“летальной модели” инфекции SARS-CoV-2, ко-
торая наиболее востребована для исследования
вакцин и лекарственных препаратов. Интерес-
ным направлением в оптимизации модели может
быть введение AAV-hACE2 гуманизированным
мышам. Использование таких мышей позволяет
более точно имитировать клинические проявле-
ния COVID-19 у человека, в частности хрониче-
ское течение, развитие фиброза легких, а также
системную лимфопению [13].

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 20-04-60100. Работа выполнена с использова-
нием оборудования Центра коллективного поль-
зования Научно-исследовательского института
вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова.

Все работы с животными проводились в соот-
ветствии с правилами, принятыми Европейской
конвенцией по защите позвоночных животных
(Страсбург, 1986); Приказом Министерства здра-
воохранения Российской Федерации № 199Н от
1  апреля 2016 года, Principles of Good Laboratory

Practice (OECD, ENV/MC/CUEM (98)17, 1997);
ГОСТ 33044-2014 “Принципы надлежащей лабо-
раторной практики” (идентичен GLP OECD);
Good Laboratory Practice for Nonclinical Laboratory
Studies (21 CFR Part 58, 1978, USA, FDA), рассмот-
рены и утверждены комиссией ФГБНУ “Научно-
исследовательского института вакцин и сывороток
им. И.И. Мечникова” по уходу и использованию
животных на предмет соответствия регулирую-
щим актам.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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GENERATION OF SARS-CoV-2 MOUSE MODEL BY TRANSIENT 
EXPRESSION OF THE HUMAN ACE2 GENE MEDIATED

BY INTRANASAL ADMINISTRATION OF AAV-hACE2
D. V. Glazkova1, E. V. Bogoslovskaya1, F. A. Urusov1, 2, *, N. P. Kartashova3, E. A. Glubokova3,
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One of the most important steps in the development of drugs and vaccines against a new coronavirus infection
is their testing on a relevant animal model. Laboratory mouse is the most preferred mammalian model in ex-
perimental medicine with well-studied immunology. However, mice are not susceptible to infection with
SARS-CoV-2 due to the lack of human angiotensin-converting enzyme 2 (hACE2), which is the cell receptor
of SARS-CoV-2 and necessary for the entry of the virus into the cell. In present work, it was shown that in-
tranasal administration of adeno-associated vectors AAV9 and AAV-DJ encoding the hACE2 provided a high
level of expression of ACE2 gene in the lungs of mice. In contrast, the introduction of the AAV6 vector led to
low level ACE2 expression. Infection with SARS-CoV-2 of the mice expressing hACE2 in the lungs led to vi-
rus replication and development of bronchopneumonia on the 7th day after infection. Thus, a simple method
for delivering the human ACE2 gene to the mice lungs by intranasal administration of the AAV vector has been
proposed. This approach enabled rapid generation of mouse model for studying coronavirus infection.

Keywords: hACE2, SARS-CoV-2, AAV9, AAV6, AAV-DJ, BALB/c mice
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Вирус гепатита В (ВГВ) вызывает одно из распространенных инфекционных заболеваний – хрониче-
ский гепатит В. Во всем мире в контакте с ВГВ находятся около 2 млрд. человек, при этом до 250 млн
хронически инфицированы. У пациентов с хронической инфекцией и сопутствующими заболева-
ниями, прием лекарственных препаратов может приводить к резкому усилению репликации вируса –
реактивации инфекции, часто с развитием декомпенсации печени и летальным исходом. Механиз-
мы реактивации инфекции в основном связаны с подавлением иммунного надзора и активацией
провирусных сигнальных каскадов. Определение механизмов реактивации ВГВ-инфекции необхо-
димо для рационального использования лекарственных средств и снижения смертности пациентов
с хронической формой инфекции. Нами впервые изучена роль вирусного белка НВх в реактивации
ВГВ. На модели метилированной рекомбинантной формы генома ВГВ выявлена возможность ре-
активации вируса из транскрипционно-неактивного состояния, а также изучена возможность реак-
тивации инфекции под действием генотоксических соединений (доксорубицин, пероксид водоро-
да) и препаратов таргетной терапии (сунитиниб, бортезомиб). Показано, что НВх дикого типа и, в
большей степени, мутированная форма этого белка без сигнала ядерного экспорта потенцирует ре-
пликацию вируса и способствует его реактивации. Впервые показана возможность реактивации
ВГВ из транскрипционно-неактивного состояния. Доксорубицин и пероксид водорода вызывают
реактивацию ВГВ как на модели транскрипционно-активной, так и неактивной формы генома
ВГВ. Сунитиниб вызывает слабую реактивацию ВГВ, тогда как бортезомиб не вызывает реактива-
ции вируса на моделях in vitro.

Ключевые слова: ATM, ATR, Chk1/2, кольцевая ковалентно-замкнутая ДНК, вирус гепатита В, ви-
русная нагрузка, повреждение генома, противоопухолевые препараты, коморбидность
DOI: 10.31857/S0026898422050044

ВВЕДЕНИЕ
Хронический гепатит В (ХГВ) – одно из распро-

страненных инфекционных заболеваний, смерт-
ность от исходов которого превышает 1 млн человек
в год [1] – вызывается вирусом гепатита В (ВГВ).
Полное излечение ХГВ при использовании совре-
менных противовирусных препаратов невозможно.
В редких случаях при длительном приеме проти-

вовирусных препаратов может происходить серо-
конверсия по антигенам ВГВ, сопровождаемая
подавлением вирусной репликации и снижением
вирусной нагрузки с помощью иммуноопосредо-
ванных механизмов [2]. Снижение вирусной ре-
пликации ассоциировано со значительным умень-
шением рисков развития гепатоцеллюлярной кар-
циномы и цирроза печени [1, 3].
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При лечении пациентов с ХГВ либо со скры-
той формой ХГВ с сопутствующими заболевани-
ями прием лекарственных препаратов часто
приводит к реактивации инфекции – резкому
увеличению уровней репликации вируса [4–7].
Последствия такой реактивации могут варьиро-
вать от бессимптомных до фатальной декомпен-
сации функции печени. В этой связи для сниже-
ния/предотвращения нежелательных реакций и
снижения смертности пациентов с ХГВ и сопут-
ствующими заболеваниями необходим монито-
ринг маркеров ВГВ-инфекции и рациональное
назначение лекарственных средств. Понимание
вирусологических основ реактивации ВГВ-ин-
фекции при приеме различных препаратов поз-
волит подбирать нужные препараты и определять
оптимальные стратегии лечения подобных паци-
ентов, тем самым сводя к минимуму риски небла-
гоприятных исходов.

Вирусный белок HBx является основным фак-
тором, ответственным за регуляцию репликации
ВГВ в зараженных клетках. Белок HBx участвует в
инициации и поддержании транскрипции всех ви-
русных РНК с матриц кольцевой ковалентно за-
мкнутой ДНК (ккзДНК) ВГВ [8]. В зараженных
клетках HBx локализуется как в ядре, так и в цито-
плазме. Преимущественная локализация белка
определяется уровнем экспрессии HBx и, соответ-
ственно, уровнями вирусной репликации. Низкий
уровень HBx в клетке способствует ядерной лока-
лизации белка, при среднем уровне белок распре-
делен равномерно по клетке, в то время как при
высоких значениях вирусной репликации HBx ло-
кализуется преимущественно в цитоплазме [9, 10].
В активации вирусного цикла принимают участие
как цитоплазматическая, так и внутриядерная фор-
мы HBx, причем обе формы вносят практически
одинаковый вклад в активацию транскрипции с
ккзДНК [9].

НВх осуществляет многофакторную регуля-
цию транскрипции ккзДНК, главным образом, за
счет разрушения комплекса SMC5/6 (structural
maintenance of chromosomes 5/6 ) [11] и ремодели-
рования хроматина, ассоциированного с ккзДНК
[12]. HBx связывает Е3-содержащую убиквитин-
лигазу DDB1, тем самым способствуя убиквитини-
рованию SMC5/6, что, в свою очередь, приводит к
деградации комплекса. В отсутствие HBx либо при
нарушении взаимодействия HBx с DDB1 происхо-
дит восстановление комплексов SMC5/6, которые
связываются с ккзДНК и блокируют транскрип-
цию вирусного генома. Другой механизм актива-
ции вирусного цикла белком HBx в ядре – эпиге-
нетическое ремоделирование хроматина ккзДНК
за счет привлечения факторов, вызывающих об-
разование эухроматина (гистоновых деацетилаз
HDAC1 и Sirt1, ацетилтрансфераз p300, CBP, PCAF,
а также ряда факторов транскрипции, включая
E2F1) [13]. Усиление транскрипции ВГВ цито-

плазматическим HBx связано с активацией ряда
сигнальных путей. За счет C-концевого региона
HBx проявляет тропность к мембране митохон-
дрий (значительная часть цитоплазматического
HBx связывается с митохондриями) [14]. В ре-
зультате HBx вызывает образование значительного
количества активных форм кислорода, которые
вносят одноцепочечные и двухцепочечные разры-
вы в ДНК инфицированной клетки и активируют
сигнальные пути, участвующие в репарации ДНК,
включая сигнальный путь АТМ/ATR [15]. Извест-
но, что повреждение генома и кислородный стресс
влияют на репликацию многочисленных вирусов
[16–18].

Белки ATM (ataxia telangiectasia mutated) и ATR
(ataxia telangiectasia and Rad3-related) принадле-
жат к семейству фосфоинозитид-3-киназа-зави-
симых киназ и являются ключевыми регулятора-
ми ответа на повреждение ДНК. Мишенями АТМ
и ATR служат в том числе факторы прохождения
клеточного цикла – киназы контрольных точек 1
и 2 (Chk2, Chk1, checkpoint kinase 2 и 1) соответ-
ственно. Впервые роль ATR в репликации ВГВ
показали Zhao и соавт. [19, 20]. В частности, пока-
зано, что усиление репликации ВГВ происходит за
счет ATR-зависимого фосфорилирования Chk1,
p53 и Н2АХ. Кроме того, Kim и соавт. [15] показа-
ли, что цитоплазматический НВх индуцирует об-
разование активных форм кислорода в клетке,
активируя АТМ и вызывая фосфорилирование
Chk2. Недавно нашей группой показано, что хи-
миотерапевтический препарат доксорубицин, а
также пероксид водорода усиливают транскрип-
цию АТМ и ATR и вызывают многократное уси-
ление репликации ВГВ [21]. Помимо этого, Luo и
соавт. впервые обнаружили участие пути ATR-
Chk1 в ключевом этапе поддержания персистен-
ции вируса – образовании ккзДНК ВГВ из пред-
шественника. Подавление образования ATR и
Chk1 снижало формирование ккзДНК. В послед-
ней работе, посвященной данной проблеме, Luby-
ova и соавт. [22] показали, что химиотерапевтиче-
ские лекарственные препараты активируют путь
АТМ-Chk2, вызывая фосфорилирование корового
белка ВГВ (HBcAg), увеличение инкапсидирова-
ния прегеномной РНК ВГВ и образование про-
межуточных форм генома.

В целом, возможность реактивации ВГВ-ин-
фекции при действии различных препаратов
остается малоизученной. Известна возможность
реактивации вируса при воздействии иммуносу-
прессоров, антрациклинов (доксорубицин, эпи-
рубицин) и распространенных химиопрепаратов,
а также ритуксимаба и других препаратов, разру-
шающих В-клетки, ингибиторов фактора некроза
опухолей-α, ингибиторов тирозинкиназ, ингиби-
торов кальцинейрина (циклоспорин, такролимус),
использовании антиметаболитов (азатиоприн, 6-
меркаптопурин, метотрексат), ингибиторов кон-
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трольных точек иммунного ответа PD1/PD1-L/CT-
LA4 (ниволумаб, пембролизумаб, ипимумаб). За-
регистрированы также единичные случаи реакти-
вации при применении ряда препаратов прямого
противовирусного действия для лечения инфек-
ции, вызванной вирусом гепатита С. Описаны
различные механизмы, посредством которых в
реактивации вируса участвуют разные группы
препаратов. В целом, можно выделить два ос-
новных механизма: подавление иммунного от-
вета и повреждение клеточного генома человека
с активацией провирусных сигнальных путей. Ча-
стота реактивации, вызываемой разными группа-
ми препаратов, может варьировать от нескольких
процентов до 50–70% [23]. Тем не менее, возмож-
ность реактивации ВГВ под действием большин-
ства традиционных химиотерапевтических пре-
паратов до сих пор не анализировали.

К серологическим факторам риска реактивации
инфекции относятся: наличие HBsAg, HBeAg в сы-
воротке крови, высокая вирусная нагрузка (уровни
ДНК ВГВ в сыворотке крови >10000 МЕ/мл) и
уровни анти-HBc-антител (≥6.41 МЕ/мл) [23]. Из-
вестно, что высокая вирусная нагрузка является
одним из факторов риска реактивации ВГВ-ин-
фекции, однако роль НВх, основного регулятора
вирусной транскрипции, а также цитоплазмати-
ческой и ядерной форм белка НВх в реактивации
ВГВ-инфекции, фактически не изучена.

В нашей работе изучено влияние белка HBx
дикого типа и белка HBxNESM с ядерной лока-
лизацией (мутация в сигнале ядерного экспорта,
NES (nuclear exportation signal) нарушает выход
белка в цитоплазму) [24] на реактивацию ВГВ-
инфекции при действии ДНК-повреждающих
агентов (доксорубицин, пероксид водорода) и
препаратов таргетной терапии (ингибитор тиро-
зинкиназ сунитиниб, ингибитор протеасом бор-
тезомиб).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение рекомбинантной ккзДНК и метили-
рованной рекомбинантной ккзДНК. Рекомбинант-
ная ккзДНК (рккзДНК) ВГВ получена с исполь-
зованием технологии “minicircle” в системе бак-
териальной рекомбинации ZYCY10P3S2T E. сoli,
как показано ранее [25], и выделена с помощью
коммерческого набора MaxiPrep Plasmid Kit
(“QIAGEN”, ФРГ). рккзДНК метилировали с по-
мощью M.SssI CpG-метилтрансферазы (“СибЭн-
зим”, Россия) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. рккзДНК (1 мг) инкубировали с
M.SssI CpG-метилтрансферазой при 37°C в тече-
ние 30 мин с последующей очисткой набором
Qiagen PCR purification kit (“QIAGEN”, ФРГ).
Метилирование ккзДНК подтверждали путем ре-
стрикционного анализа с использованием чувстви-

тельной к метилированию рестриктазы Hpa II, как
показано ранее [26].

Культивирование клеток человека. Линию кле-
ток HepG2 культивировали в среде DMEM с высо-
ким содержанием глюкозы (4.5 г/л) с добавлением
10% фетальной сыворотки крупного рогатого ско-
та (FBS), 2 мкМ L-глутамина и 1% пеницилли-
на/стрептомицина. Клетки рассевали в культураль-
ные планшеты до достижения ~60% конфлуентно-
сти ко дню трансфекции. Клетки трансфицировали
с помощью реагента Lipofectamine3000 (“Thermo
Fisher Scientific”, США), как описано ранее [21],
плазмидой, кодирующей одну из форм белка HBx
(HBx, addgene #65463; HBxNESM, addgene #24932)
либо контрольной плазмидой, не кодирующей
HBx, и рккзДНК в соотношении 1 : 1.

Обработка клеток. Через 48 ч после трансфек-
ции, клетки обрабатывали препаратами либо пе-
роксидом водорода в течение 1 ч в концентраци-
ях, указанных в табл. 1. После инкубации в тече-
ние 1 ч клетки дважды промывали фосфатным
буфером и добавляли полную культуральную среду.

Выделение нуклеиновых кислот. Нуклеиновые
кислоты выделяли с помощью набора AmpliSens
Riboprep (“AmpliSens”, Россия) в соответствии с
инструкциями производителя на 4 сут после транс-
фекции. Для анализа ккзДНК нуклеиновые кисло-
ты обрабатывали T5 экзонуклеазой (“New En-
gland Biolabs”, США) в течение 60 мин при 37°C с
инактивацией фермента при 70°C в течение 20 мин.

ПЦР-анализ. Количественную полимеразную
цепную реакцию (кПЦР) в режиме реального
времени проводили с использованием флуорес-
центных зондов TaqMan. В образце нуклеиновых
кислот анализировали ДНК ВГВ. В образце, обра-
ботанном T5 экзонуклеазой, определяли ккзДНК
ВГВ. Праймеры для амплификации ДНК и
ккзДНК ВГВ использовали согласно [27, 28].
Уровни ДНК ВГВ и ккзДНК нормировали на
уровни ДНК β-глобина человека. Относительные
уровни рассчитывали с помощью метода ΔΔCt.

Иммунохимический анализ. Клетки HepG2 рас-
саживали в культуральные планшеты с покров-
ными стеклами. В конечной точке эксперимента
клетки фиксировали 4%-ным раствором пара-
формальдегида в течение 10 мин, после чего от-

Таблица 1. Концентрация веществ, использованных в
работе

Вещество Концентрация

Доксорубицин 0.2 мкM
Н2О2 0.4 мМ
Сунитиниб 1.25 мкM
Бортезомиб 50 нМ
ДМСО 1.25 мкM
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мывали 3 раза Трис-гидрохлоридом (50 мМ, рН
8.0) с последующей инкубацией в течение 30 мин
в блокирующем буфере (0.02% Тритон Х-100, 10%
лошадиная сыворотка, 150 мМ NaCl в растворе
Трис-гидрохлорида (50 мМ, рН 8.0). Далее стек-
ла инкубировали с первичными поликлональ-
ными кроличьими анти-НВх-антителами (Abcam
ab39716, Великобритания) в течение 1 ч при ком-
натной температуре, затем стекла отмывали
3 раза в течение 10 мин отмывочным буфером
(0.02% Тритон Х-100, 200 мМ NaCl в растворе
Трис-гидрохлорида (50 мМ, рН 8.0) и инкубиро-
вали со вторичными анти-кроличьими антитела-
ми козы, конъюгированными с меткой Alexa Flu-
or 594 (Abcam ab150080) и реактивом для окраши-
вания ядер Hoechst33342 (Abcam ab228551) при
комнатной температуре в течение 1 ч. Стекла за-
ключали в среду Fluoroshield (Abcam ab104135).
Визуализацию проводили на флуоресцентном
микроскопе Leica DMI6000 с иммерсионными
объективами ×100. Работу проводили с использо-
ванием оборудования ЦКП ИБР им. Н.К. Коль-
цова РАН.

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных проводили в программе GraphPad
Prism 7 с помощью t-критерия Стьюдента. Разли-
чия считали значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сверхэкспрессия HBx и HBxNESM усиливает цикл 

вируса гепатита В
Первым этапом изучения влияния HBx на ре-

активацию ВГВ-инфекции при воздействии раз-
личных препаратов стала оценка влияния НВх и
мутированной формы НВх на репликацию ВГВ
per se.

Для оценки отличий в клеточной локализации
НВх клетки HepG2 трансфицировали плазмида-
ми, кодирующими один из белков HBx (HBx ди-
кого типа либо HBxNESM), а также рккзДНК.
Через 48 ч после трансфекции проводили имму-
ноцитохимический анализ распределения белка
НВх в клетках HepG2 (рис. 1а). Как и ожидалось,
белок дикого типа распределен по ядру и цито-
плазме клеток, в то время как белок с мутантным
сигналом ядерного экспорта NES (HBxNESM)
локализовался исключительно в ядре и не детек-
тировался в цитоплазме (рис. 1а).

Далее с помощью ПЦР-анализа уровней сум-
марной внутриклеточной ДНК ВГВ и ккзДНК на
модели рккзДНК изучены эффекты HBx и HBx-
NESM на репликацию ВГВ (рис. 1б). Показано,
что оба вида белка НВх вызывают значительное
увеличение уровней ДНК ВГВ (НВх – в ~2.5 раза
и HBxNESM – в ~7 раз) и ккзДНК ВГВ (НВх – в
~14 раз и НВхNESM – в ~9 раз) (рис. 1б). Белок
HBxNESM вызывал более значимое увеличение

уровней ДНК ВГВ, чем НВх дикого типа, но менее
существенно повышал уровни ккзДНК (рис. 1б).
Следовательно, НВх дикого типа и НВхNESM
усиливают репликацию ВГВ, но с неодинаковой
выраженностью.

Белок НВх усиливает реактивацию ВГВ-инфекции 
при действии генотоксических агентов

Далее было изучено влияние HBx дикого типа
и HBxNESM на реактивацию ВГВ при действии
генотоксических агентов (доксорубицина –докс,
и пероксида водорода – Н2О2) и препаратов тар-
гетной терапии (сунитиниба – Сун, и бортезоми-
ба – Борт). Таргетные препараты широко исполь-
зуются в терапии онкологических заболеваний,
однако механизм их действия основан не на пря-
мом повреждении генома, как в случае геноток-
сических агентов, а на блокаде отдельных сиг-
нальных путей.

С этой целью клетки, трансфицированные
плазмидой НВх, НВхNESM либо некодирующей
плазмидой, а также рккзДНК, обрабатывали со-
единениями в выбранных концентрациях. Кон-
трольный образец обрабатывали раствором диме-
тилсульфоксида (ДМСО).

Обработка клеток доксорубицином, перокси-
дом водорода либо сунитинибом приводила к уве-
личению уровней ДНК и ккзДНК ВГВ в ~2–7 раз
(рис. 2а–в). Напротив, бортезомиб снижал пара-
метры ВГВ (рис. 2г). В условиях сверхэкспрес-
сии НВх либо HBxNESM уровни реактивации
ВГВ были значительно выше при использовании
генотоксических агентов (рис. 2а, б). Уровни
ккзДНК/ДНК ВГВ увеличивались в ~40–200 раз
при обработке доксорубицином и пероксидом
водорода в клетках с гиперпродукцией НВх/HBx-
NESM (рис. 2а, б), в то время как сунитиниб при-
водил к ~4–5-кратному увеличению уровней
ДНК ВГВ (рис. 2в). В контрольной группе с бор-
тезомибом отмечено снижение вирусной ре-
пликации, однако в условиях сверхэкспрессии
НВх/HBxNESM бортезомиб индуцировал ~2–5-
кратное увеличение уровней ДНК и ккзДНК ВГВ
(рис. 2г). Повышение уровней вирусной реплика-
ции при использовании препаратов таргетной те-
рапии совместно с НВх было сопоставимым с
действием НВх с ДМСО (рис. 1, рис. 2в, г).

Таким образом, сверхэкспрессия различных
форм HBx потенцирует реактивацию ВГВ-ин-
фекции при действии генотоксических агентов.
Сунитиниб слабо влияет на реактивацию ВГВ,
бортезомиб не вызывает реактивации ВГВ in vitro.
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Реактивация транскрипционно-неактивной 
метилированной ккзДНК ВГВ

Основная форма генома ВГВ, ккзДНК, в ходе
патогенеза ХГВ и при приеме различных препа-
ратов [29] подвергается различным эпигенетиче-
ским модификациям, таким как модификация
гистонов и метилирование ДНК [30]. Метилиро-
вание ккзДНК снижает транскрипцию и подавляет
репликацию ВГВ. Действительно, гиперметилиро-
вание ккзДНК приводит к снижению образования

прегеномной РНК ВГВ на >90% [26]. Криптиче-
ская транскрипционно-неактивная ккзДНК может
служить своего рода депо для восстановления ви-
русной репликации и реактивации ВГВ-инфек-
ции. Особенно это касается пациентов с низкими
либо недетектируемыми уровнями вирусных
маркеров (ДНК ВГВ), и с анти-HBc-антителами
(маркером контакта организма с ВГВ). Вместе с
этим, возможность реактивации транскрипцион-
но-неактивной формы генома ВГВ ранее не была

Рис. 1. Влияние HBx и HBxNESM на репликацию ВГВ. а – Иммуноцитохимическое выявление белка HBx (красное
свечение). Ядра окрашены красителем Hoescht33324 (синее свечение). б – Относительные уровни внутриклеточной
ДНК ВГВ (черные столбцы) и ккзДНК ВГВ (серые столбцы) при действии HBx либо HBxNESM на модели с рккзДНК
по данным ПЦР в реальном времени. Нормирование проведено на уровни ДНК β-глобина человека. Планки погреш-
ностей соответствуют стандартным отклонениям. Уровни значимости: +p < 0.05; Δp < 0.01; οp < 0.005; *p < 0.001.
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исследована. В данной работе впервые изучена
возможность реактивации репликации гиперме-
тилированного генома вируса при действии раз-
личных форм НВх-белка, а также и при действии
генотоксических агентов и препаратов для тар-
гетной терапии (б).

Нами показано, что увеличение репликации
гиперметилированной рккзДНК ВГВ (~трех-
кратное повышение уровней ккзДНК) происхо-
дит только при использовании НВх дикого типа
(рис. 3). HBxNESM не вызывает статистически
значимого увеличения уровней вирусных интер-
медиатов.

В рамках данной работы впервые выявлена
возможность реактивации гиперметилированной

рккзДНК ВГВ под действием генотоксических
агентов (рис. 4а, б). Доксорубицин не влиял на
уровни ДНК ВГВ, однако вызывал увеличение
уровней ккзДНК в ~5.5 раз. Обработка перокси-
дом водорода повышала уровни как ДНК ВГВ, так
и ккзДНК ВГВ в ~4 раза (рис. 4б).

С другой стороны, среди препаратов таргетной
терапии только бортезомиб незначительно увели-
чивал уровни ДНК ВГВ (рис. 4г). Реактивация ви-
русной репликации происходила только при про-
дукции белка НВх дикого типа и действии гено-
токсических соединений. Совместное действие
сунитиниба либо бортезомиба с НВх не усиливало
репликацию ВГВ в сравнении с действием инди-
видуальных факторов (рис. 3, рис. 4в, г). При

Рис. 2. Влияние белков HBx на реактивацию ВГВ-инфекции под действием генотоксических агентов и препаратов для
таргетной терапии. Уровни репликации ВГВ при действии доксорубицина (а), пероксида водорода (б), сунитиниба (в)
и бортезомиба (г). ДНК ВГВ и ккзДНК анализировали с помощью ПЦР в реальном времени. Контроль – клетки,
трансфицированные рккзДНК; Докс, Н2О2, Сун, Борт – клетки, трансфицированные рккзДНК и обработанные со-
ответствующим агентом. Планки погрешностей соответствуют стандартным отклонениям. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <
< 0.005; ****p < 0.001.
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экспрессии HBxNESM уровни вирусных марке-
ров не отличались от уровней в образцах, обра-
ботанных химическим агентом. Наиболее зна-
чительная реактивация (вплоть до 100-кратного
увеличения ккзДНК) происходила при одновре-
менной продукции НВх и обработке генотокси-
ческими соединениями (рис. 4а, б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Реактивацию ВГВ можно купировать с помо-

щью современных препаратов прямого противо-
вирусного действия [31]. Тем не менее, у пациен-
тов с хронической формой инфекции нередко
возможны тяжелые либо даже смертельные по-
следствия реактивации ВГВ. По различным дан-
ным смертность при реактивации ВГВ может ва-
рьировать от 0–20 до >50% [31]. Нами изучена
роль ключевого фактора транскрипции ВГВ –
белка НВх – в реактивации ВГВ генотоксически-
ми препаратами и препаратами таргетной тера-
пии. Белок НВх необходим для инициации и под-
держания репликации ВГВ. Взаимодействуя с
ккзДНК в ядре, НВх активирует транскрипцию
вирусных РНК. В цитоплазме НВх активирует пу-
ти трансдукции сигналов, способствующие вирус-
ной репликации, включая пути выживания клет-
ки, метаболизма, пролиферации и транскрипции.
HBx взаимодействует более чем со 100 различны-
ми белками в клетке [32]. Поскольку цитоплазма-
тический НВх индуцирует образование активных
форм кислорода и повреждение генома клетки,
этот белок может также стимулировать реплика-
цию ВГВ за счет активации путей репарации по-
вреждений ДНК (например, АТМ и ATR) [21].
Вместе с этим, роль НВх в реактивации ВГВ до
сих пор оставалась неизученной. В данной работе
впервые показано, что белок НВх может значи-
тельно потенцировать реактивацию ВГВ-ин-
фекции, причем потенцирование происходит
при использовании как НВх дикого типа, так и
НВхNESM (рис. 2а, б). Интересно, что усиление
реактивации наблюдается только при действии
НВх с генотоксическими агентами, в то время как
потенцирования действия препаратов таргетной
терапии не происходит (рис. 2в, г). Последнее
указывает не только на различия в механизмах ре-
активации препаратами разных групп, но и поз-
воляет предположить существование особенно-
стей влияния НВх на жизненный цикл ВГВ в из-
мененных условиях функционирования клеток.

Как отмечено выше, существуют два принци-
пиальных механизма реактивации ВГВ: за счет
подавления иммунного ответа (кортикостерои-
ды, ритуксимаб, ингибиторы фактора некроза
опухолей-α и др.) и индукции вирусной реплика-
ции в инфицированных клетках, главным обра-
зом за счет активации путей репарации повре-
ждений ДНК (доксорубицин, винкристин, цис-

платин, бусульфан, циклофосфамид и др.) [33].
Тем не менее, возможность реактивации ВГВ за
счет непосредственного воздействия большин-
ства лекарственных препаратов с установленным
иммуносупрессорным действием на инфициро-
ванные клетки не изучали.

Ряд препаратов таргетной терапии, включая
ингибиторы протеасом и ингибиторы тирозинки-
наз, имеют средний (от 1 до 10%) риск реактива-
ции ВГВ у хронически инфицированных пациен-
тов [19]. В отличие от генотоксических соединений
(доксорубицин и пероксид водорода), которые ин-
дуцируют выраженную реактивацию ВГВ-инфек-
ции (рис. 2), препарат таргетной терапии бортезо-
миб не вызывает реактивацию ВГВ, только суни-
тиниб слабо увеличивает репликацию вируса
(рис. 2в, г). Реактивация ВГВ под действием ге-
нотоксических соединений связана с активацией
сигнальных каскадов АТМ и ATR. В то же время
механизмы действия препаратов таргетной тера-
пии до сих пор не изучены.

Сунитиниб – мультитаргетный ингибитор ти-
розинкиназ. Мишенью сунитиниба служат ре-
цепторы фактора роста эндотелия сосудов, FMS-
подобной тирозинкиназы-3 и колониестимули-
рующего фактора [34]. Помимо этого, сунитиниб
оказывает миелосупрессорное действие за счет
подавления активности c-kit [35]. Предполагает-
ся, что механизмом реактивации ВГВ при дей-
ствии сунитиниба как раз и является миелосу-
прессорная активность. Вместе с этим, на модели
клеток in vitro нами впервые показана слабая ре-

Рис. 3. Влияние белков НВх на репликацию тран-
скрипционно-неактивной рккзДНК. Планки по-
грешностей соответствуют стандартным отклонени-
ям. *p < 0.001. Км – контрольный образец с метилиро-
ванной рккзДНК ВГВ.
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активирующая активность сунитиниба (рис. 2в).
Следовательно, сунитиниб может вызывать реак-
тивацию ВГВ-инфекции у пациентов с хрониче-
ским гепатитом В как за счет миелосупрессорных
эффектов, так и за счет прямого воздействия на
ВГВ-инфицированные клетки. Ранее показали,
что сунитиниб вызывает повреждение ДНК и
увеличивает образование фокусов γ-H2AX (мар-
керов разрывов ДНК) в клетках, а также незначи-
тельно усиливает экспрессию ATM и ATR [21, 22],
что может стимулировать жизненный цикл виру-
са. Кроме того, сунитиниб вызывает остановку
клеточного цикла в фазе G1/S за счет увеличения

экспрессии фактора транскрипции DEC1 [23].
Известно, что прекращение деления клеток, ин-
фицированных ВГВ, способствует накоплению
ккзДНК ВГВ в клетках и увеличению вирусной
репликации [36]. Определение механизмов про-
вирусного действия сунитиниба требует дальней-
ших исследований.

Бортезомиб – ингибитор протеасом и антине-
опластический агент, используемый при множе-
ственной миеломе и некоторых лимфомах. Бор-
тезомиб также негативно влияет на функции В-
клеток и плазматических клеток, включая ВГВ-
специфичные [19]. Обработка бортезомибом

Рис. 4. Реактивация транскрипционно-неактивной метилированной ккзДНК ВГВ. Уровни ДНК ВГВ и ккзДНК ВГВ
при обработке клеток с метилированной рккзДНК доксорубицином (а), пероксидом водорода (б), сунитинибом (в) и
бортезомибом (г). Планки погрешностей соответствуют стандартным отклонениям. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.005;
****p < 0.001.
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культивируемых клеток in vitro не вызывала реак-
тивации ВГВ. Напротив, нами отмечено сниже-
ние параметров вирусного цикла, особенно уров-
ней ккзДНК ВГВ (рис. 2г). С использованием в
качестве модели трансгенных мышей Bandi и со-
авт. показали, что бортезомиб значительно сни-
жает (около 90%) параметры вирусного цикла
[24], что согласуется с нашими данными. Возмож-
ными механизмами снижения вирусного цикла
могут быть увеличение времени жизни вирусной
полимеразы за счет блокады протеасомной дегра-
дации и ускорение инкапсидирования прегеном-
ной РНК ВГВ. С другой стороны, влияние бор-
тезомиба на вирусный цикл в работе Bandi и со-
авт. было дозозависимым: при этом средняя доза
(1 мг/кг) подавляла вирусный цикл, а высокая
(5 мг/кг) оказывала провирусное действие [24].
Описано также увеличение уровней HBx в клетке,
вызванное действием других ингибиторов проте-
асом [37–39], за счет блокирования протеасомно-
го разрушения НВх, что может приводить к уве-
личению вирусного цикла, объясняя провирус-
ное действие высоких доз бортезомиба.

Один из наименее изученных аспектов вирусно-
го гепатита В – эпигенетическая гетерогенность
внутриядерного пула ккзДНК, основной формы
генома ВГВ, и возможность реактивации/восста-
новления репликации вируса из транскрипцион-
но-инактивированного состояния [40]. Эти аспек-
ты приобретают особую актуальность в связи с раз-
работкой методов эпигенетического подавления
активности ккзДНК и других перспективных под-
ходов к функциональному излечению ХГВ [41,
42]. Молекулы ккзДНК содержат три–четыре ка-
нонических островка CpG, которые служат ми-
шенями для ДНК-метилтрансфераз. В зависимо-
сти от стадии заболевания и вирусологических
особенностей при ХГВ выявляют молекулы
ккзДНК с разной степенью метилирования. Ме-
тилирование ккзДНК ассоциировано со сниже-
нием вирусной репликации, частой конверсией
ВГВ по HBeAg, в целом, оно ассоциировано с бо-
лее низкой вирусной нагрузкой [30]. В нашей ра-
боте впервые установлена возможность восста-
новления вирусной репликации белком НВх из
гиперметилированного состояния генома ВГВ.
Экспрессия белка НВх дикого типа более чем в
3 раза увеличивала уровни ккзДНК (рис. 3). Бо-
лее 10 лет назад было показано, что внутриядерный
НВх связывается с минихромосомами ккзДНК и
эпигенетически активирует транскрипцию виру-
са [12]. Однако возможность активации тран-
скрипции гиперметилированной (транскрипци-
онно-неактивной) ккзДНК белком НВх не изуча-
ли. Мы впервые показали, что внутриядерный
белок HBxNESM не вызывает активацию вирус-
ной репликации, в то время как НВх дикого типа
способствует восстановлению цикла ВГВ (рис. 3).
Эти данные указывают на то, что восстановление

репликации из гиперметилированного состояния
ккзДНК может быть связано не с прямым взаи-
модействием НВх с минихромосомами, а с акти-
вацией цитоплазматических провирусных каска-
дов. Кроме того, впервые показана возможность
реактивации ВГВ из гиперметилированного со-
стояния при воздействии генотоксических агентов
(рис. 4а, б). Подобная реактивация потенцируется
только белком НВх дикого типа (рис. 4а, б).

Известно, что после разрешения острой ВГВ-
инфекции ккзДНК может сохраняться в гепато-
цитах человека в течение всей жизни. Отсутствие
активной вирусной инфекции в таких случаях
объясняют развитием иммунологического кон-
троля и подавлением активности ккзДНК [43].
Действительно, у лиц с ослабленным иммунитетом
и историей острой ВГВ-инфекции в анамнезе воз-
можна реактивация инфекции, обусловленная ак-
тивацией транскрипции остаточной ккзДНК [44].
Наши результаты впервые указывают на возмож-
ность реактивации транскрипционно-неактивной
ккзДНК под действием генотоксических агентов,
что может иметь существенное значение для лече-
ния лиц с историей инфекции ВГВ (определяется
по наличию анти-HBc-антител).

В заключение следует отметить, что реактива-
ция ВГВ-инфекции остается актуальной пробле-
мой современного здравоохранения. Определе-
ние спектра лекарственных препаратов и меха-
низмов реактивации инфекции необходимо для
снижения частоты нежелательных побочных яв-
лений и смертности при лечении лиц с историей
ВГВ-инфекции.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований (№ 20-
515-12010 и № 20-015-00442).
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HBx PROTEIN POTENTIATES HEPATITIS B VIRUS REACTIVATION
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Hepatitis B virus (HBV) can cause chronic hepatitis B, one of the most widespread infectious diseases.
Worldwide estimates suggest that over 2 billion people are affected by HBV, with over 250 million people de-
veloping chronic infection. Patients with chronic infection during the treatment of comorbidities may devel-
op abrupt increase of viral replication – HBV reactivation, leading to liver decompensation and, in some cas-
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es, death. Mechanisms of HBV reactivation occur mostly due to suppression of antiviral immune response
and activation of intracellular pro-viral signaling. Defining the mechanisms of HBV reactivation is necessary
for the rational use of drugs and reducing mortality of patients with chronic infection. In this study, for the
first time we studied the effects of HBx protein on HBV reactivation, described reactivation of HBV from
transcriptionally inactivated state at the model of methylated recombinant genome of HBV, and investigated
HBV reactivation upon treatment with genotoxic agents (doxorubicin, hydrogen peroxide) and targeted drug
therapies (sunitinib, bortezomib). We report that both wild type HBx protein and, to a greater extent, a mu-
tant form of HBx protein without nuclear exportation signal, potentiate viral replication and promote HBV
reactivation. For the first time, we demonstrate that HBV can reactivate from transcriptionally inactivated ge-
nomic form. Doxorubicin and hydrogen peroxide induce HBV reactivation both at the model of transcrip-
tionally active and at the model of transcriptionally silenced viral genome. Sunitinib weakly reactivates HBV,
while bortezomib does not affect HBV replication in vitro.

Keywords: ATM, ATR, Chk1/2, cccDNA, HBV DNA, viral load, DNA damage, anticancer therapies, co-
morbidities
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Изменения метаболических путей часто связаны с развитием широкого спектра патологий. Усилен-
ный гликолиз в условиях достаточного снабжения тканей кислородом и его разобщение с циклом Креб-
са, известные как аэробный гликолиз, или эффект Варбурга, ‒ отличительная черта многих злокаче-
ственных новообразований. Идентификация конкретных метаболических сдвигов позволяет характери-
зовать метаболическое программирование отдельных типов опухолевых клеток, стадию их
трансформации и прогнозировать их метастатический потенциал. Вирусная инфекция также может из-
менять метаболизм клеток для обеспечения процесса вирусной репликации. Инфекция вирусом имму-
нодефицита человека 1 типа (ВИЧ-1) ассоциирована с повышенной частотой развития различных онко-
логических заболеваний, а для отдельных вирусных белков выявлен онкогенный потенциал. В частно-
сти, ранее нами показано, что экспрессия обратной транскриптазы (ОТ) ВИЧ-1 в клетках
аденокарциномы молочной железы 4T1 приводит к усилению туморогенного и метастатического потен-
циала клеток in vitro и in vivo по механизму, связанному со способностью ОТ индуцировать в клетках ак-
тивные формы кислорода (АФК). Целью представленной работы было изучение молекулярного меха-
низма этого процесса, а именно влияние ОТ ВИЧ-1 на ключевые метаболические пути, связанные с опу-
холевой прогрессией: гликолиз и митохондриальное дыхание. Экспрессия ОТ ВИЧ-1 не оказывала
эффекта на процесс гликолиза. В то же время она приводила к усилению митохондриального дыхания и
уровня синтеза АТФ в клетке, при этом не влияя на доступность субстратов – доноров углерода для цикла
Кребса, – что исключает влияние ОТ на метаболитические ферменты клеток. Усиление митохондриаль-
ного дыхания было связано с восстановлением митохондриальной сети, несмотря на ОТ-индуцирован-
ное снижение митохондриальной массы. Усиление митохондриального дыхания может увеличивать по-
движность клеток, что объясняет их повышенную туморогенность и метастатический потенциал. Эти
данные важны для понимания патогенеза инфекции ВИЧ-1, включая стимуляцию процесса образования
и распространения ассоциированных с ВИЧ-1 злокачественных новообразований.
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Развитие широкого спектра патологий сопро-
вождается изменением метаболизма клеток. К
наиболее известным примерам относится эффект

Варбурга, заключающийся в усилении гликолиза
и разобщении этого процесса с циклом Кребса
[1]. Такое усиление сопровождается активацией

# Эти авторы внесли равный вклад.
Сокращения: ECAR (extracellular acidification rate) ‒ скорость внеклеточного закисления; FCCP (carbonyl cyanide-4-(trif luo-
romethoxy)phenylhydrazone) ‒ карбонилцианид-4-трифторметоксифенилгидразон; MN (mitochondrial network) ‒ митохон-
дриальная сеть; OCR (oxygen consumption rate) ‒ скорость поглощения кислорода; SD (standard deviation) ‒ стандартное от-
клонение; АФК ‒ активные формы кислорода; ВГВ ‒ вирус гепатита В; ВГС ‒ вирус гепатита С; ВИЧ-1 ‒ вирус иммуноде-
фицита человека 1 типа; ВПЧ ВКР ‒ вирус папилломы человека высокого канцерогенного риска; ВЭБ ‒ вирус
Эпштейна‒Барр; ОТ ‒ обратная транскриптаза; СПИД ‒ синдром приобретенного иммунного дефицита; фг ‒ фемтограмм.
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анаболических путей, связанных с гликолизом:
пентозофосфатного пути (биосинтез нуклеоти-
дов), de novo биосинтеза серина/глицина (связан-
ных с фолатным циклом), пути биосинтеза глюко-
заминогликанов и т.д. [1]. Разобщение гликолиза и
цикла Кребса не означает снижения дыхательной
активности митохондрий, так как донорами углеро-
да могут становиться процессы глутаминолиза [2],
окисления жирных кислот [3], синтеза ацетилко-
энзима А напрямую из ацетата [4, 5]. В опухоле-
вых клетках происходит нарушение интенсивно-
сти системы окислительного фосфорилирования
и связанной с ней продукции активных форм
кислорода (АФК), что приводит к окислительно-
му стрессу [6, 7]. Считается, что митохондрии
вносят наибольший вклад во внутриклеточную
продукцию АФК в большинстве типов клеток
[8‒10]. Сдвиги в использовании субстрата в мета-
болизме, характерные для опухолевых клеток,
могут быть зарегистрированы посредством изме-
рения скорости поглощения кислорода (OCR,
oxygen consumption rate) для количественной
оценки митохондриального дыхания и скорости
внеклеточного закисления культуральной среды
(ECAR, extracellular acidification rate) ‒ индикато-
ра гликолиза. Такие измерения позволяют оха-
рактеризовать метаболическое программирова-
ние отдельных типов опухолевых клеток, стадию
их трансформации и прогнозировать их метаста-
тический потенциал.

Около 10% всех опухолей связаны с инфекци-
ей онкогенными вирусами, к которым принято
относить вирус гепатита С (ВГС), вирус гепатита
В (ВГВ), вирусы папилломы человека высокого
канцерогенного риска (ВПЧ ВКР), вирус Эпш-
тейна‒Барр (ВЭБ), вирус герпеса, ассоциирован-
ный с саркомой Капоши, вирус Т-клеточного
лейкоза человека I типа и полиомавирус клеток
Меркеля [11, 12]. C инфекцией ВПЧ ВКР ассоци-
ировано до 4.5% общего числа зарегистрирован-
ных злокачественных новообразований и боль-
шинство случаев рака шейки матки (вирусную
ДНК выявляют у 99.7% больных), злокачествен-
ных опухолей аногенитальной области, рака го-
ловы и шеи [13, 14]. До 65% зарегистрированных в
мире случаев наиболее распространенной формы
злокачественного новообразования печени ‒ ге-
патоцеллюлярной карциномы ‒ ассоциировано с
хронической инфекцией ВГВ и/или ВГС [15].

Для многих вирусных инфекций описаны на-
рушения тех или иных метаболических путей в
инфицированных клетках [16, 17]. Интересно,
что, по крайней мере, ряд хронических вирусных
инфекций вызывает в клетках и в организме в це-
лом метаболитические изменения, сходные с та-
ковыми в опухолевых клетках и злокачественных
новообразованиях [18–20]. Яркий пример ‒ эф-
фект Варбурга. Это преимущественная выработка
опухолевыми клетками энергии не в цикле Креб-

са и окислительного фосфорилирования в мито-
хондриях, а путем анаэробного гликолиза, заклю-
чающегося в преимущественном поглощении глю-
козы с образованием молочной кислоты не в
митохондриях, а в цитоплазме – даже в присут-
ствии в клетках достаточного количества кислоро-
да [21]. Важная роль эффекта Варбурга заключается
в обеспечении быстро делящихся опухолевых кле-
ток достаточным количеством нуклеотидов, ами-
нокислот и липидов [22]. Логично предположить,
что это необходимо и вирусам для обеспечения
синтеза компонентов вирионов. И действительно,
при хронической вирусной инфекции часто про-
исходит усиление эффекта Варбурга и глутамино-
лиза (например, см. [18, 19, 23]). Этот феномен
может отражать как создание условий для индук-
ции вирусассоциированного онкогенеза, так и
быть его следствием (последствием уже индуци-
рованной вирусом злокачественной трансформа-
ции) [24]. Кроме того, вирусы способны изменять
метаболизм клетки для противодействия АФК, вы-
рабатываемым хозяином в ответ на вирусную ин-
фекцию [25, 26]. Для молекулярной медицины
крайне актуально изучение механизмов вирусассо-
циированной злокачественной трансформации
клеток и влияния инфекции на опухолевую про-
грессию.

Инфекция ВИЧ-1 ассоциирована с повышен-
ной частотой развития различных онкологических
заболеваний как связанных, так и не связанных с
развитием синдрома приобретенного иммунного
дефицита (СПИД) [27, 28]. Принято считать, что
ВИЧ-1-ассоциированный онкогенез связан с им-
муносупрессией и системной иммунной дисфунк-
цией, не полностью преодолеваемыми антиретро-
вирусной терапией [29‒31]. Однако канцероген-
ный потенциал выявлен и для целого ряда белков
ВИЧ-1 [32]. Недавно нами показано, что экс-
прессия обратной транскриптазы (ОТ) ВИЧ-1 в
клетках аденокарциономы молочной железы 4T1
приводит к усилению туморогенного и метаста-
тического потенциала этих клеток in vitro и in vivo
по механизму, зависящему от ОТ-индуцирован-
ного повышения уровня АФК [33].

Целью представленной работы было изучение
молекулярных механизмов, вовлеченных в этот
процесс, в частности влияния продукции ОТ
ВИЧ-1 на два ключевых метаболических процес-
са клеток: гликолиз и митохондриальное дыха-
ние, ‒ в значительной степени определяющих
опухолевую прогрессию.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Производные клеточной линии 4T1luc2, ста-

бильно экспрессирующие ОТ ВИЧ-1. В работе бы-
ла использована клеточная линия аденокарцино-
мы молочной железы мышей 4T1luc2 (Bioware
Ultra Cell Line 4T1luc2; “Caliper Life Sciences Inc.”,
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США) и ее производные, экспрессирующие кон-
сенсусный вариант ОТ ВИЧ-1: 4T1luc2_RT-1.3,
4T1luc2_RT-5.3, 4T1luc2_RT-20.1, ‒ описанные
нами ранее [33] и характеризующиеся возрастаю-
щей продукцией ОТ на клетку (40‒200 фемто-
граммов (фг)).

Культивирование клеточных линий. Клетки
культивировали при 37°С во влажной атмосфере
с 5% СО2 в среде RPMI-1640 (“Gibco”, США), со-
держащей 10% фетальной сыворотки крупного
рогатого скота (FBS; “HyClone”, США), 2 мМ
глутамин (“ПанЭко”, Россия), 50 ед./мл пени-
циллина (“ПанЭко”) и 50 мкг/мл стрептомици-
на (“ПанЭко”). Пересев клеток проводили каж-
дые 2–3 суток при достижении 90–95% моно-
слоя.

Анализ интенсивностей гликолиза и митохон-
дриального дыхания. За 24 ч до анализа высажива-
ли 3 × 104 клеток на ячейку планшета для анали-
затора Seahorse XFe24 (“Agilent”, США) в среде
RPMI-1640 c 10% FBS. За 30 мин до анализа куль-
туральную среду заменяли на среду DMEM
(“Gibco”), не содержащую бикарбонатного буфе-
ра и фенолового красного и содержащую 2 мМ
глутамин и, в случае теста Mitostress, 11 мМ глю-
козы (“Sigma”, Германия), и до проведения теста
держали в СО2-термостате при температуре 37°С
и концентрации СО2 5%. Тест проводили на ана-
лизаторе Seahorse, как описано ранее [34]. После
проведения анализа клетки лизировали и измеря-
ли концентрацию тотального белка с использова-
нием набора PierceBCA Protein Assay Kit (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США), согласно инструк-
ции производителя. Результаты тестов Mitostress
и Glycostress нормировали на уровни тотального
белка.

Анализ цитотоксичности ингибиторов метаболи-
ческих ферментов. За 24 ч до начала эксперимента
высаживали 1 × 104 клеток на ячейку 96-луночно-
го планшета, затем вносили ингибитор гликолиза
(2-дезокси-D-глюкоза; “Sigma”) в диапазоне
концентраций 0.63–15 мМ, глутаминолиза (СВ839;
“Cayman Chemical”, США) в концентрациях 0.5–
10 мкМ, карнитинового транспортера (Etomoxir;
“Sigma”) в концентрациях 31–500 мкМ или инги-
биторов респираторых комплексов: метформина
(“Sigma”) и фенформина (“Sigma”) в концентра-
циях 0.5–10 мМ и 1–50 мкМ соответственно. Че-
рез 48 ч оценивали количество жизнеспособных
клеток стандартным МТТ-тестом, как описано
ранее [34].

Измерение массы митохондрий. Клетки 4Т1luc2 и
производные линии, экспрессирующие ОТ ВИЧ-1,
высевали на 12-луночные планшеты при плотно-
сти 2 × 105 клеток/ячейка. При достижении 90%-
ного монослоя культуральную среду удаляли и за-
меняли свежей, содержащей 1.5 мкМ красителя
Mitotracker Red CM-H2XROS (“Thermo Fisher

Scientific”). После 45 мин инкубации при 37°С
клетки промывали теплой свежей средой, обраба-
тывали 0.05%-ным раствором трипсина с ЭДТА
(“Serva”, Германия), ресуспендировали, осажда-
ли центрифугированием и ресуспендировали в
свежей среде DMEM без фенолового красного.
Уровни флуоресценции измеряли на проточном
цитометре BD LSR Fortessa Flow Cytometer (“Bec-
ton Dickinson”, США) при возбуждении флуорес-
ценции лазером с длиной волны 561 нм и реги-
страции сигнала при 610 нм. Анализ данных про-
водили при помощи программы Flowing Software
версия 2.5.1 (https://bioscience.fi/services/cell-im-
aging/flowing-software/; University of Turku, Фин-
ляндия).

Анализ морфологии митохондрий. Клетки высе-
вали в конфокальные чашки диаметром 35 мм со
стеклянными вставками. Через 24 ч добавляли
Mitotracker Red CM-H2XROS до конечной кон-
центрации 1.5 мкМ в свежей, предварительно на-
гретой среде; через 45 мин клетки промывали
теплым фосфатно-солевым буфером, а затем сре-
дой DMEM без фенолового красного. Конфо-
кальные 8-битные цифровые изображения полу-
чали с использованием конфокального лазерного
сканирующего микроскопа Leica TCS SP5 (“Leica
Microsystems”, Германия), оснащенного масля-
ным иммерсионным объективом HCX PLAPO CS
63 × 1.4. Флуоресценцию возбуждали при 543 нм
и регистрировали в диапазоне 560–600 нм. До-
ступ к фенотипу митохондриальной морфологии
был получен, по крайней мере, в 30 клетках. Каж-
дая клетка была классифицирована в соответ-
ствии с общим статусом фенотипа митохондрий.
Клетку относили к нитчатому фенотипу, если
>70% митохондрий в ней были удлиненными, к
фрагментированному фенотипу, если <30% ми-
тохондрий были слившимися, или к промежуточ-
ному фенотипу (50%). Подсчет проводили всле-
пую, независимо два исследователя. Оценивали
число клеток, принадлежащих к каждому из фе-
нотипов, относительно общего числа получен-
ных изображений клеток.

Статистический анализ данных. Все данные
представляют средние значения ± стандартное
отклонение (SD). Для тестов, в которых число
измерений (повторов измерений) или число неза-
висимых измерений не превышало 10, статистиче-
скую значимость оценивали с помощью критерия
Крускала‒Уоллиса с критерием множественных
сравнений Данна и попарно с применением крите-
рия Манна‒Уитни (Prism, GraphPad Software,
США). Корреляции между наборами данных оце-
нивали с использованием критерия ранжирования
Спирмена (Prism). Для остальных тестов разницы
величин оценивали t-тестом с применением крите-
рия Стьюдента, тогда как множественные сравне-
ния были выполнены с помощью дисперсионного
анализа (ANOVA) с апостериорным критерием
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Тьюки или по Фридману с критерием согласован-
ности Кендалла для сравнения зависимых выбо-
рок. Для парных сравнений использовали знако-
вый тест (sign test). Величина р < 0.05 считалась
статистически значимой, если не указано иное
(Statistica Axa 11, “Tibco”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспрессия ОТ ВИЧ-1 не влияет на гликолиз
Гликолиз представляет собой процесс пре-

вращения глюкозы в пируват, который может
быть транспортирован в митохондрии для по-
следующего включения в цикл Кребса или сек-
ретирован в форме лактата. Оценку эффектив-
ности гликолиза оценивали при использовании
анализатора Seahorse, который позволяет оце-
нивать уровни закисления культуральной сре-
ды. Измерение проводили согласно методике
теста Glycostress, т.е. сначала в отсутствие глю-
козы (определяют уровень негликолитического
закисления, который обусловлен отличными от
гликолиза процессами в клетке), затем в при-
сутствии глюкозы в концентрациях 1 г/л (11 мМ)
и 4.5 г/л (30 мМ) (т.е., в стандартной и высоко-
глюкозной среде DMEM), после добавления ин-
гибитора АТФазы митохондрий олигомицина
(активирует гликолиз до максимально возможно-
го уровня для компенсации синтеза АТФ), а в за-
вершение – после добавления ингибитора первой
стадии гликолиза, 2-дезокси-D-глюкозы (рис. 1а).
Емкость гликолитического резерва рассчитывали
как разницу между максимальной гликолитиче-
ской способностью и уровнем гликолиза при 30 мМ
глюкозы.

В результате проведенных измерений показа-
но, что клеточная линия 4Т1luc2 и ее ОТ-экс-
прессирующие производные: 4T1luc2_RT-1.3,
4T1luc2_RT-5.3, 4T1luc2_RT-20.1 [33] ‒ имели
сходные уровни базального (в стандартной и вы-
сокоглюкозной среде) и максимального гликоли-
за (рис. 1б‒г), т.е. экспрессия ОТ ВИЧ-1 в клетках
опухоли молочной железы мышей не приводила к
заметным изменениям в процессе гликолиза. Из
различий в параметрах гликолиза между исходной
линией и субклонами можно отметить понижен-
ное негликолитическое закисление для субклона
4T1luc2_RT-20.1 в сравнении с остальными ли-
ниями (рис. 1е). Также для этого субклона был
отмечен пониженный гликолитический резерв,
по крайней мере в сравнении с субклоном
4T1luc2_RT-1.3 (рис. 1д).

Экспрессия ОТ ВИЧ-1 усиливает дыхательную 
активность митохондрий клеток

Еще один важнейший метаболический про-
цесс ‒ дыхание митохондрий, показывающее ак-
тивность работы системы окислительного фос-

форилирования и связанных с ней процессов
цикла Кребса, который обеспечивает дыхатель-
ную систему субстратами. Влияние ОТ ВИЧ-1 на
дыхательную активность митохондрий, как и
оценку эффективности гликолиза, определяли на
анализаторе Seahorse, позволяющем также изме-
рять уровни поглощения кислорода. Измерение
дыхания по методике Mitostress проводили после
последовательного добавления реагентов. Снача-
ла определяли базовый уровень дыхания. Затем
клетки обрабатывали олигомицином; уровень па-
дения дыхательной активности отражал уровень
синтеза АТФ системой окислительного фосфо-
рилирования. Далее к клеткам добавляли разоб-
щитель транспорта протонов через мембрану ми-
тохондрий и АТФ-синтазы ‒ карбонилцианид-4-
трифторметоксифенилгидразон (FCCP); при
этом дыхание достигало максимально возможно-
го уровня. Так как при высоких концентрациях
разобщитель может, наоборот, ингибировать дыха-
ние, то измерение проводили в присутствии двух
концентраций FCCP. На основании полученных
данных рассчитывали разницу между уровнями ба-
зального и максимального дыхания, определяемую
как “свободный дыхательный запас” (spare respira-
tory capacity). На финальной стадии вносили инги-
биторы митохондриальных комплексов I и III ро-
тенон и антимицин и определяли остаточный уро-
вень дыхания, отражающий уровень поглощения
кислорода немитохондриальными ферментами
(системами), ‒ немитохондриальное дыхание.
Разница между максимальным уровнем поглоще-
ния кислорода и уровнем после добавления олиго-
мицина отражала интенсивность утечки протонов.

Результаты представлены на рис. 2. Можно ви-
деть, что экспрессия ОТ ВИЧ-1 влияла на мито-
хондриальное дыхание (рис. 2а‒ж). В частности,
достоверно повышался базальный уровень дыха-
ния, продукция АТФ (рис. 2б, г, р < 0.05), макси-
мальный уровень дыхания (рис. 2д, е) и свободный
дыхательный запас (рис. 2ж, тенденция, р = 0.05,
достоверно при попарных сравнениях). Экспрес-
сия ОТ ВИЧ-1 не влияла ни на утечку протонов
(рис. 2в), за исключением некоторого ее повыше-
ния для субклона 4T1luc2_RT-20.1 в сравнении с
остальными линиями, ни на немитохондриальное
дыхание (рис. 2з). Таким образом, синтез ОТ
ВИЧ-1 в клетках опухоли молочной железы мы-
шей индуцировал усиление их метаболитической
активности.

Субклоны 4T1luc2_RT-1.3, 4T1luc2_RT-5.3,
4T1luc2_RT-20.1 продуцировали ОТ ВИЧ-1 в ко-
личестве 40, 125 и 190 фг на клетку соответствен-
но; уровень эндогенной ОТ в клетках 4Т1luc2 был
ниже порога чувствительности метода определе-
ния (<1 фг) [33]. Наличие этих данных позволило
оценить количественную зависимость дыхатель-
ной активности митохондрий от уровня синтеза
ОТ. Выявлено, что уровень базального дыхания и
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продукция АТФ напрямую зависят от количества
синтезируемой клетками ОТ (рис. 2и); у обоих суб-
клонов, характеризующихся высоким уровнем про-
дукции ОТ (4T1luc2_RT-5.3 и 4T1luc2_RT-20.1), эти
параметры были достоверно повышены по срав-
нению с исходной клеточной линией (рис. 2б, г;
р < 0.05). В остальном различия в параметрах ми-
тохондриального дыхания между субклонами бы-
ли минимальными. В частности, можно отметить
пониженный “свободный дыхательный запас”
для 4T1luc2_RT-20.1 в сравнении с 4T1luc2_RT-
5.3 (рис. 2г; p < 0.05 ‒ тест Манна‒Уитни).

ОТ ВИЧ-1 не влияет
на основные метаболические пути клетки

Одной из причин усиления дыхательной ак-
тивности митохондрий может быть повышение

внутриклеточных концентраций субстратов – до-
норов углерода для цикла Кребса [35]. Вклад от-
дельных путей в усиление дыхательной активно-
сти можно оценить, изучив чувствительность
клеток к ингибиторам соответствующих метабо-
лических ферментов, как показано нами ранее
[34]. В связи с этим следующим этапом стал анализ
цитотоксичности блокаторов гликолиза, глутами-
нолиза и окисления жирных кислот: ингибиторов
гексокиназы (2-дезокси-D-глюкозы), глутаминазы
(CB839) и карнитинового транспортера митохон-
дрий (этомоксира) соответственно. Кроме того, в
исследовании использованы и ингибиторы мито-
хондриальных респираторных комплексов: мет-
формин и фенформин. Результаты представлены
на рис. 3. Можно видеть, что экспрессия ОТ ВИЧ-1
не влияла на чувствительность клеток к указан-
ным выше соединениям (при сравнении с исход-

Рис. 1. Экспрессия обратной транскриптазы ВИЧ-1 в клетках 4T1luc2 не влияет на уровень гликолиза. а ‒ Эффектив-
ность гликолиза ОТ-экспрессирующих вариантов: 4T1luc2_RT-1.3, 4T1luc2_RT-5.3, 4T1luc2_RT-20.1 ‒ оценивали с
использованием анализатора Seahorse, согласно методике теста Glycostress. Определение ECAR в среде со стандарт-
ной, 11 мМ (б), и высокой, 30 мМ (в), концентрацией глюкозы. г ‒ Максимальные значения ECAR при стимуляции
1 мкМ олигомицином. д ‒ Емкость гликолитического резерва, рассчитанная как разница между максимальной гли-
колитической способностью и уровнем ECAR в высокоглюкозной (30 мМ) среде. е ‒ ECAR перед введением глюкозы
(негликолитическое закисление). Значения ECAR выражены в единицах мрН/мин и нормализованы на 1 мг клеточ-
ного белка (mpH/min/Norm. Unit). Гистограммы представлены как среднее значение ± SD для анализа, проведенного
в четырех повторах. Статистическую значимость оценивали с помощью критерия Крускала‒Уоллиса с критерием
множественных сравнений Данна и попарно с применением критерия Манна‒Уитни (*p < 0.05).
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Рис. 2. Экспрессия обратной транскриптазы ВИЧ-1 в клетках 4T1luc2 усиливает дыхательную активность митохон-
дрий. а ‒ Дыхательную активность ОТ-экспрессирующих вариантов: 4T1luc2_RT-1.3, 4T1luc2_RT-5.3, 4T1luc2_RT-20.1 ‒
анализировали при помощи технологии Seahorse и набора реагентов Mitostress. б ‒ Базальный уровень дыхания определяли
как разницу между базовым и немитохондриальным значениями OCR. в ‒ Интенсивность утечки протонов оценивали
после обработки олигомицином. г ‒ АТФ-связанный OCR получен как разница между базальным значением OCR и OCR,
ингибированным антимицином А. д, е ‒ Максимальную величину OCR стимулировали добавлением FCCP в концентраци-
ях 0.75 и 1.5 мкМ соответственно. ж ‒ Свободный дыхательный запас рассчитывали как разницу между максимальным и ба-
зальным OCR. з ‒ Базовые митохондриальные показания OCR получали путем вычитания немитохондриального OCR. и ‒
Корреляция показателей базального дыхания и продукции АТФ. Значения OCR выражены в единицах пмоль/мин и норма-
лизованы на 1 мг клеточного белка (pmol/min/Norm. Unit). Гистограммы представлены как среднее значение ± SD для ана-
лиза, проведенного в четырех повторах. Статистическую значимость оценивали с помощью критерия Крускала‒Уоллиса с
критерием множественных сравнений Данна (*р < 0.05) и попарно с применением критерия Манна‒Уитни. Уровни базаль-
ного дыхания и продукции АТФ коррелировали с использованием критерия ранжирования Спирмена.
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ной линией все р > 0.05). Отсюда можно сделать
вывод, что усиление дыхательной активности ми-
тохондрий не связано с усилением активности гли-
колиза, глутаминолиза или окисления жирных
кислот.

Высокий уровень экспрессии ОТ ВИЧ-1 снижает 
общую массу митохондрий

Другой причиной повышения дыхательной
активности клеток может быть усиление биогене-
за митохондрий и/или подавление их уничтоже-
ния (митофагии), что приводит к увеличению ми-
тохондриальной массы. Именно поэтому следую-
щей задачей работы стала оценка влияния ОТ
ВИЧ-1 на содержание митохондриальной массы,
что было выполнено окраской клеток красителем
MitoTracker Red с последующим измерением уров-
ня флуоресцентного сигнала проточной цито-
метрией. Однако, вопреки ожиданиям, экспрес-
сия ОТ ВИЧ-1 вызывала не повышение, а сни-
жение митохондриальной массы (рис. 4). Эффект
проявлялся для субклонов 4T1luc2_RT-5.3 и
4T1luc2_RT-20.1, характеризующихся высоким
уровнем синтеза ОТ и усиленной дыхательной ак-
тивностью митохондрий. Таким образом, усиление
дыхания было сопряжено не с увеличением ми-
тохондриальной массы, а, напротив, с ее умень-
шением.

Экспрессия ОТ ВИЧ-1 изменяет структуру 
митохондриальной сети

Еще одно возможное объяснение повышен-
ной дыхательной активности ‒ перестройка ми-
тохондрий в обширную сеть [36]. Структуру ми-
тохондриальной сети оценивали с помощью кон-
фокальной микроскопии путем высаживания
клеточных линий на чашки со стеклянным дном и
окрашивания красителем MitoTracked Red. В каж-
дом эксперименте визуализировали 30 клеток. Фе-
нотип митохондрий каждой отдельной клетки
классифицировали по окрашиванию на нитевид-
ные митохондриальные сети (MN > 70% сливших-
ся митохондрий), промежуточные (примерно рав-
ное число слившихся и поделившихся мембран,
MN ≈ 50%) и фрагментированные (MN < 30%
слившихся митохондрий). Типичные изображе-
ния и количественный анализ представлены на
рис. 5а‒д. Можно видеть, что во всех субклонах
бóльшая часть клеток содержала разрозненные или
частично ассоциированные митохондрии. В случае
клеток с максимальной экспрессией ОТ наблюда-
лось появление протяженных митохондриальных
сетей, однако их доля не превышала 30%.

Частота клеток с фенотипом митохондрий
MN > 70% в исходной клеточной линии 4T1luc2 и
субклонах 4T1luc2_RT-1.3 и 4T1luc2_RT-5.3 не
различалась (p > 0.1, знаковый тест; рис. 5б, в).
Однако в субклоне 4T1luc2_RT-20.1, сверхэкс-
прессирующем ОТ, доля клеток с фенотипом

Рис. 3. Экспрессия обратной транскриптазы ВИЧ-1 не влияет на чувствительность клеток 4T1luc2 к ингибиторам ме-
таболических путей. Клетки выдерживали в присутствии ингибиторов гликолиза (2-дезокси-D-глюкоза, 2-DG), глу-
таминолиза (CB839), карнитинового транспортера митохондрий (Этомоксир) и респираторных комплексов (Мет-
формин, Фенформин) в течение 48 ч с последующим анализом жизнеспособности МТТ-тестом. Статистический ана-
лиз показал отсутствие различий между исходной линией и экспрессирующими ОТ ВИЧ-1 субклонами (все р > 0.05).
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MN > 70% значительно увеличилась (4T1luc2 по
сравнению с 4T1luc2_RT-20.1, p = 0.023, знако-
вый тест; рис. 5б, в). Кроме того, в субклоне
4T1luc2_RT-20.1 было значительно больше кле-
ток с фенотипом MN > 70%, чем в 4T1luc2_RT-1.3
(p = 0.01, знаковый тест; рис. 5б, в). Частота кле-
ток с фенотипом митохондрий MN ≈ 50% и MN <
< 30% не различалась между клетками исходной
линии 4T1luc2 и субклонами, а также между суб-
клонами (рис. 5б, г, д). Линия 4T1luc2_RT-20.1
имела слабую тенденцию к снижению числа кле-
ток с фенотипом MN < 30% (p = 0.096) в сравне-
нии с исходной линией 4T1luc2 и значительно
меньше клеток с фенотипом MN < 30%, чем
4T1luc2_RT-1.3 (p = 0.01, знаковый тест; рис. 5б, д).
По-видимому, это значит, что избыточная экс-
прессия ОТ ВИЧ-1 восстанавливает митохондри-
альные сети, нарушенные в исходных клетках и в
субклонах с низким уровнем экспрессии ОТ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В клетках опухоли молочной железы снижен ре-
зерв митохондриального дыхания [37]. Однако не-
давно показано, что метастатическая аденокарци-
нома молочной железы характеризуется усилен-
ным митохондриальным биогенезом и дыханием
[38]. Согласно этим выводам, усиление митохон-
дриального дыхания клеток злокачественного но-

вообразования молочной железы может привести к
их повышенной метастатической активности, а
именно опухолевые клетки с более высокой емко-
стью митохондриального дыхания будут с большей
вероятностью мигрировать с образованием мета-
стаз. Это согласуется с ранее опубликованными на-
ми данными по экспрессии ОТ в клетках опухоли
молочной железы 4T1. В in vivo исследовании на
сингенных мышах мы продемонстрировали повы-
шенную метастатическую активность клеток аде-
нокарциномы молочной железы мышей 4Т1luc2,
экспрессирующих ОТ ВИЧ-1, в сравнении с ис-
ходными клетками 4Т1luc2 [33]. Теперь нами по-
казано, что в субклонах 4Т1luc2 с высоким уровнем
продукции ОТ (>100 фг на клетку) усилено мито-
хондриальное дыхание, в частности более интен-
сивно базальное дыхание, повышены уровни АТФ
и максимального дыхания. Уровни базального ды-
хания и продукции АТФ прямо коррелировали с
уровнем продукции ОТ в клетках.

Интересно также отметить повышенный дыха-
тельный запас, наблюдаемый у субклонов с низким
и средним уровнями синтеза ОТ (4T1luc2_RT-1.3,
4T1luc2_RT-5.3), но не у сверхпродуцирующего
субклона. Свободный дыхательный запас пред-
ставляет собой особенно надежный функцио-
нальный параметр для оценки митохондриально-
го резерва и приспособленности клетки (fitness)
[35, 39]. Свободный дыхательный запас определя-
ется как разница между уровнями базального и
максимального дыхания. Когда клетки подверга-
ются стрессу, потребность в энергии увеличивает-
ся, что требует бóльших затрат АТФ для поддержа-
ния клеточных функций. Клетка со значительным
свободным дыхательным запасом может произво-
дить больше АТФ и преодолевать больший стресс,
включая окислительный стресс [40] и стресс эндо-
плазматического ретикулума [41]. Фактически на-
ми показано, что ОТ ВИЧ-1, даже в относительно
малом количестве (40 фг на клетку в случае суб-
клона T1luc2-RT-1.3), индуцирует повышенную
толерантность к стрессу в клетках аденокарцино-
мы молочной железы.

Важно отметить, что экспрессия ОТ ВИЧ-1 не
оказывала никакого влияния на процесс гликолиза,
с усилением которого чаще всего связывают повы-
шенную метастатическую активность. Так, недавно
показано, что при злокачественном новообразова-
нии желудка в клетках с высокой метастатической
активностью происходит полное переключение ме-
таболизма с окислительного фосфорилирования на
аэробный гликолиз [42]. Гипергликолитическим
фенотипом обладают и метастазирующие клетки
опухоли молочной железы [43]. Нами описан аль-
тернативный механизм повышенной агрессивно-
сти эпителиальных клеток аденокарциномы мо-
лочной железы мышей, обусловленный воздей-
ствием на опухолевые клетки белка ОТ ВИЧ-1.
Скорее всего, ОТ воздействует на злокачествен-

Рис. 4. Экспрессия обратной транскриптазы ВИЧ-1 в
клетках 4T1luc2 приводит к снижению массы мито-
хондрий. Общую массу митохондрий оценивали
окрашиванием клеток реагентом MitoTracker Red с
последующим измерением уровня сигнала проточ-
ной цитометрией (mean fluorescent unit, MFU). Раз-
личия проанализированы с использованием двусто-
роннего непарного t-критерия Стьюдента, множе-
ственные сравнения выполнены с помощью
дисперсионного анализа (ANOVA) с апостериорным
критерием Тьюки. ***р < 0.001, ****р < 0.000).
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Рис. 5. Обратная транскриптаза ВИЧ-1 изменяет структуру митохондриальной сети в клетках. а ‒ Клетки обрабаты-
вали MitoTracker Red, окрашивание визуализировали конфокальной микроскопией. б ‒ Количественное определение
клеток с нитевидными (MN > 70%), промежуточными (MN ≈ 50%) и фрагментированными (MN < 30%) митохондриями
проводили путем подсчета процента клеток, принадлежащих к каждому из фенотипов, от общего числа клеток. Пропор-
ция клеток с фенотипом митохондрий MN > 70% (в), MN ≈ 50% (г), MN < 30% (д). *р < 0.05 (ANOVA, Фридман).
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ную эпителиальную клетку, повышая метастати-
ческую активность за счет усиления митохондри-
ального дыхания, что говорит о прямой роли бел-
ков ВИЧ-1 в индукции канцерогенеза [32]. Линия
клеток аденокарциномы молочной железы мы-
шей, использованная нами в этой работе, ‒ клас-
сическая модель опухоли молочной железы чело-
века [44], поэтому можно предположить, что ана-
логичный эффект ОТ ВИЧ-1 будет оказывать и на
опухолевые клетки человека. На это косвенно
указывают и эпидемиологические данные по вы-
сокой частоте встречаемости опухоли молочной
железы среди инфицированных ВИЧ-1 [45].

В проведенном исследовании мы попытались
установить механизм индуцированного ОТ ВИЧ-1
усиления дыхательной активности митохондрий.
Усиление дыхания может быть связано с повы-
шенными уровнями субстратов, поступающих в
цикл Кребса посредством гликолиза, глутамино-
лиза, окисления жирных кислот или других пу-
тей. Однако при анализе цитотоксичности блока-
торов этих процессов: гексокиназы (2-дезокси-
D-глюкоза), глутаминазы (CB839) и карнитино-
вого транспортера митохондрий (этомоксир) ‒ не
выявлено изменений в чувствительности клеток,
экспрессирующих ОТ ВИЧ-1, к этим соединени-
ям. Таким образом, нами показано, что ОТ-зави-
симое усиление дыхательной активности митохон-
дрий не связано с усилением активности гликоли-
за, глутаминолиза или окисления жирных кислот.
Следовательно, изменение дыхания не может быть
результатом усиления митохондриального биоге-
неза, а вызвано другими факторами.

К одному из таких факторов относится структур-
ная реорганизация митохондрий. Структура и рас-
положение митохондрий в клетках имеют решаю-
щее значение и жестко регулируются процессами
деления и слияния, биогенеза и митофагии, обеспе-
чивая относительно постоянную митохондриаль-
ную популяцию [46]. Усиление митохондриального
дыхания может быть связано с перестройкой мито-
хондриальной сети. Действительно, ранее сообща-
лось, что в нитевидных митохондриях, по сравне-
нию с фрагментированными, усилено окислитель-
ное фосфорилирование [36, 47]. Для исследования
этой возможности мы проанализировали состоя-
ние митохондриальных сетей в ОТ-экспрессирую-
щих субклонах в сравнении с исходными клетками.
Оказалось, что высокий уровень экспрессии ОТ
достоверно восстанавливал митохондриальные се-
ти по сравнению с исходной линией 4Т1Luc2 и суб-
клонами с низким уровнем экспрессии ОТ, что вы-
ражалось в значимом увеличении доли клеток с ми-
тохондриальным фенотипом MN > 70% (р = 0.023)
и значительным (по сравнению с низкоэкспресси-
рующими) и незначительным (по сравнению с ис-
ходной клеточной линией) уменьшением числа
клеток с фенотипом MN < 30%. Однако при этом не
происходило увеличения митохондриальной мас-

сы. Наоборот, усиление дыхательной активности и
увеличение пропорции клеток с превалирующим
фенотипом митохондрий (MN > 70%) регистриро-
вали для субклонов, отличающихся сниженной ми-
тохондриальной массой. Одним из объяснений мо-
жет служить сборка дыхательных комплексов в “су-
перкомплексы”, характеризующиеся повышенной
эффективностью потока электронов и продукции
АТФ [48].

Отсутствие зависимости параметров дыхания
митохондрий от базовых ферментативных актив-
ностей и обратное ожиданиям снижение мито-
хондриальной массы указывали на наличие регу-
ляторного ОТ-зависимого механизма. В частно-
сти, эффективность митохондриального дыхания
определяется повышенной скоростью потока
электронов и продукцией АТФ, необходимыми
для функционирования дыхательных “суперком-
плексов”.

Важную роль в регуляции митохондриального
дыхания играют тирозинкиназы семейства Src. Src-
киназы локализованы в нескольких внутриклеточ-
ных компартментах, включая митохондрии, где они
нацелены на несколько белков, модулирующих ак-
тивность этой органеллы. Сверхэкспрессия Src
приводит к снижению жизнеспособности клеток,
укорочению клеточного цикла, увеличению ин-
вазивной способности и метастатической актив-
ности злокачественных клеток, что характерно
для опухоли молочной железы [37]. Известно, что
активность Src-киназ регулируется окислитель-
но-восстановительными процессами и инакти-
вируется путем окисления [49, 50]. Мы показа-
ли, что ОТ ВИЧ-1 индуцирует окислительный
стресс в экспрессирующих ее клетках с продук-
цией АФК [33, 51]. АФК, индуцированные ОТ,
могут инактивировать Src-киназы, приводя к вос-
становлению митохондриального дыхания. Это со-
гласуется с описанной нами ранее прямой зависи-
мостью между уровнями синтезируемой ОТ и
продукцией АФК [33] и полученными теперь ре-
зультатами по зависимости между уровнем ОТ и
параметрами митохондриального дыхания (рис. 2).
Ряд белков ВИЧ-1, таких как gp120, tat, nef и p17,
также индуцирует продукцию АФК как в инфи-
цированных, так и в неинфицированных “клет-
ках-свидетелях” [32, 52]. Логично предположить,
что они воздействуют на клетки опухоли молоч-
ной железы по типу ОТ. Вовлеченность в процесс
усиления митохондриального дыхания Scr-киназ
заслуживает отдельного исследования.

Таким образом, нами выявлено ОТ-индуциро-
ванное усиление митохондриального дыхания в
клетках аденокарциномы молочной железы, объ-
ясняющее их повышенную туморогенную и мета-
статическую активность. Способность ОТ ВИЧ-1
влиять на метаболизм опухолевых клеток может иг-
рать важную роль в патогенезе инфекции ВИЧ-1,
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тем самым объясняя феномен ВИЧ-1-ассоцииро-
ванного канцерогенеза, не связанного с иммунной
супрессией и иммунной дисфункцией. Детальный
механизм ОТ-индуцированного усиления мито-
хондриального дыхания клеток аденокарциномы
молочной железы и его последствий для патогенеза
ВИЧ-1 еще предстоит установить.

Выполненные в период с 2017 по 2021 г. иссле-
дования, в части обоснования целей и задач, со-
здания субклонов и характеристики их свойств,
были поддержаны грантами РФФИ: 17-54-30002/
NIH R01CA217715 (2017–2020 гг.), 19-04-01034
(2019‒2021 гг.) ‒ и Российским научным фондом
(грант № 21-74-10146) в части метаболитических
измерений. Работа М.И. была поддержана гран-
том ЕС “Twinning on DNA Based Cancer Vaccines”
No. 692293 (2016–2018).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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EXPRESSION OF HIV-1 REVERSE TRANSCRIPTASE IN MURINE CANCER 
CELLS INCREASES MITOCHONDRIAL RESPIRATION
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Changes in metabolic pathways are often associated with the development of a wide range of pathologies. In-
creased glycolysis under conditions of sufficient tissue oxygen supply and its dissociation from the Krebs cy-
cle, known as aerobic glycolysis or the Warburg effect, which is a hallmark of many malignant neoplasms.
Identification of specific metabolic shifts can characterize the metabolic programming of individual types of
tumor cells, the stage of their transformation, and predict their metastatic potential. Viral infection can also
alter the metabolism of cells to support the process of viral replication. Infection with the human immuno-
deficiency virus type 1 (HIV-1) is associated with an increased incidence of various cancers, and for some vi-
ral proteins a direct oncogenic effect has been demonstrated. In particular, we have shown that the expression
of HIV-1 reverse transcriptase (RT) in 4T1 breast adenocarcinoma cells leads to an increase in the tumori-
genic and metastatic potential of cells in vitro and in vivo by a mechanism associated with the ability of RT to
induce reactive oxygen species (ROS) in cells. The aim of this work was to study the molecular mechanism of
this process, namely the effect of HIV-1 RT on the key metabolic pathways associated with tumor progres-
sion: glycolysis and mitochondrial respiration. Expression of HIV-1 RT had no effect on the glycolysis pro-
cess. At the same time, it led to an increase in mitochondrial respiration and the level of ATP synthesis in the
cell, while not affecting the availability of substrates, carbon donors for the Krebs cycle, which excludes the
effect of RT on the metabolic enzymes of cells. Increased mitochondrial respiration was associated with res-
toration of the mitochondrial network despite RT-induced reduction in mitochondrial mass. Increased mi-
tochondrial respiration may increase cell motility, which explains their increased tumorigenicity and meta-
static potential. These data are important for understanding the pathogenesis of HIV-1 infection, including
the stimulation of the formation and spread of HIV-1 associated malignancies.

Keywords: HIV-1, reverse transcriptase, breast adenocarcinoma cells, glycolysis, mitochondrial respiration,
metabolic enzymes, mitochondrial mass
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Сохранять жизнеспособность в неделящемся состоянии при минимальном метаболизме в неблаго-
приятных условиях способны многие клетки, например, зародышевые клетки, стволовые клетки
взрослых организмов, клетки микроорганизмов. К сожалению, в состоянии покоя, или дормантно-
сти, могут находиться и микобактерии туберкулеза (при латентной форме болезни), и опухолевые
клетки, способные сформировать вторичные опухоли – метастазы – в разных частях тела. Эти клет-
ки устойчивы к терапии, уничтожающей активно делящиеся клетки, и к действию иммунной систе-
мы хозяина. Каскад реакций, обеспечивающих вход и выход из состояния дормантности, запуска-
ется активностью регуляторных факторов из ближайшего окружения в нишах, где скрываются та-
кие клетки. Именно соотношение запрещающих и разрешающих сигналов диктует, стать ли
клеткам дормантными или начать пролиферацию. Отличие процессов регуляции дормантности
клеток в норме и при патологии состоит лишь в том, что патогены, микобактерии и опухолевые
клетки, способны влиять на собственную судьбу, активно изменяя свое микроокружение. Некото-
рые механизмы этих процессов рассмотрены в нашем обзоре.

Ключевые слова: опухолевые клетки, Mycobacterium tuberculosis, дормантность, метастазы, мезенхи-
мальные стволовые клетки, метастатические ниши
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Онкологические заболевания до сих пор вхо-
дят в группу лидеров по количеству вызываемых
ими смертей. Объясняется это возможностью ре-
цидива заболевания через месяцы, годы или даже
десятилетия после постановки диагноза и удале-
ния первичной опухоли. Именно развитие вто-
ричной, метастатической, формы болезни пре-
пятствует эффективному лечению и остается
причиной множества смертей [1]. Механизм ме-
тастазирования до сих пор недостаточно изучен.

Подобно онкологическим заболеваниям, ту-
беркулез, вызываемый Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), до пандемии коронавирусной инфекции
убивал больше людей, чем любые другие инфек-
ционные болезни. Так, по данным Всемирной
организации здравоохранения в 2020 году выяв-
лено более 10 млн новых случаев заражения ту-

беркулезом и более 1.5 млн смертей от этого забо-
левания [2]. Туберкулез остается важнейшей про-
блемой здравоохранения в большей степени из-за
значительного числа латентно инфицированных
людей, у которых болезнь может рецидивировать
в активной форме через месяцы или десятилетия
после диагностирования [3].

Антибиотикотерапия, наиболее часто приме-
няемая при туберкулезе, как и противоопухоле-
вая химиотерапия и радиотерапия – направлены
на уничтожение только быстро делящихся опухо-
левых клеток и микобактерий. Однако неделящи-
еся или медленно делящиеся дормантные (от ла-
тинского dormant – спать, дремать) клетки, нахо-
дящиеся в состоянии покоя, могут выжить и
вызвать рецидив заболевания.

ДОРМАНТНОСТЬ Mycobacterium tuberculosis

Бациллы Mtb, попавшие в альвеолы легких вме-
сте с вдыхаемым воздухом, обитают в макрофагах,
где они реплицируются, уклоняясь разными спо-
собами от защитных механизмов организма хозяи-
на [4, 5].

Сокращения: МСК – мезенхимальные стволовые клетки;
КМ – костный мозг; ЭМП – эпителиально-мезенхималь-
ный переход; МЭП – мезенхимально-эпителиальный пе-
реход; ЦОК – циркулирующие опухолевые клетки; ВКМ –
внеклеточный матрикс; ДОК – диссеминированные опу-
холевые клетки; ОСК – опухолевые стволовые клетки;
ГСК – гемопоэтические стволовые клетки; ПМН – преме-
тастатическая ниша; МН – метастатическая ниша; ПВН –
периваскулярная ниша.
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Определение числа культивируемых Mtb, выде-
ленных из мокроты пациентов в течение 14 дней
медикаментозного лечения, показало [6], что число
Mtb быстро уменьшалось в первые два дня терапии,
а затем скорость элиминации снижалась. Это на-
блюдение могло свидетельствовать о том, что зна-
чительная доля микобактерий сохраняется в ме-
нее восприимчивом к терапии (дормантном) фи-
зиологическом состоянии [7].

Известно, что макрофаги поглощают мико-
бактерии с образованием фагосом, в которых на-
блюдается повышение кислотности, уровня ак-
тивных форм кислорода и азота и недостаток пи-
тательных веществ. Низкие значения pH внутри
фагосом, обусловленные работой протонных насо-
сов, а также активные формы кислорода и азота,
образованные фагоцитарными NADPH-оксидазой
и NO-синтазой, способны разрушить бактериаль-
ные клетки. Процессы активации макрофагов при
попадании бактерий контролируются иммунной
системой хозяина, например, цитокином интерфе-
роном-гамма. В то же время происходит замедле-
ние микробного метаболизма [8, 9]. Считалось, что
появление дормантных форм Mtb обусловлено
иммунным ответом хозяина, в результате чего
формируются гранулемы. Гранулема представля-
ет собой отдельное образование, состоящее пер-
воначально из клеток врожденного иммунитета –
инфицированных макрофагов и нейтрофилов.
Далее привлекаются антиген-специфические Т-
лимфоциты и активируются инфицированные
макрофаги. Формирование гранулем способствует
диссеминации инфицированных макрофагов [10].
В результате Mtb распространяется из гибнущих
макрофагов во вновь привлеченные. Отличитель-
ным признаком гранулемы служит центральное
ядро, содержащее инфицированные макрофаги,
окруженные пенистыми макрофагами, фагоци-
тами моноцитарного происхождения и Т-лим-
фоцитами. Предполагалось, что ядро – это ни-
ша, где длительное время сохраняются дормант-
ные бациллы при латентной форме инфекции
[11]. Полагали, что, формируя гранулему, орга-
низм хозяина пытается локализовать инфекцию.
Считалось, что эти очаги инфекции с неблаго-
приятными условиями способствуют индукции и
длительному поддержанию дормантного состоя-
ния бацилл (годы и даже десятилетия) [12]. В на-
стоящее время известно, что в формировании
гранулем активно участвуют и сами бактерии [11,
13]. В опытах по заражению зародышей Danio ми-
кобактериями M. marinum обнаружено, что бакте-
риальный 6 кДа белок вирулентности ESAT-6
(early secretory antigenic target) стимулирует в эпи-
телии продукцию матриксной металлопротеина-
зы 9 (MMP-9), меняющей структуру внеклеточ-
ного матрикса, и привлечение макрофагов к ме-
сту инфекции [14].

Кроме того, бациллы активно привлекают ме-
зенхимальные стволовые клетки (МСК) внутрь
гранулем, где они выполняют функцию подавле-
ния Т-клеточного иммунитета, продуцируя оксид
азота, фактор некроза опухоли-α (TNF-α) и хе-
мокин RANTES (regulated on activation, normal T
cell expressed and secreted), кодируемый геном
CCL5 человека [4]. Обнаружено также, что инфи-
цирование макрофагов приводило к остановке
клеточного цикла микобактерий при переходе
G0/G1. Таким образом, вероятно, микобактериям
удается избегать элиминации цитотоксическими
Т-клетками [15]. Продукты микобактериального
гена сигма-фактора SigH, регулятора инициации
транскрипции, вероятно, играют существенную
роль в моделировании иммунного ответа хозяи-
на, влияя на процессы хемотаксиса и апоптоза.
Показано, что продукт этого гена частично сни-
жает экспрессию бета-хемокинов, основных хе-
моаттрактантов клеток иммунной системы, к ме-
сту инфекции. Таким образом обеспечивается за-
щита Mtb. Кроме того, известно, что индукция
провоспалительных факторов при инфекции со-
провождается активацией синтеза простагланди-
нов циклооксигеназой 2, которая не только сни-
жает внутриклеточную концентрацию проапо-
птогенной арахидоновой кислоты, но и нарушает
процесс апоптоза, вызванный белком p53. Акти-
вация экспрессии циклооксигеназы сигма-фак-
тором SigH препятствует апоптозу инфицирован-
ных клеток и способствует сохранению инфек-
ции [16].

Ранее считали, что в легких неделящиеся ба-
циллы выживают внутри областей гранулем, со-
держащих МСК, с ограниченной доступностью
для терапии. Позже обнаружили, что Mtb инфи-
цируют сами МСК [17, 18]. Показано, что они мо-
гут длительно оставаться жизнеспособными в
стволовых клетках костного мозга (КМ) человека
in vitro. Кроме того, Mtb содержатся в стволовых
клетках КМ мышей с дормантной туберкулезной
инфекцией. И, наконец, жизнеспособные бацил-
лы обнаружены в стволовых клетках КМ пациен-
тов, успешно прошедших длительную лекарствен-
ную терапию. При этом МСК активно экспресси-
руют гены АТР-зависимых АВС-транспортеров,
обеспечивая таким образом их лекарственную
устойчивость [19]. Исследование влияния зараже-
ния Mtb на метаболизм МСК человека показало,
что микобактерии индуцируют экспрессию мар-
керов покоя, факторов транскрипции FOXO3a
(член семейства Forkhead box O3), NOTCH1 (вхо-
дит в семейство трансмембранных белков), и
SOX9 (sex determining region Y-box transcription
factor 9), характерных для стволовых клеток, и ин-
гибируют экспрессию маркеров прогрессии кле-
точного цикла. При этом в инфицированных мак-
рофагах, напротив, повышена экспрессия марке-
ров пролиферации – киназы 2 S-фазы (SKP2) и
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циклина А1 (CCNA1). Таким образом, при ла-
тентной инфекции Mtb находится в инфициро-
ванных МСК в дормантном состоянии [20].

Показано, что специфическое микроокруже-
ние инфицированных МСК человека in vitro спо-
собствует активации синтеза микобактериально-
го белка Rv1734, вызывающего дормантность, и
гомолога альфа-кристаллина HspX, ассоцииро-
ванного с клеточной стенкой и ответственного за
ее постепенное утолщение при переходе в дор-
мантное нерепликативное состояние. Наблюда-
лось также накопление в МСК липидных телец.
При этом обнаружено снижение экспрессии бел-
ка вирулентности ESAT-6. Интересно, что такие
изменения происходят уже на ранних стадиях ин-
фекции, как только бациллы попадут в МСК, и
никогда не происходят в инфицированных мак-
рофагах. Ранние эксперименты по индукции in
vitro дормантности Mtb в макрофагах человека и
дендритных клетках не увенчались успехом [21–23].

В норме МСК обладают способностью к само-
обновлению, продуцируют хемокины, цитокины,
факторы роста для поддержания гомеостаза, за-
живления ран и подавления реакции воспаления
[24, 25]. Известно, что МСК человека проявляют
прямую и непрямую антимикробную активность
против Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus au-
reus и Streptococcus pneumonia, секретируя анти-
микробный пептид LL-37 [26]. Они действуют
как супрессоры иммунного ответа Т-клеток,
дендритных клеток и макрофагов, создавая таким
образом микроокружение лекарственно-устой-
чивых Mtb [27]. Обнаружено, что заражение МСК
микобактериями активирует продукцию ими эк-
зосом – нановезикул диаметром 30–150 нм, обра-
зуемых многими клетками. Нановезикулы окру-
жены двойным липидным слоем, они содержат
различные биомолекулы, включая регуляторные
белки, гликаны, липиды, РНК и ДНК, метаболи-
ты [28, 29]. Экзосомы могут захватываться други-
ми клетками, при этом их содержимое поглоща-
ется и влияет на фенотип клетки-реципиента, по-
этому они считаются важными медиаторами
межклеточной коммуникации. Экзосомы МСК
захватываются макрофагами и индуцируют вос-
палительную реакцию и повышение экспрессии
факторов TNF-α, RANTES и индуцибельной
синтазы оксида азота (iNOS) [30].

Известно, что вирус иммунодефицита челове-
ка (ВИЧ-1) также может десятилетиями нахо-
диться в латентном состоянии, а затем реактиви-
роваться. В связи с этим определенный интерес
представляет изучение механизма реактивации
ВИЧ-1, индуцированной инфекцией Mtb [31].
Как показано ранее, обычно в этот механизм во-
влечен стандартный набор регуляторных факто-
ров – воспаление, процессинг комплекса гисто-
совместимости MHC-II, сигнальный путь Toll-

подобных рецепторов, экспрессия рецепторов хе-
мокинов CXCR4/CCR5, активация регуляторов
транскрипции с LTR ВИЧ. Однако при совместной
инфекции экзосомы, секретируемые макрофага-
ми, содержащими Mtb, реактивировали ВИЧ-1,
индуцируя окислительный стресс. Протеомный
анализ таких экзосом выявил хозяйские сигналь-
ные молекулы, способные реактивировать ВИЧ-1
путем нарушения окислительно-восстановитель-
ного метаболизма с последующим развитием вос-
паления и иммунного ответа [31].

В настоящее время принято считать, что дор-
мантный фенотип Mtb характеризуется следую-
щими особенностями.

1. Невозможность реплицироваться. Это со-
стояние определяется как “жизнеспособное, но
некультивируемое”, или “нерастущее, но метабо-
лически активное” [32]. Показано, что такое со-
стояние обусловлено экспрессией многих мико-
бактериальных генов, например, relA, кодирую-
щий (p)ppGpp-синтазу, контролирует многие
синтетические процессы, включая синтез АТР и
GTP, репликацию ДНК и синтез белка [16].

2. Экспрессия генов дормантности. Известно,
что геном Mtb содержит 4173 гена, более четверти
из которых отвечают за вход и выход из дормант-
ного состояния [3, 33]. Проведен протеомный
анализ клеток Mtb в дормантном состоянии и при
выходе из него [34]. Функциональные аспекты ге-
нов, ассоциированных с дормантностью Mtb, по-
дробнейшим образом рассмотрены в обзоре [35].
Например, регулон DosR (Dormancy survival regu-
lator) состоит из 48 генов, экспрессия которых ак-
тивируется в гранулеме в условиях недостатка
кислорода и NO-стресса и способствует переходу
активно реплицирующихся бактерий в дормант-
ное состояние, чтобы справиться с этими стрес-
сами и обеспечить долгосрочное выживание в
хозяине и реактивацию в благоприятных усло-
виях [35]. Показано также, что отличительной
особенностью клеток, находящихся в дормант-
ном состоянии очень длительное время (8 мес.),
является накопление ферментов, обеспечивающих
защиту клеток от окислительного стресса (суперок-
сиддисмутазы, каталазы-пероксидазы), ДНК-свя-
зывающих белков НupB/Rv2986, IniB/Rv0341 и ша-
перонов, препятствующих агрегации белков [36].

3. Изменения метаболизма. В основном, все
изменения метаболизма связаны с угнетением
клеточных процессов и, в итоге, с арестом кле-
точного цикла и деления. Однако вместе с этим
активируется синтез ферментов, не свойствен-
ных обычному состоянию. Например, активи-
руется глиоксилатный путь, позволяющий Mtb
использовать липиды как единственный источ-
ник углерода; энергетический обмен клеток ме-
няется в сторону уменьшения содержания внут-
риклеточного АТР и увеличения соотношения
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NADН/NAD, описаны изменения в липидном
метаболизме и обмене азота [37].

4. Изменения в морфологии клетки. Эти изме-
нения обычно сопровождают функциональную ре-
организацию нереплицирующихся бацилл и каса-
ются размера, формы и ультраструктуры. Наиболее
яркий пример таких изменений – споруляция не-
которых грамположительных бактерий, которую
считают истинно дормантным состоянием [38].
Известно, что Mtb к споруляции неспособны, од-
нако описаны изменения формы дормантных ба-
цилл, включая овоидность [39]. Обнаружены
формы Mtb с измененным окрашиванием и со-
держащие липидные тельца. Показано, что недо-
статок питательных веществ и кислорода также
индуцирует постепенный переход непатогенных
M. smegmatis из палочковидной формы в овоид-
ную [40]. Применение сканирующей электронной
микроскопии позволило обнаружить изменение
внешнего вида дормантных Mtb и значительное
уменьшение их длины, а при восстановлении аэра-
ции клетки начинали приобретать исходную мор-
фологию [41].

5. Толерантность к лекарственным средствам.
Многие молекулярные и клеточные механизмы то-
лерантности окончательно не установлены. Однако
известно, что МСК, в которых скрываются дор-
мантные формы Mtb, экспрессируют АВС-транс-
портер, что препятствует накоплению лекарствен-
ных препаратов в клетке [19]. Известно также, что
в дормантных клетках не экспрессируется катала-
за-пероксидаза, необходимая для активации дей-
ствия противотуберкулезного антибиотика изо-
ниазида [42]. Кроме того, возможно, что утолще-
ние клеточной стенки, наблюдаемое у Mtb в
состоянии дормантности в МСК, сопровождает-
ся структурными изменениями, также обуслов-
ливающими антибиотикорезистентность [23].

6. Обратимость. При моделировании состояния
дормантности Mtb in vitro показано, что в этом про-
цессе играют роль многие факторы – снижение со-
держания кислорода, повышение содержания ок-
сида азота и оксида углерода, голодание по азоту,
дефицит или избыток ионов металлов, дефицит ка-
лия, низкие значения рН, аскорбиновая кислота,
дефицит фосфатов, липиды в качестве единствен-
ного источника углерода, антибактериальные пре-
параты [5]. Исследование физиологии и общих
транскриптомных профилей Mtb во время реакти-
вации из нерепликативного состояния, вызванно-
го гипоксией, выявило существование лаг-фазы, в
ходе которой наблюдается восстановление физио-
логии и метаболизма, предшествующее началу кле-
точного деления. Показано, что при реаэрации
происходит репрессия регулонов, ассоциирован-
ных с дормантностью, включая DosR, MprA, SigH,
SigE и ClgR, и метаболических путей утилизации
липидов. Идентифицированы регулоны и мета-

болические пути, экспрессия которых возрастает
при выходе из нерепликативного состояния,
включая транспорт ионов металлов, репарацию и
рекомбинацию ДНК, синтез основных компо-
нентов клеточной стенки [43]. Известно, что ре-
активации дормантных форм Mtb способствуют
также факторы, снижающие иммунитет хозяина, –
заражение ВИЧ, трансплантация органов с при-
менением иммуносупрессоров, силикоз, тесный
контакт с больными открытой формой туберку-
леза, применение блокаторов провоспалительно-
го TNF-α, хроническая почечная недостаточ-
ность и гемодиализ, прием кортикостероидов, та-
бакокурение, а также нарушение обмена веществ –
сахарный диабет, ревматоидный артрит [44].

ДОРМАНТНОСТЬ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

Понятие дормантности, или состояния покоя,
опухоли предложено в качестве модели, в которой
наблюдается баланс между увеличением числа кле-
ток в опухоли в результате пролиферации и умень-
шением их числа в результате гибели [45, 46].

Другой тип покоя опухоли – это дормантность
отдельных рассеянных, или диссеминированных,
ее клеток, вызываемая сигналами из окружения
этих клеток, внеклеточного матрикса метастати-
ческих ниш, а также гипоксией и стрессом разной
природы, запускающими программы остановки
роста [47]. Клеточная дормантность характеризу-
ется минимумом пролиферации, минимумом ги-
бели и обратимостью. Состояние покоя (дор-
мантный статус) наблюдается у стволовых клеток
различных тканей растений и животных, и опухо-
левых стволовых клеток [48]. В настоящее время
установлена непосредственная связь между реци-
дивами опухоли в форме метастазов и дормантно-
стью опухолевых клеток [49].

В недавно опубликованном обзоре [50] кратко
изложена история изучения дормантности опухо-
левых клеток с первого века нашей эры. В 2019 го-
ду был описан транскриптом дормантной клетки
миеломы человека [51]. Приведена временная шка-
ла, демонстрирующая развитие концепций покоя
отдельных опухолевых клеток и покоя целой опухо-
ли. Представление о том, что рак может рецидиви-
ровать, появилось уже в первом веке, когда грече-
ский/римский философ Цельс (Кельс) впервые
обратил внимание на то, что “после удаления
опухоли, даже когда шрам уже сформировался,
болезнь может возвращаться и вызывать смерть”
[50]. Но лишь в 1934 году Rupert Willis отметил,
что метастазы, найденные у пациентов без реци-
дивов в месте удаленной опухоли, указывают на
то, что “опухолевые клетки, должно быть, дрема-
ли в тканях, в которых они были остановлены”,
тогда же был введен термин дормантность, или
покой [50].
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Одним из убедительных доказательств того,
что дормантные опухолевые клетки могут вы-
звать рецидив болезни после длительного перио-
да покоя, служат случаи обнаружения опухолей у
пациентов после трансплантации им донорских
органов. Такая случайная передача опухолевых
клеток через трансплантаты, взятые у, казалось
бы, здоровых доноров, впервые описана при пе-
ресадке почки, когда у пациента обнаружили
плоскоклеточный рак почки через 8 мес. после
операции. Позже выяснилось, что донор страдал
раком легких. В другом исследовании у донора
сердца после смерти обнаружили опухоль пред-
стательной железы, а через 10 мес. после транс-
плантации у реципиента диагностировали мно-
жественные метастазы в позвоночнике, крестцо-
вой области и ребрах. В препаратах биопсии
ребра (но не предстательной железы) реципиента
гистохимическим методом с использованием ан-
тител против антигенов простаты обнаружены
опухолевые клетки, характерные для метастазов,
сформировавшихся из клеток опухоли предста-
тельной железы [46, 52, 53].

СРАВНЕНИЕ ЭМБРИОНАЛЬНОЙ 
ДИАПАУЗЫ И ДОРМАНТНЫХ 

ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

Покой опухолевых клеток и клеток Mtb не от-
носится к уникальным явлениям. В этом, по-ви-
димому, задействованы универсальные механиз-
мы дормантности эмбриональных и стволовых
клеток взрослых растений и животных [47, 54].
Например, в недавнем обзоре приведены совре-
менные представления о том, как сигналы окру-
жающей среды (свет, температура, содержание
нитратов) контролируют дормантность зароды-
шевых клеток семян растений, изменяя уровни
гормонов [55]. Регуляторные генные сети, ответ-
ственные за дормантность стволовых клеток расте-
ний, рассмотрены и в нашем обзоре [56]. В нор-
мальном эмбриональном развитии животных мо-
жет существовать период покоя. У млекопитающих
этот период называется эмбриональной диапаузой,
у нематоды Caenorhabditis elegans – стадией дауэ-
ровской личинки, активация этого периода позво-
ляет сохранить потомство при неблагоприятных
внешних условиях [57–59]. Показано, что C. ele-
gans, рыбы фундулюсы и даже мыши способны
активировать механизмы диапаузы [60, 61]. Так,
обнаружено, что в условиях стресса, вызванного
кислородным голоданием, большинство клеток,
выделенных из зародышей рыбы Austrofundulus
limnaeus, остановлены на стадии G1/G0 клеточно-
го цикла [60]. Профили экспрессии генов в мы-
шиных эмбрионах в состоянии диапаузы выявля-
ют активацию примерно 100 генов. Активация
экспрессии некоторых из этих генов обнаружива-
ется также и в дормантных опухолевых клетках

[58]. Например, в зародышевых клетках в диапау-
зе и в дормантных опухолевых клетках выявлена
специфическая регуляция ингибиторов клеточ-
ного цикла и факторов ремоделирования хрома-
тина. Показано, что переход бластоцист (зароды-
шей млекопитающих на предимплантационной
стадии) в состояние покоя требует поддержания
экспрессии генов плюрипотентности и снижения
уровня протоонкогена c-Myc, что связывает дор-
мантные опухолевые клетки с дормантными бла-
стоцистами. Полагают, что основная роль ДНК-
связывающих факторов семейства Myc заключает-
ся не в поддержании плюрипотентности как тако-
вой (в частности, эмбриональных стволовых кле-
ток мыши), а в подавлении ранних стадий диффе-
ренцировки [59]. Экспрессия основных маркеров
плюрипотентности Oct4 (octamer-binding transcrip-
tion factor 4) и Nanog (названный в честь мифологи-
ческой кельтской страны вечно молодых “Tir nan
Og”) в ходе дифференцировки постепенно снижа-
ется. И, по-видимому, на начальных стадиях диф-
ференцировки эти факторы плюрипотентности
коэкспрессируются с маркерами начальных ста-
дий дифференцировки. Состояние покоя дор-
мантных клеток, активно экспрессирующих фак-
торы NANOG, OCT4, и SOX2 (SRY –sex determin-
ing region Y-box 2), совпадает с низким уровнем
экспрессии c-Myc и общим снижением экспрессии
генов клеточного цикла – мишеней c-Myc [62, 63].
Непосредственное микроокружение, с которым
контактируют бластоцисты при имплантации,
также может провоцировать гормональную ре-
активацию диапаузных клеток. Так, экспрессия
гепаринсвязывающего EGF-подобного фактора
роста HB-EGF в диапаузных зародышах была
снижена, если же она повышалась, то происходи-
ло установление связи матка–зародыш, что спо-
собствовало имплантации и росту зародыша [58].
Интересно, что эмбриональную диапаузу, как
эволюционно консервативное явление, можно
вызвать у недиапаузных млекопитающих, напри-
мер, у овец [61].

При использовании трехмерных культур in vivo
[64] в некоторых опухолевых клетках, выживших
после химиотерапии, обнаружена обратимая про-
грамма транскрипции, наблюдаемая в клетках за-
родышей в состоянии эмбриональной диапаузы,
связанная с супрессией факторов Myc. Такие клет-
ки биосинтетически и пролиферативно неактив-
ны. При этом индуцированная активация Myc,
напротив, усиливала действенность химиотера-
пии [64].

Диапаузоподобное состояние клеток опухо-
лей молочной железы и колоректальных опухо-
лей определяется снижением активностей mTOR
(mammalian target of rapamycin), Myc и активации
факторов аутофагии. Однако углубленный тран-
скриптомный анализ показал, что состояние покоя
опухолевых клеток отличается от диапаузы зароды-
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шей, напоминая скорее покой эмбриональных
стволовых клеток [65–67].

СРАВНЕНИЕ ЭМБРИОНАЛЬНЫХ
И ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

В процессе эмбрионального развития многие
клетки образуются далеко от места их дальней-
шего расположения и функционирования, и долж-
ны преодолевать большие расстояния. Чтобы на-
чать движение эмбриональные эпителиальные
клетки претерпевают эпителиально-мезенхималь-
ный переход (ЭМП), обуславливающий нарушение
межклеточных контактов и мобильность. Клеткам,
прибывшим на место назначения, необходим об-
ратный мезенхимально-эпителиальный переход
(МЭП), чтобы размножиться и дифференциро-
ваться в клетки определенных тканей [68, 69].
Наиболее изучены перемещения клеток нервного
гребня [70]. Лучшим доказательством осуществ-
ления ЭМП в опухолевых клетках служит факт
отслаивания отдельных клеток от первичной опу-
холи и то, что циркулирующие и диссеминиро-
ванные опухолевые клетки обнаруживают при-
знаки ЭМП и высокую степень эпителиально-
мезенхимальной пластичности [71, 72].

Однако ЭМП не подразумевает переход по
принципу все или ничего. Частичный ЭМП обна-
ружен при гаструляции Drosophila и при ранней
миграции групп клеток нервного гребня ана-
мниот (амфибий и рыб), когда клетки имеют чер-
ты и эпителиальных, и мезенхимальных клеток. В
таких клетках уже запущена программа ЭМП –
снижается транскрипция белка клеточной адгезии
E-кадгерина, теряется апикально-базальная по-
лярность, но клетки сохраняют контакты друг с
другом и мигрируют группами. Показано, что опу-
холевые клетки с переходным фенотипом наиболее
агрессивны [73, 74]. Такой гибридный фенотип
позволяет опухолевым клеткам оторваться от пер-
вичной опухоли и быстро колонизировать новые
области. Несмотря на то, что ЭМП в эмбриоге-
незе и при патологии имеют много общего, оче-
видны и различия. Существует классификация
ЭМП. ЭМП типа 1 свойственен эмбриогенезу;
типа 2 – заживлению ран, регенерации тканей и
фиброзу органов; тип 3 характерен для онкогене-
за. Эмбриональный ЭМП подразумевает переход
эпителий–мезенхима, но не вызывает у зароды-
шей воспалительной реакции, типичной для ти-
пов 2 и 3. При развитии опухоли ее клетки претер-
певают ЭМП типа 3, который, помимо инвазивно-
сти и мобильности, обеспечивает проникновение
отделившихся клеток в лимфатические и кровенос-
ные сосуды и обратный выход. Эти явления интра-
и экстравазации не наблюдаются ни при фибро-
зе, ни при миграциях эмбриональных клеток.

Интересно, что метастазы обычно имеют эпи-
телиальный фенотип, и, следовательно, в разви-

тии опухоли важна эпителиально-мезенхималь-
ная пластичность, иными словами – реверсия
ЭМП, впервые предложенная [75] и обнаружен-
ная при изучении эмбрионального развития [76].

Как и в зародышах, МЭП в опухолевых клет-
ках совпадает со снижением экспрессии факто-
ров транскрипции ЭМП. МЭП заключается не
только в реверсии к эпителиальному фенотипу,
но и в увеличении пролиферации, важной для ро-
ста и зародыша, и вторичной опухоли [68, 69, 77].

ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ
ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ

В растущих опухолях создаются условия нехват-
ки кислорода и питательных веществ. Предполага-
ется, что под действием этих факторов происходит
формирование и отбор субпопуляции агрессивных
инвазивных клеток [78–80]. В этих клетках быстро
перестраивается метаболизм, они начинают ис-
пользовать альтернативные источники энергии,
такие как остатки некротизированных клеток или
их липиды путем макропиноцитоза [81]. Хрониче-
ский стресс приводит к трансформации доброкаче-
ственных опухолей с неинвазивными клетками в
злокачественные [69]. В результате, в некоторых
опухолевых клетках возникают генетические [82,
83] и эпигенетические изменения, делающие воз-
можной миграцию и инвазию клеток в кровенос-
ную и лимфатическую системы [79]. В этих клет-
ках происходит процесс ЭМП, который характе-
ризуется потерей межклеточных контактов и
апикально-базальной полярности и приобрете-
нием свойств подвижности и инвазивности. Эти
изменения сопровождаются радикальными изме-
нениями в поведении таких клеток, обусловлен-
ными активацией экспрессии маркеров ЭМП –
транскрипционных факторов разных семейств,
включая SNAIL, TWIST, ZEB [68, 69, 77].

Отслоение опухолевых клеток и их диссемина-
ция в лимфоузлы и печень может произойти и на
ранних стадиях развития первичной опухоли, до
ее резекции или даже обнаружения [74].

Так или иначе, клетки отрываются от первич-
ной опухоли, внедряются в базальную мембрану,
мигрируют к кровеносным сосудам, проникают
внутрь и циркулируют в кровотоке, пока не до-
стигнут пункта назначения, где могут образовать
вторичные опухоли – метастазы [79, 85]. Хотя все
клетки, в которых произошел ЭМП, обладают
повышенной инвазивностью и миграционной
активностью, однако выжить в крово- или лим-
фотоке смогут совсем не все они, а лишь неболь-
шая специфическая субпопуляция – циркулиру-
ющие опухолевые клетки (ЦОК). ЦОК обладают
устойчивостью к химио- и радиотерапии, обу-
словленной накоплением соматических мутаций,
приводящих к нечувствительности к сигналам
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программируемой гибели (аноикису), характер-
ной для отделившихся от подложки нормальных
клеток [86]. Аноикис – форма программируемой
гибели клеток, не прикрепленных к внеклеточно-
му матриксу (ВКМ) и соседним клеткам. Фактор
PHD2 (или HIF-PH2 – hypoxia-inducible factor
prolyl hydroxylase 2) – молекула, чувствительная к
кислороду, которая в нормальных условиях инги-
бирует фактор HIF (hypoxia inducible factor). В
условиях гипоксии в опухоли гидроксилирование
и деградация HIF невозможны, его быстрое на-
копление приводит к развитию адаптивного отве-
та, когда клетки становятся способными ремоде-
лировать свой метаболизм, менять pH микро-
окружения и активировать экспрессию фактора
роста эндотелия сосудов (VEGF) [79]. HIF акти-
вирует экспрессию фактора TWIST, инициирует
ЭМП и экспрессию фактора SNAI1, что приводит
к потере эпителиальных маркеров – E-кадгерина,
молекул адгезии эпителиальных клеток (EpCAM)
и обретению маркеров мезенхимы – виментина и
N-кадгерина [69]. Далее клетки преодолевают ба-
зальную мембрану, попадают в кровеносные со-
суды и становятся ЦОК.

Следует отметить, что подобная ситуация реа-
лизуется и при отслоении от нейроэпителия кле-
ток нервного гребня зародышей позвоночных.
При этом клетки претерпевают ЭМП, теряют
белки клеточной адгезии, что позволяет им на-
чать миграцию [70, 87, 88].

Чтобы покинуть сосуды и занять новые ниши
для колонизации и образования метастазов, ЦОК
теряют мезенхимные черты и претерпевают об-
ратный переход, МЭП. Предложены две модели,
объясняющие, каким образом происходит про-
цесс колонизации. В “ЭМП/МЭП-модели” про-
исходит изменение фенотипа одиночных ЦОК и
восстанавление их эпителиальных свойств в ме-
сте колонизации. В “модели коллективной ми-
грации” циркулирующие клетки передвигаются в
больших кластерах с разной степенью ЭМП. В та-
ких кластерах можно обнаружить не только эпи-
телиальные, но и полностью мезенхимные клет-
ки и клетки с гибридным фенотипом. В принци-
пе, обе эти модели могут быть верными [73, 79].

ЦОК находятся в кровотоке только 1–2 дня,
большинство из них гибнет. Показано, что в пере-
мещениях ЦОК определенную роль играют клетки
иммунной системы – привлеченные факторами
роста и цитокинами лейкоциты, нейтрофилы и
макрофаги. Тромбоциты во многом способствуют
выживанию ЦОК в крови. Их прометастатический
эффект проявляется на физическом и молекуляр-
ном уровнях. Физически тромбоциты быстро об-
лепляют ЦОК в кровяном русле и защищают от
механических повреждений. Опухолевые клетки
связывают белки адгезии тромбоцитов (фибро-
нектин и фактор Виллебранда) поверхностными

интегринами, вызывая их слипание. Кроме того,
тромбоциты усиливают адгезию к эндотелию сосу-
дов с помощью поверхностных молекул селекти-
нов. Тромбоциты также обеспечивают защиту от
иммунной системы. А именно, выделяемый ими
фактор TGF-β (transforming growth factor-β), инак-
тивирует естественные киллерные клетки (NK-
клетки), снижая экспрессию рецептора антиге-
нов NKG2-D. Действие иммунной системы ослаб-
ляется еще и тем, что молекулы комплекса гисто-
совместимости переносятся с поверхности грану-
лированных тромбоцитов на ЦОК, обеспечивая им
тромбоцитарную идентичность и дезориентируя
NK-клетки [78].

КЛАСТЕРЫ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ 
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

В крови пациентов обнаруживаются не толь-
ко отдельные ЦОК, но и их кластеры [78], кото-
рые встречаются реже и могут содержать от двух
до 50 клеток. Более крупные кластеры, назван-
ные опухолевыми микроэмболиями, обнаружены
при опухолях легких и молочной железы [89, 90].

Показано, что в кластерах ЦОК наблюдается
сдвиг в метаболизме, который придает им черты
стволовых клеток, а при выращивании in vitro они
образуют сфероиды [79]. Это обусловлено повы-
шенной секрецией плакоглобина и трансмем-
бранного гликопротеина CD44, защищающего
стволовые опухолевые клетки (ОСК). “Выключе-
ние” гена плакоглобина снижало количество ме-
тастазов у мышей с опухолями молочной железы
в 30–40 раз. Вероятность образования метастазов
этими клетками повышалась в результате сверх-
экспрессии кератина-14 [91]. Кроме того, сайты
связывания факторов транскрипции OCT4,
NANOG, SOX2 и SIN3A, характерных для ство-
ловых клеток, в клетках кластеров гиперметили-
рованы, что характерно для эмбриональных ство-
ловых клеток [92].

Крупные кластеры могут проходить по микро-
каналам диаметром 50–300 мкм [93]. Оказалось,
что они способны распрямляться, нарушая меж-
клеточные связи, становясь цепочкой клеток, ко-
торая может протиснуться в капилляры, а попав
на место назначения, вновь сформировать кла-
стеры. Морфологические изменения при этом за-
трагивают и сами клетки. Во время сжатия клеток
ядра могут деформироваться, теряя круглую форму
и становясь эллипсоидными. По-видимому, имен-
но эти свойства обеспечивают кластерам ЦОК вы-
сокий метастатический потенциал [94].

Таким образом, очевидно, что ЦОК должны
рассматриваться не как единая общая популяция
клеток, а как весьма гетерогенная субпопуляция.
Индивидуальные ЦОК, кластеры циркулирую-
щих клеток и циркулирующие клетки со свой-
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ствами стволовых [94] – все это члены одного се-
мейства агрессивных клеток, производных пер-
вичной опухоли [95].

Кластеры ЦОК могут застрять в мелких капил-
лярах, образуя небольшие тромбы. Благодаря
этому активируется фибронектин, который взаи-
модействует с интегринами опухолевых клеток
[96]. Резидентные клетки также взаимодействуют
с интегринами ЦОК и активируют экспрессию
гена S100, регулирующего фосфорилирование
белков, клеточный рост, дифференцировку и вос-
паление. Экспрессия этого гена играет важную
роль в динамике цитоскелета, подготовке премета-
статических ниш и вызывает закрепление ЦОК в
метастатических нишах [78, 79, 97].

ДИССЕМИНИРОВАННЫЕ
ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ

ЦОК могут покинуть кровяное русло в любом
месте, однако установлено, что выжить и в даль-
нейшем начать пролиферацию они могут лишь в
определенном органе, а в каком именно, зависит
от происхождения и гистологического подтипа
первичной опухоли [98, 99]. Известно, что только
одна из 40 диссеминированных опухолевых кле-
ток (ДОК) формирует микрометастазы, и только
один из 100 микрометастазов прогрессирует в
макроскопические опухоли [48, 50, 100]. Симпто-
мы метастатических поражений могут проявлять-
ся через годы или десятилетия после удаления
первичной опухоли. Эти клинические наблюде-
ния говорят о том, что ДОК не всегда тотчас же
начинают делиться, они могут находиться в спя-
щем (дормантном) состоянии. Дормантные ДОК
переживают сеансы химиотерапии, активно ис-
пользуя консервативные механизмы адаптации и
выживания, действующие в эмбриональном раз-
витии и во взрослых тканях [48, 54, 101].

Интересна способность дормантных клеток
замедлять собственный метаболизм. Условия, в
которых находятся ДОК, описаны как гипоксия,
закисление и низкий уровень глюкозы [102]. Опу-
холевые клетки при быстром делении используют
гликолиз для производства энергии даже при до-
статочном для работы митохондрий количестве
кислорода. Это явление названо эффектом Вар-
бурга [103]. Закисление среды блокирует глико-
лиз, метаболизм при этом перестраивается на
окисление жирных кислот и замедляется, что
приводит к остановке роста и позволяет пережить
неблагоприятные условия.

ОПУХОЛЕВЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ
Концепция опухолевых стволовых клеток

(ОСК) сформировалась на основании серии иссле-
дований тератокарцином, позволивших предполо-
жить, что раковые опухоли – это “смесь злокаче-

ственных стволовых клеток с выраженной спо-
собностью к пролиферации и ограниченной
способностью к дифференцировке и дифференци-
рованного, возможно доброкачественного, потом-
ства этих злокачественных клеток” [104].

Стволовые клетки – это клетки, обладающие
потенциалом к самообновлению и дифференци-
ровке в различные типы клеток [105]. Способ-
ность к самообновлению объясняется экспресси-
ей в стволовых клетках фермента теломеразы, не
позволяющей укорачиваться теломерам при де-
лении клеток и обуславливающей возможность
бесконечной пролиферации [106]. Считалось,
что, если эмбриональные стволовые клетки могут
дифференцироваться в любые клетки взрослого
организма, то стволовые клетки взрослых орга-
низмов могут давать начало и замещать полно-
стью лишь дифференцированные клетки ткани, в
которой они находятся, и обеспечивают таким об-
разом поддержание структуры тканей и органов на
протяжении всей жизни [107]. Эта модель однона-
правленного развития от плюрипотентного состо-
яния к полной дифференцировке была оспорена.
Предположили, что отдельные стволовые клетки
при определенных условиях могут обрести фено-
тип, отличный от клеток ткани, в которой они рас-
полагались; более того, взрослые клетки могут де-
дифференцироваться в стволовые и давать начало
клеткам различных тканей. Эта гипотеза подтвер-
ждена результатами, полученными Takahashi и
Yamanaka [108], показавшими, что взрослые диф-
ференцированные клетки могут быть репрограм-
мированны в индуцированные плюрипотентные
стволовые клетки, способные дифференцировать-
ся в любые эндо-, экто- и мезодермальные клеточ-
ные линии. Такое репрограммирование стало воз-
можным в результате сверхэкспрессии в диффе-
ренцированных клетках генов, ассоциированных
со стволовыми клетками, известных как факторы
Yamanaka: c-MYC, Kruppel-подобный фактор 4
(KLF4), Sox2 и Oct-3/4 [109, 110]. Эти результаты
подтвердили феномен дедифференцировки и
трансдифференцировки, лежащий в основе со-
временной теории ОСК. Впервые ОСК получи-
ли от больных острым миелоидным лейкозом в
1997 году [111]. Предполагается, что они образу-
ются либо из МСК, расположенных в тканях
взрослых организмов, либо из дифференцирован-
ных клеток, репрограммированных в плюрипо-
тентные в процессе дедифференцировки. Нормаль-
ные стволовые клетки и ОСК обладают схожими
свойствами, такими как способность к самообнов-
лению, неограниченному росту, инвазивность и
блок дифференцировки [112]. Все это позволяет
ОСК инициировать и поддерживать рост опухо-
лей. Факторы SOX2, OCT4 и NANOG составляют
основную регуляторную цепь, которая обеспечи-
вает поддержание стволовыми клетками способ-
ности к самообновлению и плюрипотентность
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[110]. Показано, что ОСК высоко пластичны,
способны менять свой фенотипический и функ-
циональный облик при изменениях микроокру-
жения опухоли, вызванных лучевой терапией и
химиотерапией.

Следует отметить, что поддержание свойств
стволовых клеток и старение клеток регулируют-
ся пересекающимися сигнальными путями [113].
Ключевые сигнальные молекулы, регулирующие
старение клеток, ингибиторы циклинзависимых
киназ p16 (он же Ink4a, или Arf) и p21(Cip1) и су-
прессор опухолевого роста p53 (он же Trp53) игра-
ют важную роль и в поддержании клеток в состо-
янии стволовых [114]. Например, вызывающие
старение p53, p16 и компонент активных центро-
мер Suv39h1 препятствуют переходу дифферен-
цированных нормальных клеток в индуцирован-
ные плюрипотентные. Недавно показали, что
стареющие клетки секретируют ингибитор цик-
линзависимой киназы p21, которая не только
способствует остановке деления стареющих кле-
ток, но также является ранним сигналом, запус-
кающим иммунный надзор [115].

Процесс старения также может непосредствен-
но способствовать пластичности ОСК, активируя
экспрессию генов, характерных для стволовых кле-
ток, в нестволовых опухолевых клетках [116]. Во
многих типах опухолей ОСК претерпевают ЭМП,
что приводит к формированию метастазов.

Часто считают, что ОСК и дормантные ДОК
это одно и то же [50]. Вероятно, ДОК объединяют
в себе популяции стволовых и не стволовых опу-
холевых клеток [117]. Действительно, анализ еди-
ничных клеток позволил обнаружить большую
степень гетерогенности ДОК, включая группы
стареющих, покоящихся и активно пролифери-
рующих клеток [118].

ОСК по механизмам регуляции поведения
очень похожи на стволовые клетки: гемопоэти-
ческие, мышечные, нервные и клетки волося-
ных фолликул. Они используют схожие про-
граммы остановки роста, плюрипотентности и
эпигенетической пластичности [48]. Показано,
что активация путей mTOR способна увеличи-
вать пул ОСК среди ДОК в метастатической ни-
ше (МН) костного мозга, способствуя высвобож-
дению остеобластами фактора GAS6 (growth arrest
specific 6) [119]. Обнаружено, что рост соотноше-
ния сигналов p38-MAPK (mitogen-activated pro-
tein kinase) к ERK (extracellular signal-regulated ki-
nase) – MAPK индуцирует дормантность ДОК
различных типов опухолей [120] и дормантность
ОСК предстательной железы [121].

Показано также, что сигнальные пути Notch и
Wingless (Wnt), осуществляющие контроль пула
ОСК и баланс между покоем и пролиферацией
дормантных ДОК, могут активировать рост мета-
стазов, производных различных солидных опухо-

лей [46, 48, 100]. Очевидно, эти пути активируют
клеточный цикл посредством протоонкогена c-
Myc, тогда как их блокирование вызывает состо-
яние покоя ОСК и дормантность опухоли. c-Myc
также активирует экспрессию Bmi-1 (polycomb
repressor complex 1 component Bmi-1), что регули-
рует способность к самообновлению стволовых
клеток опухоли молочной железы и коррелирует с
появлением рецидивов [122]. Другим примером
сходства дормантных ДОК и ОСК служит каскад
интерлейкина-6 (IL-6)‒лейкоз-ингибирующего
фактора (LIF)–рецептора LIF (LIFR), необходи-
мый для поддержания и дормантности, и стволо-
вых качеств ДОК опухоли молочной железы в
КМ. И, наконец, механические свойства ВКМ и
процесс ЭМП существенны для обретения ство-
ловых качеств опухолевыми клетками и их мета-
статического роста [123]. Так, фактор ZEB1, клю-
чевой регулятор ЭМП, обусловливающий ответ
клеток на стимулы, идущие от микроокружения,
такие как местное воспаление, и TGF-β, активи-
руют программу транскрипции, выводящую ДОК
из состояния дормантности, придавая им свой-
ства стволовых и обеспечивая возможность про-
лиферации [124].

ПРЕМЕТАСТАТИЧЕСКИЕ НИШИ
В отличие от первичной опухоли, где опухоле-

вые клетки составляют большинство, ДОК попа-
дают в чуждую агрессивную среду. На этом осно-
вана известная гипотеза “о семенах и почве”,
предложенная в 1889 году [125], согласно которой
ДОК по аналогии с семенами могут прорасти
только там, где имеется благоприятная почва. Эта
классическая концепция подчеркивает важность
для выживания ДОК не только собственных
свойств ДОК (семян), но и свойств внешней сре-
ды (почвы). Понятие “ниши” (от французского
niche или немецкого Nische – гнездо) впервые ис-
пользовали в 1978 г. [126] при описании бессмерт-
ности гемопоэтических стволовых клеток (ГСК):
“стволовая клетка должна рассматриваться в свя-
зи с окружающими клетками, которые определя-
ют ее поведение, и эта ниша играет активную
роль в удерживании стволовой клетки от взросле-
ния и пролиферации”. Согласно этой концеп-
ции, клеточные ниши определены как динамич-
ные экосистемы, где определенные типы клеток
взаимодействуют друг с другом, выполняя опре-
деленные функции. В случае с нишей ГСК, эта
функция – поддержание свойств стволовых кле-
ток. Действительно, показано, что злокачествен-
ный фенотип опухолевых клеток может быть обра-
тимым и зависимым от их микроокружения [127].

Еще до распространения ДОК факторы, опре-
деляемые первичной опухолью, обеспечивают
привлечение клеток иммунной системы в обла-
сти, где они меняют условия таким образом, что в
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результате формируется подготовленная к засе-
лению ДОК преметастатическая ниша (ПМН)
[128, 129]. А именно, подготавливается иммуносу-
прессорное микроокружение, состоящее из миело-
идных супрессорных клеток, регуляторных Т-кле-
ток (Treg), макрофагов, ассоциированных с опухо-
лью (TAM), и нейтрофилов, ассоциированных с
опухолью, не препятствующее колонизации ДОК
(130–133]. Одним из таких факторов могут быть
системно распространяющиеся экзосомы [134].
Установлено, что экспрессирующие VEGFR1 (ре-
цептор 1 фактора роста сосудистого эндотелия)
клетки, проиcходящие из КМ, поселялись в легких
до “прибытия” опухолевых клеток. Эти клетки вза-
имодействуют со стромой и формируют сайты для
клеток будущих метастазов [135]. Экзосомы, про-
дуцируемые первичной опухолью, служат ключе-
выми медиаторами этого процесса. А именно, за-
хваченные клетками КМ экзосомы меланомы,
содержащие протонкоген c-Met (тирозиновую
протеинкиназу), обеспечивали их инфильтрацию
в легкие, где они участвовали в формировании
ПМН, повышая проницаемость капилляров и спо-
собствуя процессу метастазирования [134]. Обна-
ружено, что помимо привлечения иммунных кле-
ток в легкие и провоцирования повышенной про-
ницаемости капилляров, экзосомы клеток опухоли
молочной железы и меланомы, но не клеток эпите-
лия легких, моделируют резидентные легочные
фибробласты, индуцируя экспрессию гена S100
и, как следствие, пролиферацию и миграцию
[136, 137].

Несмотря на то что концепция органотропиз-
ма (“семена и почва”), описывающая склонность
определенных опухолей формировать метастазы в
определенных органах, предложена более 120 лет
назад [125], механизм этого явления не установлен.
Известно, что экзосомы опухолевого происхожде-
ния, содержащие определенные интегрины, а
именно α6β1, α6β4, αvβ5, и αvβ3, ассоциирован-
ные с молекулами межклеточного матрикса лами-
нином и фибронектином, и клетками определен-
ного типа в органах-мишенях, частично определя-
ют положение ПМН в легких, печени и мозге
[136]. Кроме того, молекулы адгезии и другие
компоненты на поверхности экзосом также могут
определять органотропизм ДОК различных опу-
холей. Именно изучение роли экзосом показало,
что не все ниши одинаковы – свойства ПМН лег-
ких, кости, печени уникальны. Содержимое экзо-
сом различных типов клеток и их вклад в форми-
рование ПМН и органоспецифических метаста-
зов обсуждается в обзоре [138].

Метастазы в печени встречаются чаще, чем
первичные опухоли, они характерны для многих
видов опухолей, особенно желудочно-кишечного
тракта, молочной железы, легких и поджелудоч-
ной железы. Показано, что экзосомы, продуциру-
емые клетками опухоли поджелудочной железы,

экспрессирующей интегрин αvβ5, несущие фак-
тор MIF (ингибирующий миграцию макрофагов),
индуцируют секрецию фактора TGF-β клетками
Купфера, что приводило к синтезу фибронектина
звездчатыми клетками печени [139]. Кроме того, в
легких малые ядерные РНК из экзосом активируют
экспрессию металлопротеиназы-9 (MMP9), ремо-
делирующей ВКМ в месте будущей ниши, и фиб-
ронектина, что способствует привлечению ней-
трофилов [136, 137].

Если при метастазировании в легкие и печень
экзосомы влияют на иммунные клетки, то в ко-
стях они в основном моделируют клетки стромы,
остеобласты и остеокласты.

Метастазы в мозге и роль экзосом в формиро-
вании там ПМН изучены слабо. Известно, что
эндотелиальные клетки мозга захватывают экзо-
сомы, содержащие только интергин αvβ3, но ни-
какой другой [136].

С использованием уникального метода сов-
местного культивирования клеток опухоли и кле-
ток органа-мишени недавно были изучены вре-
менные и пространственные аспекты миграции
клеток опухоли молочной железы и их инвазии в
ткани легкого. Изменения фибробластов органа-
мишени, вызванные экзосомами опухолевых кле-
ток, способствуют формированию ПМН, а ПМН,
в свою очередь, привлекает ДОК при органотроп-
ном метастазировании [140].

Кроме того, обнаружено, что не только экзо-
сомы первичной опухоли обеспечивают расселе-
ние ее клеток, но и экзосомы МСК при актива-
ции сигнального пути Wnt способствуют мигра-
ции клеток опухоли молочной железы [141].

МЕТАСТАТИЧЕСКИЕ НИШИ
Как только ДОК поселяются в ПМН, ниша

становится метастатической (МН), она наследует
пространственную архитектуру и функциональ-
ный статус ПМН, включая прорастающие сосуды,
их проницаемость, и иммуносупрессорную обста-
новку. Это специфическое микроокружение во
вторичных органах (КМ, лимфоузлы, легкие, пе-
чень и мозг), обеспечивающее условия для выжи-
вания ДОК с чертами стволовых клеток или без них
[46, 101].

Изменения, происходящие в нишах, где рас-
полагаются ДОК и ОСК, диктуют клеткам, смо-
гут ли они выжить, запустить программы дли-
тельного покоя или начать пролиферацию.

Костный мозг можно рассматривать как “свя-
тое место”, где долго скрываются ДОК /ОСК, об-
разовавшиеся из опухолей молочной и предста-
тельной железы. Интересно, что фактор Notch2,
индуцирующий пролиферацию опухолевых кле-
ток в первичном раке молочной железы [46, 142],
оказывает противоположный эффект в МН кост-
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ного мозга, вызывая покой и долговременное вы-
живание диссеминированных ОСК молочной
железы [143]. А сигнальный путь Wnt, в своем ка-
ноническом варианте являющийся регулятором
пролиферации и стволовых свойств клеток, ассоци-
ирован с дормантностью опухолевых клеток пред-
стательной железы, заселившихся в ниши КМ, ис-
пользующие неканонический путь ROR2/Siah
E3–SIAH2, ингибирующий канонический путь
Wnt/β-катенин. Таким образом, очевидно, что
такие противоположные эффекты можно объяс-
нить лишь действием факторов микроокружения
в МН. Так, обнаружено несколько репрессирую-
щих сигналов – TGF-β2, BMP7 (морфогенетиче-
ский белок кости 7), GAS6 (белок 6, специфич-
ный для задержки роста), LIF, Wnt5α и CXCL12
(лиганд 12 хемокинов с мотивом C-X-C). Напри-
мер, TGF-β2, интенсивно экспрессирующийся в
КМ, вызывает состояние покоя ОСК [144] и ДОК,
приводя к понижению отношения киназ ERK/p38.
Фактор транскрипции BMP7, секретируемый стро-
мальными клетками кости, вызывает дормантность
клеток опухоли предстательной железы, похожих
на стволовые, активируя экспрессию гена-супрес-
сора метастазирования NRDG1 (N-myc down-
stream regulated 1) и сигналинг p38 [121].

Белок GAS6, секретируемый остеобластами,
способствует дормантости ДОК предстательной
железы, активируя рецептор тирозинкиназ MER
и mTOR [119]. Эта активация коррелирует с появ-
лением у ДОК фенотипа стволовых клеток.

Фактор LIF также секретируется стромой КМ
и способствует покою ОСК опухоли молочной
железы в кости, а потеря рецептора LIF (LIFR)
приводит к выходу из дормантности и прогрессии
метастазов из-за супрессии генов, отвечающих за
поддержание стволовых свойств. Полагают, что в
КМ остеобласты индуцируют дормантность ДОК
[145], а остеокласты участвуют в выходе из этого
состояния и в процессе остеолитического метаста-
зирования в кости [146]. Известно, что эти клетки
физически взаимодействуют с остеогенными клет-
ками, поэтому остеогенная ниша, включая остеоб-
ласты, служит резервуаром кальция для формиро-
вания микрометастазов. Известно, что клетки опу-
холей молочной и предстательной железы содержат
кальций-чувствительные рецепторы, и ионы каль-
ция активируют в этих клетках регуляторные кас-
кады ингибирования апоптоза и активации про-
лиферации. Кроме того, ионы кальция индуциру-
ют секрецию PTHRP (Parathyroid hormone-related
protein), способствующего дальнейшему раство-
рению костной ткани и высвобождению кальция.
Ионы кальция также могут служить хемоаттрак-
тантом для клеток опухоли молочной железы и
обуславливать их локализацию в кости [147]. Из-
менение фенотипа остеобластов с возрастом и
старение приводят к росту метастазов [148].

Вероятно, не случайно пунктом остановки
ДОК в КМ служит ниша нормальных ГСК [119].
Установлена роль фактора Notch2, вызывающего
покой ДОК молочной железы в КМ, имитируя
внутренние клеточные механизмы, отвечающие
за покой ГСК [143]. В многочисленных исследо-
ваниях показано, что специфические факторы
BMP7, TGF-β2, BMP4 и GAS6, обеспечивающие
покой нормальных стволовых клеток, оказались
индукторами дормантности ДОК в нишах легких
и КМ [121, 149, 150]. Жесткий контроль дормант-
ности ГСК в КМ предполагает сходство механиз-
мов дормантности ГСК и ДОК [150–152]. Более
того, дормантные ДОК опухоли молочной желе-
зы экспрессируют те же гены стволовых клеток,
что и ГСК. Однако они обладают и характери-
стиками эмбриональных стволовых клеток, та-
кими как повышенная экспрессия генов, ассо-
циированных c плюрипотентностью, NR2F1,
SOX9, SOX2, OCT4 (POU5F1) и NANOG, что обес-
печивает ДОК большую пластичность и мень-
шую вероятность полной дифференцировки [54].

Метастазы в мозге чаще всего обнаруживаются
в местах контактов серого и белого вещества и на
границах территорий соседних кровеносных со-
судов, где скорость кровотока снижается, что
позволяет циркулирующим опухолевым клеткам
успешно преодолеть гематоэнцефалический ба-
рьер и покинуть кровяное русло. Однако показа-
но, что отдаление опухолевых клеток от стенок
сосудов неизбежно приводило к их гибели. Дей-
ствительно, метастазы злокачественных опухо-
лей обнаруживались вдоль наружных стенок кро-
веносных сосудов мозга. Не случайно, именно в
этом периваскулярном пространстве располага-
ются нейрональные стволовые клетки, поддержа-
ние и дифференцировка которых осуществляется
в нормальном нейрогенезе факторами роста, на-
пример, VEGF (фактор роста эндотелия сосудов).
Эти же факторы обеспечивают и рост опухолевых
клеток. Интересно, что клетки опухоли не только
восприимчивы к сигналингу нормальных нейро-
нальных стволовых клеток, но и сами, выделяя
фактор BMP-2, могут форсировать дифференци-
ровку нейрональных стволовых клеток в астроци-
ты для своих нужд, поскольку стволовые клетки в
отличие от астроцитов могут сдерживать рост
опухолей [154, 155].

Известно, что ниши нормальных стволовых
клеток взрослых защищены от действия иммун-
ной системы [156], что благоприятно для дормант-
ных ДОК. И нормальным стволовым клеткам, и
дормантным ДОК свойственна сниженная анти-
генность, что согласуется с предположением, со-
гласно которому ускользание от иммунного кон-
троля является их общей чертой. Другой общей
чертой может быть экспрессия убиквитинлигазы
FBXW7, ингибирование которой нарушает покой
лимфомных стволовых клеток и клеток аденокар-
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циномы легкого, и способствует пробуждению
дормантных ДОК опухоли молочной железы, а,
следовательно, их уничтожению при проведении
химиотерапии [48, 157, 158].

Другим убежищем дормантных ДОК или ОСК
многих опухолей служат легкие. Как и в КМ,
BMP4 (член семейства TGF-β), секретируется ре-
зидентными клетками и препятствует самооб-
новлению клеток опухоли молочной железы.
Способность ДОК взаимодействовать с ВКМ че-
рез рецепторы интегрина при заселении в легкие
также способствует их дормантности и выжива-
нию [46, 159].

Поскольку ДОК покидают пределы первичной
опухоли по кровеносным или лимфатическим со-
судам, первой преградой, с которой они встреча-
ются в новом месте, является сосудистый эндоте-
лий [78]. И не удивительно, что в различных экс-
периментальных моделях опухолей молочной
железы, легких и меланомы ДОК тесно ассоции-
рованы с васкулярной базальной мембраной. Это
микроокружение, названное периваскулярной ни-
шей (ПВН), участвует в дифференцировке и разви-
тии нормальных тканей. ПВН содержат кислород,
питательные вещества и паракринные факторы,
обеспечивающие условия для пролиферации ДОК
и ОСК [46, 160]. Известно, что в различных органах
стволовые клетки располагаются именно в ПВН на
концах капилляров, где их рост регулируется и
поддерживается факторами, продуцируемыми эн-
дотелием сосудов. При этом в такой нише поддер-
жание состояния стволовых клеток сочетается с
индукцией и поддержанием дормантности ДОК.
ПВН в КМ индуцирует долговременную дормант-
ность ДОК и защищает от химиотерапии, обеспе-
чивая взаимодействие ДОК с помощью интегри-
нов с молекулами фактора Виллебранда и лиган-
дом интегрина VCAM1 [161]. Нарушение этих
контактов интегрин-связывающими антителами
приводило к пробуждению ДОК и уничтожению
их при проведении химиотерапии.

Интересно, что дормантные и пролиферирую-
щие клетки опухоли молочной железы занимают
разные локусы в периваскулярных областях. Так,
делящиеся клетки в макрометастазах обнаружи-
ваются ближе к поверхности кости, а дормантные
клетки располагаются ближе к перисинусоидаль-
ным венулам. Эти венулы экспрессируют моле-
кулы адгезии Е-селектины, характерные для кле-
ток сосудов при воспалении, что способствует
проникновению опухолевых клеток в КМ, и фак-
тор SDF-1 (stromal cell-derived factor 1), характер-
ный для клеток стромы, который обеспечивает
закрепление клеток в нише при взаимодействии с
рецептором CXCR4 (C-X-C chemokine receptor
type 4) [162].

Подробно МСК в различных органах человека
и животных, в том числе МСК пуповины, их роль

в дормантности и реактивации ДОК рассмотрена
в обзоре [163].

ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА 
ПОДДЕРЖАНИЕ СОСТОЯНИЯ 

ДОРМАНТНОСТИ ДОК И ВЫХОД ИЗ НЕГО

Роль микроокружения

Концепция обратимости злокачественного
фенотипа опухолевых клеток подразумевает, что
в определенном микроокружении, например, в
эмбриональном, опухолевые клетки могут ремо-
делировать свои эпигенетические программы
[164]. Обнаружено, что экстракт зародышей аксо-
лотля вызывает подавление роста клеток опухоли
молочной железы и индукцию их дормантности,
в частности, активацию экспрессии ингибитора
клеточного цикла p27 и ингибирование фосфори-
лирования опухолевого супрессора – белка рети-
нобластомы RB и ключевых сигнальных путей
клеточной пролиферации [165]. Так, показано,
каким образом гомеостаз микроокружения во
вторичных органах-мишенях может поддержи-
вать состояние дормантности опухолевых клеток,
очевидно, аналогично тому, как это происходит в
нишах покоящихся стволовых клеток взрослых
организмов.

Если в ПМН создаются условия для успешно-
го закрепления ДОК и их выживания в дормант-
ном состоянии, то любые изменения в МН при-
водят к запуску клеточного цикла покоящихся в
них ДОК и росту метастазов [48, 54, 100]. Изуче-
на способность различных компонентов МН пе-
реводить резидентные дормантные ДОК из со-
стояния покоя (как у стволовых клеток) в состо-
яние самообновления и пролиферации. Этот
перевод во многих случаях обеспечивается ин-
дукцией ЭМП и обретением ДОК свойств ство-
ловых [109, 166].

Внеклеточный матрикс (ВКМ), определяемый
как неклеточный компонент ниши дормантных
ДОК, – быстро меняющаяся и физиологически
активная структура, окружающая клетки, он игра-
ет важную роль в межклеточных взаимодействиях.
Высокоструктурированный в эмбриогенезе и тка-
невом гомеостазе, ВКМ становится разупорядо-
ченным при метастазировании. ВКМ служит фо-
ном, на котором физические и химические факто-
ры создают дормантным клеткам условия покоя
или пролиферации. Показано, что молекулярным
переключателем дормантности клеток служит со-
отношение активностей киназ ERK и p38MAPK
при связывании с ВКМ – чем это соотношение
больше, тем меньше дормантных клеток. Следо-
вательно, ВКМ, влияя на выживаемость и проли-
ферацию ДОК, обуславливает их дормантность
[47, 48, 167–170].
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Показано, что в состоянии долговременной
дормантности клетки прочно связаны с жестким
матриксом с помощью интегрина α5β1 и вслед-
ствие напряжений в клетке, вызванных Rho-ас-
социированной киназой (ROCK). Более того, ве-
роятно, возможность выхода из дормантного со-
стояния обусловлена способностью матриксных
металлопротеиназ расщеплять фибронектин 1
ВКМ и ослаблением этих связей [118].

Обнаружено также, что рецептор урокиназы
(uPAR), мембранный гликопротеин, обеспечива-
ющий взаимодействие клеток с ВКМ, связывает-
ся с интегринами клеток плоскоклеточного рака
головы и шеи, что приводит к дезактивации в них
митогенных каскадов и, следовательно, к дор-
мантности [168, 171].

Такие компоненты ВКМ ПВН, как остеопон-
тин и тенацин С, также служат регуляторами вы-
живания ОСК, их самообновления и пробужде-
ния, влияя на экспрессию факторов транскрип-
ции Wnt, Nanog и Oct4 (POU5F1) [46].

Существенно, что помимо влияния клеточных
структур МН на состояние ДОК, сами резидент-
ные ДОК могут обеспечивать благоприятные
условия для своего роста или покоя. Показано,
что ДОК опухоли молочной железы, например,
могут активировать стромальные клетки, распо-
ложенные в непосредственной близости, для вы-
свобождения периостина и тенацина С. Те, в
свою очередь, активируют в дормантных ДОК
пролиферативные сигнальные пути Wnt, Nanog и
Oct4 стволовых клеток, приводя к метастатиче-
скому росту [100, 172, 173]. Интересно, что пери-
остин, секретируемый новыми прорастающими
кровеносными капиллярами в ПВН, вместе с
фактором TGF-β1 вызывал пролиферацию дор-
мантных клеток опухоли молочной железы, тогда
как тромбоспондин 1, секретируемый уже суще-
ствующей нормальной микроваскулатурой, при-
водил к дормантности этих клеток [174].

Роль аутофагии и апоптоза

Известно, что нарушение адгезии ДОК к ВКМ
может индуцировать аутофагию. Этот эволюци-
онно консервативный механизм, запускаемый
клетками для поддержания энергетического ба-
ланса при метаболическом стрессе, заключается в
деградации поломанных белков, органелл и части
цитозоля. Действительно, показано, что аутофа-
гия регулирует выживание ОСК [175]. Аутофагия
тесно связана с сигналами стресса и метаболиче-
скими изменениями. Показано, что аутофагия
более присуща дормантным опухолевым клет-
кам, чем их пролиферирующим собратьям, что
позволяет переживать стресс в состоянии покоя
[157], а ингибирование аутофагии приводило к
выходу из дормантного состояния (120, 158, 176].

Типы аутофагии и тонкие механизмы этого явле-
ния подробно рассмотрены в обзоре [177].

Известно, что за регуляцию апоптоза отвечают
белки семейства ингибиторов митохондриально-
го апоптоза Bcl-2. Показано, что сверхэкспрессия
Bcl-2 свойственна стволовым клеткам опухолей
молочной железы и предстательной железы, в по-
следнем случае это обусловлено повышением
экспрессии Notch и морфогенетического фактора
Hedgehog, ответственных за самообновление и
дифференцировку ОСК [178]. Другой пример взаи-
мосвязи между апоптозом и поддержанием ОСК –
канонический сигнальный путь Wnt/β-катенин,
нарушение которого приводит к выходу клеток из
дормантного состояния [179, 180].

Роль неоангиогенеза

В ремоделироание микроокружения дормант-
ных ДОК вовлечены также процессы, связанные
с формированием новых сосудов. Дормантные
клетки находятся в ПВН благодаря взаимодей-
ствиям с ее эндотелиальными клетками с помо-
щью тромбоспондина 1, а прорастание новых со-
судов стимулирует реактивацию дормантных кле-
ток и рост опухоли за счет выработки ими
периостина и TGF-β1 [174]. При этом реактива-
ции дормантных клеток опухоли молочной желе-
зы в легких способствует также ингибитор пути
BMP (членов семейства TGF-β) – мембранный
фактор Coco [149]. Очевидно, это можно рассмат-
ривать как универсальный, орган-независимый
механизм реактивации дормантных клеток [50].

Известно несколько факторов, регулирующих
ангиогенез, включая фактор роста фибробластов
(FGF), PDGF, фактор роста сосудистого эндоте-
лия VEGF и-IL-8 [181].

Известно также, что изменяется в опухолевой
клетке, претерпевающей так называемое ангио-
генное включение [182]: снижается экспрессия
тромбоспондина (ингибитор ангиогенеза) и воз-
растает активность генов, до сих пор не связан-
ных с дормантностью опухоли, таких как ESM1
(специфическая молекула 1 эндотелиальных кле-
ток), TIMP3 (5'-эктонуклеотидаза, тканевый ин-
гибитор металлопротеиназы 3), EGFR (рецептор
эпидермального фактора роста), IGF1R (рецептор
инсулиноподобного фактора роста 1), PI3K (ком-
понент сигнального пути фосфатидилинозитол-
3-киназы), EphA5 (рецептор A5 эфрина) и H2BK
(гистон Н2BK) [46, 183]. Баланс между ангиоген-
ным включением и дормантностью тонко регули-
руется факторами микроокружения, включая
проангиогенный фактор VEGF, фактор PDGF,
антиангиогенный тромбоспондин 1, ангиостатин
и эндостатин [184].
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Роль воспалительной реакции и фиброза

Подробное описание процессов, происходя-
щих при хроническом воспалении, и в том числе,
способствующих активации роста метастазов,
приведено в обзоре [185]. Хроническое воспале-
ние приводит к иммуносупрессии в микроокру-
жении дормантных опухолевых клеток в резуль-
тате привлечения М2-макрофагов, Treg-клеток,
миелоидных супрессорных и других клеток и цито-
кинов. При этом наблюдается активация онкоге-
нов, активация пролиферации и метастазирование.
Этому способствуют и такие эпигенетические аль-
терации, как метилирование ДНК, модификация
гистонов, ремоделирование хроматина и синтез
некодируюших РНК. Например, обнаружено, что
развитие воспалительной реакции, индуцирован-
ное клетками опухоли почки, способствовало ро-
сту метастазов в легких. При этом эпигенетиче-
ское ремоделирование хроматина привело к ак-
тивации на уровне транскрипции экспрессии
генов, связанных с воспалением. Показано, что
воспаление часто сопровождается привлечением
ассоциированных с опухолью фибробластов, от-
ветственных за накопление коллагена и различных
компонентов ВКМ, облегчающих пролиферацию и
ангиогенез. Кроме того, такие фибробласты проду-
цируют различные цитокины, хемокины, включая
остеопонтин, CXCL1, CXCL2, CXCL12, CXCL13,
IL-6, IL-1β, и CCL-5, изменяющие поведение
окружающих эпителиальных клеток и способ-
ствующие пролиферации опухолевых клеток.
Индукция воспалительной реакции бактериаль-
ными полисахаридами или табачным дымом в
легких приводила к индукции ЭМП дормантных
ДОК, экспрессии фактора ZEB1 и их реактива-
ции [186]. Для понимания связи между поврежде-
нием здоровой ткани, воспалением и ростом опу-
холи проведено исследование, в котором показа-
но, что нейтрофилы запускают Notch-зависимый
сигнальный путь пролиферации клеток для реге-
нерации поврежденной ткани. Таким образом,
нейтрофилы ответственны и за создание благо-
приятных условий для появления у ДОК свойств
стволовых клеток и последующего роста метаста-
зов [187].

Нарушения в процессах заживления ран при-
водят к возникновению фиброза. Формирование
фиброзоподобных очагов, обогащенных коллаге-
ном типа 1 и фибронектином, создает среду, “раз-
решающую” реактивацию дормантных ДОК. По-
казано, что коллаген и фибронектин запускают
сигнальный путь интегрина-1β (Intβ1), активируя
киназу фокальной адгезии FAK. Далее активиру-
ется киназа ERK, которая в свою очередь активи-
рует киназу легких цепей миозина (MLCK), в ре-
зультате образуются стресс-фибриллы F-актина и
опухолевые клетки переходят из состояния покоя
к пролиферации. Ингибирование активации ки-

назы MLCK или экспрессии Intβ1 предотвращало
реактивацию ДОК in vitro и in vivo [53, 188].

Показано также, что индуцируемый гипокси-
ей многофункциональный фактор LOXL2 (lysyl
oxidase like-2 protein), вызывал в фиброзоподоб-
ных очагах легких образование посттрансляцион-
ных сшивок коллагена типа 1, продуцируемого
фибробластами, что приводило к увеличению ме-
ханической жесткости ВКМ, создавало условия
для колонизации опухолевыми клетками и после-
дующего формирования метастазов. Ингибиро-
вание LOXL2 препятствовало колонизации и мета-
стазированию [189]. Интересно, что помимо уча-
стия в образовании фиброзных очагов вне клетки,
внутриклеточный LOXL2 индуцирует ЭМП и спо-
собствует инвазивности, а также придает клеткам
стволовые свойства, что приводит к их переходу из
дормантного состояния к пролиферации и росту
метастазов [190]. Моделирование воспалитель-
ной реакции в легких мышей с использованием
вдыхания табачного дыма или закапывания в нос
раствора полисахаридов выявило образование в
межклеточном пространстве внеклеточных ней-
трофильных ловушек (NET) из участков хромати-
на, связанных с протеолитическими ферментами,
нейтрализующих чужеродные вещества. При этом
ассоциированные с хроматином протеазы так ремо-
делируют ламинин, накапливающийся при воспа-
лении, что он становится активатором интегрина
α3β1 на мембране опухолевых клеток, который за-
пускает в клетке каскад FAK/ERK/MLCK/YAP.
Фактор транскрипции YAP (yes-associated protein)
активирует экспрессию генов, ответственных за
пролиферацию дормантных опухолевых клеток
молочной железы и формирование метастазов в
легких [191].

Иммунологически два недуга – рак и туберку-
лез – очень похожи, но при этом исследования в
области туберкулеза направлены преимуще-
ственно на поиск способов предупредить бо-
лезнь, тогда как изучение онкогенеза нацелено на
уничтожение уже существующей болезни с помо-
щью активации иммунной системы пациента
[192]. Применение популярной противотуберку-
лезной вакцины БЦЖ (BCG, от Bacillus Calmette–
Guérin) считается одним из наиболее эффектив-
ных методов лечения рака мочевого пузыря на
ранних стадиях. БЦЖ не только индуцирует им-
мунный ответ, но также стимулирует образование
NET. Однако в этих экспериментах in vitro и на
мышиной модели опухоли мочевого пузыря по-
казано, что инкубация клеток опухоли с препара-
тами NET приводила к снижению их подвижно-
сти, остановке клеточного цикла и апоптозу, т.е.
наблюдался дозозависимый цитотоксический эф-
фект [193]. Можно предположить, что подобное
несовпадение данных объясняется, по-видимому,
различиями в механизмах действия NET в зависи-
мости от концентрации и вида клеток. Вероятно,
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в нишах дормантных опухолевых клеток концен-
трация NET невелика, а их активирующее дей-
ствию опосредуется модификациями ВКМ. При
обработке клеток первичной опухоли in vitro NET
оказывают цитотоксическое действие.

Интересно, что системное воспаление, как ре-
зультат хирургического вмешательства, вызывает
пролиферацию дормантных иммуногенных ДОК
в различных органах, тогда как предоперацион-
ная терапия нестероидными противовоспали-
тельными препаратами препятствует реактива-
ции ДОК в легких [194].

Роль иммунного контроля
Существуют два возможных механизма, обу-

славливающих дормантность опухолевых клеток.
Первый – это “арест” пролиферации, когда клет-
ка не может делиться. И второй – это баланс меж-
ду цитотоксичностью Т-лимфоцитов и ангиоге-
незом в нишах опухолевых клеток с последующей
их активацией [167]. Если активность иммунной
системы преобладает, то такие клетки элимини-
руются. Если преобладает активный ангиогенез,
то, напротив, опухолевые клетки будут пролифе-
рировать. Следовательно, если между этими дву-
мя процессами соблюдается баланс, опухолевые
клетки останутся дормантными. О роли иммун-
ной системы организма в формировании мета-
стазов стали догадываться при анализе результа-
тов трансплантации органов. Известно, что
обычно метастазы обнаруживаются через 20–
35 мес. после удаления первичной опухоли [195].
Время же между трансплантацией и возможным
появлением у реципиента метастазов меньше –
3–36 мес. в зависимости от вида опухоли и пере-
саженного органа. Эти наблюдения предполага-
ют иммунный контроль скрытых новообразова-
ний и активное разрастание опухолевых клеток в
условиях медикаментозной иммуносупрессии,
необходимой для исключения отторжения пере-
саженного органа, т.е. в отсутствие иммунного
контроля [196]. Однако трансплантация органа –
это травмирующая операция, которая вызывает
развитие воспалительной реакции, что также мо-
жет привести к активации дормантных опухоле-
вых клеток.

Помимо того, что клетки иммунной системы
способствуют заселению ЦОК в ПМН, они опре-
деляют судьбу дормантных ДОК – сохранятся
они в дормантном состоянии или будут уничто-
жены при попытке реактивации [79, 197]. Пока-
зано, что регуляторные Treg-клетки способству-
ют дормантности ДОК. Они высвобождают аде-
нозин, который защищает покоящиеся клетки от
окислительного стресса [198]. Кроме того, дор-
мантные клетки защищены от Т-клеток, тогда
как пролиферирующие клетки подвергаются их
цитотоксическому действию [197].

На мышиной модели показано избирательное
увеличение количества NK-клеток в печени в
ближайшем окружении дормантных клеток опу-
холи молочной железы [199]. Адъювантная имму-
нотерапия на основе IL-15 обеспечивала увеличе-
ние числа NK-клеток, что способствовало под-
держанию дормантного состояния опухолевых
клеток посредством сигналов интерферона-γ, и
тем самым препятствовало развитию метастазов в
печени и увеличивало срок жизни животных. Вы-
ход из состояния дормантности и рост метастазов
обусловлен значительным сокращением области
NK-клеток и конкурентным накоплением акти-
вированных звездчатых клеток. При этом оказа-
лось, что секретируемый звездчатыми клетками
хемокин CXCL12 блокировал активность NK-
клеток, связываясь с их рецепторами CXCR4. По-
лученные данные доказывают роль соотношения
NK и звездчатых клеток как главного переключа-
теля покоя опухолевых клеток в печени [199].

Интересно, что факт сосуществования расту-
щих опухолей и Т-клеток описан довольно давно
[200]. В настоящее время известны внутриклеточ-
ные и внешние факторы, приводящие к неспо-
собности Т-лимфоцитов элиминировать опухо-
левые клетки [201]. Это состояние, называемое
истощением Т-клеток, характеризуется посте-
пенно нарастающей потерей функций вплоть до
полного исчезновения этих клеток. Подобное яв-
ление наблюдается при хронических вирусных и
онкологических заболеваниях при длительном
высоком уровне антигенной нагрузки. Секвени-
рование РНК единичных клеток из проб опухо-
лей, околоопухолевых областей и крови 316 паци-
ентов с 21 типом опухолей позволило сделать вы-
вод, что программы транскрипции Т-клеток и их
состояние в значительной степени зависят не
только от типа опухолей, но и от их микроокруже-
ния, в частности от факторов TGF-β и TNF-α,
интерферонов, интерлейкинов и Т-хелперных
клеток и Тreg [202].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Состояние дормантности – обратимого непро-

лиферативного состояния покоя – свойственно
многим клеткам животных, растений и микроорга-
низмов в неблагоприятных условиях, в том числе
стволовым клеткам взрослых организмов, эмбрио-
нальным клеткам, ДОК, дающим отдаленные во
времени и пространстве метастазы, и микобакте-
риям туберкулеза при латентной форме инфек-
ции. Опубликованы данные, свидетельствующие
об универсальности основных регуляторных пу-
тей обретения дормантности. Так, в условиях гипо-
ксии запускается экспрессия факторов транскрип-
ции, останавливающих пролиферацию клеток, а
недостаток питательных веществ способствует сни-
жению клеточного метаболизма или переводу его с
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использования глюкозы на нетрадиционные пути,
например, использования липидов в качестве един-
ственного источника углерода. Такие запрещаю-
щие сигналы свойственны нишам нормальных
стволовых клеток. ПМН, формированию которых
способствуют сигналы от первичных опухолей
еще до заселения в них ДОК, располагаются
вблизи или в нишах нормальных стволовых клеток
в легких, печени, костном мозге. В таких нишах
клетки невидимы для иммунной системы и защи-
щены от цитотоксического действия химиотера-
певтических препаратов. Степень активности ми-
кобактерий, как истинных внутриклеточных пара-
зитов, регулируется сигналами, действующими в
инфицируемых ими клетках. А именно, клетки
M. tuberculosis становятся дормантными только в
МСК. И в этом состоянии микобактерии также за-
щищены от клеток иммунной системы и лекар-
ственных средств. Существенно, что макрофаги,
классические хозяева M. tuberculosis, не могут обес-
печить им состояние дормантности, этим обуслов-
лена успешность лекарственной терапии острой
формы заболевания.

Нормальные стволовые клетки выходят из со-
стояния покоя и начинают пролиферацию под
действием разрешающих сигналов, обусловлен-
ных любыми изменениями в организме – напри-
мер, нарушением целостности ткани в результате
травмы. При этом высвобождаются ростовые фак-
торы, развивается воспаление, прорастают новые
кровеносные сосуды. Если принять, что среди
ДОК находятся и ОСК, то естественно, их реакти-
вация также произойдет в ответ на изменения в
микроокружении, вызванные сходными факто-
рами. Это также свидетеьствует в пользу предпо-
ложения об универсальности механизмов регу-
ляции клеточной дормантности. Однако суще-
ствуют некоторые особенности. M. tuberculosis,
как внутриклеточный паразит, и опухолевые клет-
ки, как внутриорганизменные патогены, могут са-
ми ремоделировать свое микроокружение, запус-
кая параллельные регуляторные пути собственной
реактивации. Так, микобактерии индуцируют
инфицированные ими МСК продуцировать эк-
зосомы, которые захватываются макрофагами и
индуцируют воспалительную реакцию и разви-
тие болезни, а опухолевые клетки индуцируют
стромальные клетки ниши высвобождать мат-
риксные факторы, активирующие регуляторные
пути, обеспечивающие пролиферацию этих опу-
холевых клеток.

Написание настоящего обзора не потребовало
специального финансирования.

В исследовании не использованы биологиче-
ские материалы, полученные от людей или жи-
вотных.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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DORMANCY: THERE AND BACK AGAIN
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Many cells are capable of maintaining viability in a non-dividing state with minimal metabolism under unfa-
vorable conditions. These are germ cells, adult stem cells, microorganisms. Unfortunately, in such a state of
repose or dormancy, there may occur tuberculosis bacilli in the latent form of the disease, and cancer cells
that later form secondary tumors-metastases in different parts of the body. These cells are resistant to therapy
that can destroy actively dividing cells, and to the host’s immune system. The cascade of reactions providing
entry and exit from the dormancy state is triggered by the activity of regulatory factors from the microenvi-
ronment in the niches, harboring such cells. It is the ratio of forbidding and permitting signals that dictates
whether the cells become dormant or start proliferation. The only difference between the processes of cell
dormancy regulation in norm and pathology is that pathogens, mycobacterial and cancer cells, themselves
can influence their own fate by changing actively their microenvironment. Some mechanisms of these pro-
cesses are presented in this review.

Keywords: tumor cells, Mycobacterium tuberculosis, dormancy, metastases, mesenchymal stem cells, meta-
static niches
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Транскрипционный фактор Sp1, входящий в семейство белков Sp/KLF, связывает GC-богатые
участки регуляторных областей генов и участвует в регуляции пролиферации, апоптоза и диффе-
ренцировки клеток, а также ангиогенеза. Высокий уровень экспрессии гена SP1 и нарушение тран-
скрипционной активности кодируемого им белка, обусловленные посттрансляционными модифи-
кациями, обнаруживают при раке молочной, поджелудочной и щитовидной железы, раке легкого и
желудка, в глиомах, а также при врожденном пороке сердца и нейродегенеративных заболеваниях,
включая болезни Гентингтона и Паркинсона. Связываясь с GC-богатыми участками регуляторных
областей генов, кодирующих компоненты сигнальных путей MAPK, p38, JAK/STAT, PI3K/Akt, Sp1
участвует в контроле пролиферации, дифференцировки и гибели клеток. Кроме того, киназы, вхо-
дящие в состав этих сигнальных путей, способны влиять на транскрипционную активность Sp1 пу-
тем фосфорилирования определенных аминокислотных остатков, что приводит к изменению эф-
фективности его связывания с кофакторами и регуляторными областями генов. В обзоре представ-
лены данные о взаимосвязи фактора Sp1 с активностью сигнальных путей MAPK, p38, JAK/STAT и
PI3K/Akt в норме и при различных патологиях, включая злокачественные заболевания.

Ключевые слова: транскрипционный фактор Sp1, злокачественные заболевания, сигнальные пути
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ВВЕДЕНИЕ
Белок Sp1 входит в семейство Sp-подобных бел-

ков/KLF (Krüppel-like factor) – факторов тран-
скрипции с доменами типа “цинковых пальцев”
Сys2Нis2, которые связывают GC-богатые участки в
регуляторных областях генов [1]. Белки Sp1, Sp3 и
Sp4 содержат два трансактивационных домена,
обогащенных остатками глутамина, что отлича-
ет их от белка Sp2, у которого такой домен всего
один. Sp1 и Sp3 обнаружены во всех тканях чело-
века, а Sp4 находится преимущественно в ней-
ральных клетках. Sp1 человека состоит из 785
аминокислотных остатков и имеет молекулярную
массу 81 кДа. Гомологи белка Sp1 и других белков
этого семейства найдены в клетках большого чис-
ла организмов, включая нематод, мышей, крыс,
полосатого данио (Danio rerio), кроликов.

Фактор Sp1 необходим для нормального эм-
брионального [2] и постнатального развития; он
регулирует процессы пролиферации и апоптоза
[4, 5], ангиогенеза [5] и дифференцировки [7–9].
Кроме того, Sp1 вовлечен в развитие противови-
русного клеточного ответа, в том числе посред-

ством связывания с вирусными промоторами [2,
10–12]. Обнаружено, что аномальная сверхэкс-
прессия гена SP1, а также нарушение транскрипци-
онной активности кодируемого им белка связаны с
развитием нейродегенеративных заболеваний, та-
ких как болезни Гентингтона [11] и Паркинсона
[12]; онкологических заболеваний, включая рак
легкого [13], поджелудочной железы [14], молочной
железы [15], желудка [16], щитовидной железы [17]
и глиому [18]. На данный момент подавление
транскрипционной активности Sp1 низкомоле-
кулярными соединениями рассматривают как
один из многообещающих подходов к терапии
злокачественных заболеваний человека [19].

В обзоре представлены данные об участии Sp1 в
регуляции экспрессии генов, кодирующих компо-
ненты сигнальных путей MAPK, p38, JAK/STAT и
PI3K/Akt, а также о том, как активность этих сиг-
нальных каскадов связана с транскрипционной ак-
тивностью белка Sp1 в клетках человека и живот-
ных в норме и при ряде патологий, включая зло-
качественные заболевания человека.

УДК 572.21857.052.6

ОБЗОРЫ

EDN: VYBGXK
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Sр1 И MAP-КИНАЗНЫЙ
СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ ERK

Сигнальные пути, включающие митоген-ак-
тивируемые протеинкиназы (MAP-киназы, MAPK),
регулируют такие клеточные процессы, как проли-
ферация, дифференцировка, апоптоз, ответ на
стресс и выживание клеток [20]. Охарактеризованы
четыре основных MAPK-пути: ERK, JNK/SAPK,
ERK/BMK1 и p38 [21]. Активация сигнального
пути ERK происходит в несколько этапов: снача-
ла лиганд взаимодействует с рецепторной тиро-
зинкиназой, которая активирует малый G-белок
(RAS). Затем происходит последовательное фос-
форилирование протеинкиназ RAF (серин/трео-
ниновая протеинкиназа), MEK (киназа МАРК),
ERK1/2 (внеклеточные сигнал-регулируемые ки-
назы 1 и 2) [22]. Киназы ERK1 и ERK2 активиру-
ют киназу рибосомного белка S6 (RSK), протеин-
киназу, активируемую митогенами и стрессом
(MSK), и взаимодействующую с MAPK киназу
(MNK) [23]. В злокачественных клетках 30% па-
циентов с такими заболеваниями, как аденокар-
цинома поджелудочной железы, рак толстой
кишки, легкого, щитовидной железы и миелоид-
ный лейкоз, обнаруживают активирующие мута-
ции в гене RAS [26, 27] и генах RAF, MEK, ERK [26].
Поэтому компоненты MAP-киназного пути рас-
сматривают в качестве перспективных мишеней
противоопухолевых препаратов [20]. Компоненты
сигнального пути MAPK направляют ДНК-связы-
вающую и трансактивирующую активность Sp1
посредством фосфорилирования, гликозилирова-
ния и ацетилирования этого белка. Например,
фосфорилирование Sp1 киназой ERK2 приводит к
увеличению его ДНК-связывающей способности.
Кроме того, фактор Sp1 участвует в регуляции
экспрессии генов, кодирующих компоненты сиг-
нального пути MAPK/ERK, влияя тем самым на
его активность.

Сверхэкспрессия онкогена Ha-ras в фибробла-
стах NIH-3T3 мыши приводит к снижению уров-
ня экспрессии гена Reck, который кодирует одно-
именный цистеин-богатый белок с Kazal-мотива-
ми, ингибирующий метастазирование опухоли за
счет подавления активности металлопротеазы 9
(MMP9) [29, 30] (рис. 1). Показано, что в ходе
RAS-зависимого фосфорилирования ретинобла-
стома-связывающий белок 7 (RbAp46) формирует
комплекс с гистоновой деацетилазой HDAC1 и
белком Sp1 и подавляет экспрессию гена Reck.
Одновременно в таких клетках повышается ак-
тивность MMP9, что приводит к усилению мета-
стазирования злокачественных клеток in vivo. По-
казано, что Sp1 и RAS с онкогенным потенциа-
лом (Ha-RasLeu61) увеличивают экспрессию гена
белка группы высокой подвижности А1 (HMGA1)
в клетках рака толстой кишки человека HCT116,

но прямого взаимодействия Sp1 с RAS не обнару-
жено [29] (рис. 1).

В эпителиальных клетках молочной железы
человека эффективность связывания Sp1 с про-
моторным участком гена интегрина 2 (ITGA2)
снижается в ответ на сверхэкспрессию онкогена
v-RAS и гена рецептора эпидермального фактора
роста типа 2 (ERBB2), что приводит к снижению
уровня мРНК гена ITGA2 [30]. Показано, что нок-
даун генов SP1, SP2 и SP3 в перевиваемых клетках
Panc28 и L3.6pL рака поджелудочной железы че-
ловека приводит к снижению в них доли актив-
ной киназы RAS за счет снижения уровня экс-
прессии генов рецепторных тирозинкиназ EGFR
и IGF-1R, экспрессия которых регулируется бел-
ками Sp1–3 [31] (рис. 1).

Экспрессия гена, кодирующего белок-инги-
битор киназы RAF (PEBP1), снижена в клетках
злокачественных опухолей человека, таких как
меланома [32], гепатоцеллюлярная карцинома
[33] и рак молочной железы [34]. В этом процессе
участвует фактор транскрипции Sp1, так как нок-
даун SP1 приводит к снижению активности про-
мотора PEBP1 [35] (рис. 1).

Известно, что главными мишенями киназы
ERK являются транскрипционные факторы Elk-1
(ETS-подобный белок 1) и SAP-1 (SRF-вспомо-
гательный белок 1) [36]. Киназа ERK2 фосфори-
лирует Sp1, что приводит к увеличению эффек-
тивности связывания этого транскрипционного
фактора с целевыми участками ДНК [37]. Показа-
но, что в опухолевых клетках с мутациями в генах
киназы RAF (B-RAFV600E) и опухолевого супрес-
сора p53 (TP53) Sp1 может запускать экспрес-
сию гена ингибитора циклинзависимой киназы
1 p21CIP1 (CDKN1A). Снижение количества морта-
лина (шаперона семейства белков теплового шо-
ка Hsp70), вызывает гиперактивацию MEK/ERK
в опухолевых клетках с этими мутациями, что
приводит к увеличению экспрессии CDKN1A за
счет белка p53. Активатором транскрипции
CDKN1A в клетках с мутацией TP53 является Sp1
[38]. Компоненты MAP-киназного пути могут
фосфорилировать белок Sp1, что приводит к Sp1-
зависимой активации транскрипции: в клетках
HeLa (рак шейки матки) и LNCaP (аденокарци-
нома предстательной железы) активированный
Sp1 участвует в транскрипции гена урокиназы че-
ловека (PLAU) [39]. В клетках тератокарциномы
ATDC5, обработанных интерлейкином 1 (IL-1),
Sp1 вовлечен в транскрипцию гена морфогенети-
ческого белка кости 2 (BMP-2) [40]; в клетках
острого миелоидного лейкоза Kg1 Sp1 регулирует
экспрессию гена сурвивина (BIRC5), связанного
с устойчивостью раковых клеток к противоопухо-
левым препаратам [41]. Также MAP-киназный
путь ингибирует транскрипцию гена белка тепло-
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Рис. 1. Влияние MAP-киназного сигнального пути на транскрипционную активность Sp1. РТК – рецепторные тиро-
зинкиназы; RAS – малый G-белок, RAF – серин/треониновая протеинкиназа; MEK – киназа митоген-активируемой
протеинкиназы; ERK – внеклеточная сигнал-регулируемая киназа; RKIP – белок-ингибитор киназы RAF; Elk-1
(ETS-подобный белок 1) и SAP-1 (SRF-вспомогательный белок 1) – транскрипционные факторы; HMGA2 – ген белка
группы высокой подвижности А1, EGFR – ген рецептора эпидермального фактора роста; IGF-1R – ген рецептора ин-
сулиноподобного фактора роста 1; ITGA2 – ген интегрина 2; Reck – ген цистеин-богатого белка, содержащего Kazal-
мотивы и индуцирующего обратные мутации; PEBP1 – ген белка RKIP; CDKN1A – ген ингибитора циклинзависимой
киназы 1; PLAU – ген урокиназы; BIRC5 – ген сурвивина; BMP-2 – ген морфогенетического белка кости 2; Hspb1 –
ген белка теплового шока B1. Пунктирными линиями показан процесс выхода мРНК из ядра для синтеза белков.
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вого шока B1 (Hspb1) в астроцитах мыши вслед-
ствие фосфорилирования белка Sp1 [42] (рис. 1).

Sр1 И MAP-СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ P38
К MAP-киназным путям относится сигнальный

каскад, включающий митоген-активируемые про-
теинкиназы p38. Активность этих киназ изменяет-
ся в условиях теплового и осмотического шока, вза-
имодействия клетки с провоспалительными цито-
кинами (фактор некроза опухоли-β (TNF) и IL-1),
факторами роста (макрофагальный колониести-
мулирующий фактор (CSF-1)) и при воздействии
ультрафиолета. Киназы p38 участвуют в регуля-
ции клеточного цикла, дифференцировки кле-
ток, апоптоза, аутофагии, супрессии опухолей и
гипертрофии кардиомиоцитов [21]. Активиро-
вать киназы MAPK (MKK) могут различные бел-
ки: киназа 1, регулирующая сигналы апоптоза
(ASK1) [43], белок DLK1 [44], активируемая
трансформирующим фактором роста (TGF) ки-
наза 1 (TAK1) [45]. Три MKK фосфорилируют
p38: MKK6 фосфорилирует все четыре изоформы
p38, MKK3– все изоформы, кроме p38β и MKK4 –
p38α [46]. Нарушение активности сигнального
пути p38 связывают с развитием нейродегенера-

тивных заболеваний (болезни Альцгеймера [47],
Гентингтона [48] и Паркинсона [49], боковой
амиотрофический склероз [50], рассеянный скле-
роз [51]), аутоиммунных заболеваний (ревмато-
идный артрит [52], болезнь Крона [53], псориаз
[54]), бронхиальной астмы [55], сахарного диабе-
та типа 2 [56]) и онкозаболеваний. Ингибиторы
p38, такие как BIRB796 и ARRY-614, проходят
клинические испытания в качестве средств для
лечения болезни Крона, хронической обструк-
тивной болезни легких, миелодиспластического
синдрома, сердечно-сосудистых и других заболе-
ваний [57].

Протеинкиназа p38 фосфорилирует белок Sp1,
активируя его в клетках различного происхожде-
ния, таких как клетки моноцитарного лейкоза
человека THP-1 [58], нейробластомы человека
SH-SY5Y и кортикальные нейроны крысы [59],
эпителиальные клетки бронхов человека [60], эн-
дотелиальные клетки пуповины человека [61],
клетки аденокарциномы протоков поджелудоч-
ной железы человека [62] (рис. 2а).

Фосфорилирование фактора Sp1 киназой p38
приводит к повышению его ДНК-связывающей и
транскрипционной активности и, как следствие,
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к увеличению экспрессии Sp1-зависимых генов: в
фибробластах активируется транскрипция гена
филамина А (FLNA) [63], в макрофагах – гена
5-липоксигеназы (ALOX5) [64], в клетках эпите-
лия молочной железы человека – гена кавеолина-1
(CAV-1) [65] (рис. 2а). Фосфорилирование кина-
зы MAPK-киназы (MKKK) в результате связыва-
ния нейротропного фактора мозга (BDNF) с его
рецептором TrkB в клетках хондросаркомы при-
водит к увеличению эффективности связывания
Sp1 с промотором гена MMP-1, вовлеченного в
регуляцию инвазии клеток [66].

Sр1 И СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ JAK/STAT
Интерлейкины, интерфероны, фактор роста

макрофагов CSF1, адапторные сигнальные мо-
лекулы STAM1 и STAM2, белок StIP, взаимо-
действующий со STAT, и семейство белков
SH2B/Lnk/APS вовлечены в активацию сигналь-
ного пути JAK/STAT [69, 70]. Известны негатив-
ные регуляторы активности сигнального пути
JAK/STAT – супрессоры цитокиновых сигналов
(SOCS), белки-ингибиторы активированных
STAT (PIAS) и протеин-тирозин-фосфатазы
(PTP) [67]. Сигнальный путь JAK/STAT играет
важную роль в гемопоэзе, образовании стволовых
клеток, развитии иммунной системы, а также в
пролиферации, дифференцировке, миграции
клеток и регуляции апоптоза [71, 72].

Главными компонентами этого сигнального
пути являются два семейства белков: JAK и STAT.
В семейство JAK входят тирозинкиназы JAK1,
JAK2, JAK3 и TYK2; к семейству STAT относятся
факторы транскрипции STAT1, STAT2, STAT3,
STAT4, STAT5 (имеет две изоформы a и b) и
STAT6 [67]. В настоящее время ингибиторы киназ
JAK/STAT-пути применяют при таких заболева-
ниях, как миелодиспластический синдром [71],
ревматоидный артрит [72]; они проходят клини-
ческие испытания в качестве средств против рака
молочной железы [73], острого лимфобластного
лейкоза [74] и немелкоклеточного рака легкого
[77, 78].

Взаимодействие лигандов с рецепторами, та-
кими как FLT3 (Feline McDonough Sarcoma-Like
Tyrosine kinase 3), рецепторами факторов роста и
интерлейкинов, с рецептором эритропоэтина
(EpoR), а также конститутивная активность хи-
мерного белка BCR-ABL приводят к активации
сигнального пути JAK/STAT. Компоненты этого
пути могут, в свою очередь, взаимодействовать с
компонентами MAP-киназного каскада и сиг-
нального пути PI3K/Akt в клетках острого и хро-
нического миелоидного лейкоза и лимфобласт-
ных лейкозов, что опосредует перемещение тран-
скрипционных факторов STAT, c-Myc и Sp1 в
ядро, где они связывают регуляторные области
промотора гена теломеразной обратной тран-

Рис. 2. p38-зависимое фосфорилирование белка Sp1 и транскрипция контролируемых Sp1 генов в клетках человека.
а – Активация белка Sp1 и транскрипции Sp1-контролируемых генов в нормальных клетках человека. б – Активация
белка Sp1 в злокачественных клетках человека. Экспрессию указанных генов (FLNA – ген филамина А, ALOX5 – ген
5-липоксигеназы, CAV-1 – ген кавеолина-1) регулирует фосфорилированный белком p38 транскрипционный фактор Sp1.
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скриптазы (TERT) [77]. Активация киназы JAK2 в
результате стимуляции эндотелиальных клеток
человека (линии ECV304 и EAhy926) лизофосфа-
тидилхолином (LPC) приводит к увеличению эф-
фективности связывания Sp1 с промотором гена
eNOS, кодирующего эндотелиальную NO-синта-
зу [78] (рис. 3а).

Показано, что одновременное связывание Sp1
и STAT с регуляторными областями необходимо
для активации экспрессии ряда генов [79]. На-
пример, связывание белков STAT1 и Sp1 необхо-
димо для активации гена молекулы клеточной ад-
гезии 1 (ICAM-1) в клетках бронхотрахеального
эпителия [82, 83]. STAT3 и Sp1 инициируют тран-
скрипцию генов фактора роста эндотелия сосу-
дов (VEGFA) в астроцитах in vivo и в клетках глиоб-
ластомы U87MG in vitro [82]. Комплекс STAT3/Sp1
увеличивает экспрессию гена CCAAT/связываю-
щего белка-энхансера  (CEBPE) в клетках гепато-
целлюлярной карциномы в ответ на связывание
IL-6 с рецепторами [83] (рис. 3а). Прямое связыва-
ние Sp1 и STAT6 стимулирует транскрипцию
CDKN1A в клетках рака молочной железы [86, 87].
STAT4 может инициировать транскрипцию SP1 в
нейральных клетках [86]. Рецептор IL-2 регули-
рует экспрессию циклина D2 (CCND2) в цито-
токсических T-клетках через энхансерный ком-
плекс STAT5 и Sp1 [87]. STAT6 регулирует тран-
скрипцию SP1 в лимфоцитах и B-клетках для
остановки пролиферации, индуцированной ин-
терфероном IFN первого типа (рис. 3б). В этом
случае важную роль играет STAT2, активирую-
щий STAT6 [88].

Sр1 И СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ PI3K/AKT
Главными компонентами сигнального пути

PI3K/Akt являются фосфоинозитид-3-киназа
(PI3K) и протеинкиназа B (Akt). Сигнальный
путь PI3K/Akt участвует в регуляции многих кле-
точных процессов, включая синтез белков, выжи-
вание клеток, регуляцию апоптоза и клеточный
цикл. На первом этапе этого пути происходит ак-
тивация рецепторов, сопряженных с G-белками,
интегринов, факторов роста, цитокинов и B-кле-
точных рецепторов. В число основных белков-
мишеней Akt входят транскрипционный фактор
FOX1 [89], киназа гликогенсинтазы 3 (GSK-3)
[90], киназа mTOR [91] и фосфатаза PTEN с двой-
ной субстратной специфичностью – ингибитор
превращения фосфатидилинозит-(4,5)-бифосфа-
та (PIP2) в фосфатидилинозит-(3,4,5)-трифосфат
(PIP3) [92].

Нарушение активности сигнального пути
PI3K/Akt может быть причиной развития ауто-
иммунных и нейродегенеративных заболеваний,
таких как ревматоидный артрит, болезни Альцгей-
мера, Паркинсона и Гентингтона, а также мо-
жет приводить к образованию и прогрессии зло-
качественных заболеваний, таких как глиома,
плоскоклеточный рак головы и шеи, колорек-
тальный рак, рак молочной железы, яичников,
поджелудочной и предстательной железы, а так-
же меланома [93–95].

Взаимосвязь Sp1 с сигнальным путем PI3K/Akt
выявлена в фибробластах кролика in vitro и in vivo:
микроРНК miR-29b связывается с 3'-нетранслиру-
емой областью мРНК Sp1 и снижает таким обра-
зом количество этого белка в клетках. При этом

Рис. 3. Влияние факторов семейства STAT на транскрипционную активность белка Sp1 и уровень экспрессии его гена
в клетках человека. а – Совместная активация экспрессии генов факторами семейства STAT и Sp1. б – Активация
транскрипции гена SP1 белками семейства STAT в различных клетках. STAT – переносчики сигнала и активаторы
транскрипции, TERT – ген обратной транскриптазы теломеразы, NOS3 – ген эндотелиальной NO-синтазы, ICAM-1 – ген
молекулы клеточной адгезии 1, VEGFA – ген фактора роста эндотелия сосудов, CEBPE – ген CCAAT/связывающего
белка-энхансера , CCND2 – ген циклина D2, CDKN1A – ген ингибитора циклинзависимой киназы 1.
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белок Sp1 необходим для экспрессии гена Col1A1,
кодирующего коллаген первого типа [96, 97]
(рис. 4а). Таким образом, введение miR-29b в
фибробласты приводит к подавлению экспрессии
гена Col1A1 и, как следствие, к снижению скоро-
сти роста этих клеток. Следует отметить, что
TGF1 способен ингибировать miR-29b с последу-
ющей активацией киназ PI3K и Akt, которые
фосфорилируют белок Sp1, увеличивая тем са-
мым эффективность его связывания с промото-
ром гена Col1A1.

Обработка культуры клеток миелоидных пред-
шественников новорожденных крыс противо-
опухолевым антибиотиком доксорубицином вы-

зывает значительное снижение уровня фосфори-
лирования Akt, что приводит к одновременному
снижению количества белка Sp1 и повышению
p53. Sp1 – это регулятор экспрессии гена сурви-
вина (Birc5), который активирует экспрессию ге-
на антиапоптотического белка Bcl2. Обработка
клеток доксорубицином приводит к снижению
уровня экспрессии генов Bcl2 и Birc5 с последую-
щей гибелью клеток и развитием кардиомиопатии
у модельных мышей. Добавление к кардиомиоци-
там внеклеточных везикул мезенхимальных ство-
ловых клеток C3H/10T1/2 мыши, содержащих
микроРНК miR-199a-3p, приводит к восстанов-
лению уровня белков Bcl2 и сурвивина за счет

Рис. 4. Участие транскрипционного фактора Sp1 в экспрессии генов в клетках кролика, мыши и человека, сопряжен-
ное с активностью сигнального пути PI3K/Akt. РТК – рецепторные тирозинкиназы, PI3K – фосфоинозитид-3-кина-
за, Akt – протеинкиназа B, mTOR – серин-треониновая протеинкиназа, TGF1 –трансформирующий фактор роста β1,
c-Jun – транскрипционный фактор, Col1A1 – ген коллагена первого типа, Birc5 – ген сурвивина, Bcl2 – ген антиапо-
птотического белка Bcl2, B4GALT5 – ген 1.4-галактозилтрансферазы V, MMP14 – ген матриксной металлопротеазы 14,
MMP2 – ген матриксной металлопротеазы 2, HIF1A – ген фактора 1, индуцируемого гипоксией, DDIT4 – ген, регули-
руемый при развитии и повреждении ДНК, miR – микроРНК.
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увеличения доли фосфорилированного Akt по
сравнению с клетками, обработанными доксору-
бицином, предотвращая тем самым гибель клеток
[98] (рис. 4б). Сходным образом miR-199a-3p за-
щищает кардиомиоциты мышей от гибели in vivo.

На перевиваемых клетках линий U251 и U87 и
первичных клетках глиомы человека показано,
что сверхэкспрессия микроРНК miR-5188 повы-
шает уровень фосфорилирования PI3K, Akt, а
также содержания транскрипционного фактора
c-Jun [99]. c-Jun в свою очередь связывает Sp1 и
активирует экспрессию miR-5188. При этом по-
вышенный уровень микроРНК miR-5188 в клет-
ках глиомы связан с неблагоприятным прогнозом
заболевания. Обработка первичных нейронов
мыши ингибитором mTOR темсиролимусом при-
водит к снижению уровня экспрессии генов, ко-
дирующих компоненты сигнального пути био-
синтеза холестерина, таких как Ldlr, Sqle и Dhcr7
[100]. Аналогичный эффект в клетках коры мозга
мыши вызывает ингибитор mTOR рапамицин. В
промоторах большинства генов, экспрессия кото-
рых зависит от mTOR, обнаружены сайты связыва-
ния Sp1 и еще двух транскрипционных факторов –
SREBP и NF-Y, что указывает на их вовлеченность
в mTOR-зависимый контроль экспрессии генов
биосинтеза холестерина у животных.

В клетках сердца мышей показана совместная
регуляция экспрессии генов-мишеней mTOR
белками Sp1 и сиртуином-6. Обнаружено одно-
временное снижение количества ядерной гистон-
ацетилазы SIRT6, повышение активности синте-
за белков и фосфорилирования mTOR в клетках
сердца при сердечной гипертрофии, вызванной
неселективным бета-адреномиметиком – изо-
преналином [101]. При этом установлено, что но-
каут SIRT6 приводит к увеличению связывания
Sp1 с промоторными областями генов, кодирую-
щих mTOR и GTPазу Rheb. mTOR и Rheb, в свою
очередь, фосфорилируют p70S6K и 4EBP1, кото-
рые направляют синтез большого числа белков
[106, 107]. Таким образом, у мышей с нокаутом ге-
на SIRT6 спонтанно развивается сердечная гипер-
трофия, обусловленная сверхактивацией mTOR
при участии Sp1, при этом ингибирование mTOR
приводит к частичному восстановлению функции
сердца. Sp1 ингибирует фосфорилирование кина-
зы p70S6K, которая служит мишенью mTOR.

Показано, что нокаут и нокдаун SP1 приводят
к увеличению количества центросом, снижению
нуклеации микротрубочек, образованию мульти-
полярных митотических веретен и микроядер, а
также к повышению частоты анеуплоидии в эм-
бриональных фибробластах мыши и перевивае-
мых злокачественных клетках человека (U2OS,
HeLa) [104].

Направленное подавление экспрессии генов
транскрипционных факторов Sp1, Sp2 и Sp3 при-

водит к снижению уровня экспрессии генов ре-
цепторных тирозинкиназ EGFR и IGF-1R в клет-
ках рака поджелудочной железы человека Panc28
и L3.6pL, вследствие чего в этих клетках умень-
шается фосфорилирование киназ mTOR и Ras
[31]. Сходный эффект вызывает воздействие мет-
формина, обладающего химиотерапевтической
активностью.

Показана вовлеченность транскрипционного
фактора Sp1 и сигнального пути PI3K/Akt в зло-
качественную трансформацию клеток и прогрес-
сию гепатоцеллюлярной карциномы, рака молоч-
ной и предстательной железы, рака почки и шейки
матки, а также глиомы [105–113]. Добавление к
клеткам рака молочной железы линии MCF7 ре-
комбинантного белка IGF-1 приводит к повыше-
нию уровня мРНК гена, кодирующего белок, свя-
зывающий инсулиноподобный фактор роста 2
(IGFBP-2), маркер агрессивного течения заболе-
вания [106]. Блокирование активности PI3K ин-
гибитором LY294002 или mTOR рапамицином
вызывает снижение уровня мРНК гена IGFBP-2,
а повышение активности киназы PI3K рекомби-
нантным белком IGF-1 усиливает экспрессию
IGFBP-2. Кроме того, изменение уровня мРНК
этого гена коррелирует с внутриядерным количе-
ством Sp1 и долей белка с фосфорилированными
остатками серина. При этом воздействие на клет-
ки белком IGF-1 увеличивает долю ядерного Sp1,
а ингибитором PIK3 – снижает. Таким образом,
эти данные свидетельствуют о том, что Sp1 вместе
с киназами PI3K и mTOR участвует в регуляции
экспрессии гена IGFBP-2 в клетках рака молоч-
ной железы.

Установлено, что Sp1 и сигнальный путь
PIK3/Akt вовлечены в регуляцию гена CTH, ко-
дирующего цистатионин-лиазу, необходимую
для усиленной пролиферации клеток гепатоцел-
люлярной карциномы человека под действием
H2S [105]. Показано, что Sp1 связывается с про-
мотором гена CTH. Sp1 также направляет экс-
прессию гена рецептора фактора роста сосуди-
стого эндотелия VEGR, участвующего в неоан-
гиогенезе опухоли, в клетках различной природы
[111, 112]. Транскрипционный фактор Sp1 инду-
цирует экспрессию ряда генов, кодирующих ре-
гуляторы пролиферации, апоптоза, инвазии и ме-
тастазирования, такие как матриксные металло-
протеазы (MMP14 – в клетках инвазивного рака
предстательной железы человека [109] и MMP2 –
в клетках рака почки [110]); 1.4-галактозилтранс-
фераза V (B4GALT5) в клетках глиомы [111]; фак-
тор, индуцируемый гипоксией 1, HIF1A, в клет-
ках рака легкого [112] и DDIT4 в клетках рака
шейки матки HeLa [113] (рис. 4в).

Таким образом, белок Sp1 – это один из клю-
чевых регуляторов экспрессии генов, кодирую-
щих компоненты сигнального пути PI3K/Akt в
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клетках человека, крысы и кролика. Установле-
но, что транскрипционная активность Sp1 регу-
лируется киназами этого сигнального пути. На-
рушение активности Sp1 и сигнального пути
PI3K/Akt приводит к потере целостности и ста-
бильности генома, повышению способности кле-
ток к инвазии, стимуляции прорастания сосудов
в опухоль, блокированию апоптоза и активации
пролиферации злокачественных клеток, что в со-
вокупности способствует злокачественному пе-
рерождению клеток и прогрессии ряда злокаче-
ственных заболеваний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Sp1 – фактор транскрипции, который связы-

вает GC-богатые участки в промоторах генов. Sp1
регулирует процессы дифференцировки, проли-
ферации, апоптоза в нормальных клетках, он во-
влечен в регуляцию клеточного цикла, репарации
ДНК, миграции и инвазии злокачественных кле-
ток. Sp1 взаимодействует с широким спектром
белков, формируя транскрипционные комплек-
сы, для регуляции экспрессии генов, в том числе
кодирующих компоненты сигнальных путей
MAPK/ERK, MAPK/p38, JAK/STAT и PI3K/Akt.
Киназы, входящие в эти сигнальные каскады,
участвуют в посттрансляционной модификации
белка Sp1, регулируя таким образом его тран-
скрипционную активность (табл. 1).

Поскольку транскрипционный фактор Sp1
участвует в регуляции процессов, связанных со
злокачественной трансформацией клеток, а по-
вышенный уровень экспрессии гена SP1 характе-
рен для злокачественных клеток различного проис-
хождения, подавление активности Sp1 рассмат-
ривают в качестве перспективного подхода к
противоопухолевой терапии.

Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 22-14-00353).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием животных в каче-
стве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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TRANSCRIPTION FACTOR Sр1 IN THE EXPRESSION OF GENES ENCODING 
COMPONENTS OF MAPK, JAK/STAT, AND PI3K/Akt SIGNALING PATHWAYS

K. A. Ivanenko1, V. S. Prassolov1, and E. R. Khabusheva1, *
1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: vr.elmira@gmail.com

Sp1 is a transcription factor of the Sp/KLF family that binds to GC-rich motifs in regulatory regions of genes.
Sp1 is involved in the regulation of cell proliferation, apoptosis and differentiation, and angiogenesis. A high
level of SP1 expression, as well as its aberrant transcriptional activity due to the post-translational modifica-
tions, is found in cells in oncological diseases, such as lung, breast, pancreatic, thyroid, gastric cancer, and
glioma; congenital heart disease, as well as neurodegenerative disorders, including Huntington’s and Parkin-
son’s diseases. Binding of Sp1 to GC-rich motifs of the regulatory regions of the genes encoding components
of the MAPK, p38, JAK/STAT, PI3K/Akt signaling pathways, is involved in the control of cell proliferation,
differentiation, and death. In addition, kinases of these signaling pathways are able to change the transcrip-
tional activity of Sp1 by phosphorylation of certain amino acid residues, which leads to a change in the effi-
ciency of its binding to cofactors and DNA regulatory regions. The review presents data on the relationship
between the Sp1 transcription factor and the activity of the MAPK, p38, JAK/STAT, and PI3K/Akt signaling
pathways in normal tissues and in various pathologies, including malignant diseases.

Keywords: transcription factor Sp1, malignant diseases, signaling pathways
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С НОКАУТОМ ГЕНОВ CISH И B2M И ОЦЕНКА ИХ ЦИТОТОКСИЧНОСТИ 
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В экспериментальном исследовании с помощью системы CRISPR/Cas9 на основе линии естествен-
ных киллерных клеток человека YT и созданной ранее линии YT-VAV1+, сверхэкспрессирующей бе-
лок VAV1, поддерживающий цитотоксичность, получены две “усиленные” линии клеток с нокаутом
гена белка CIS, негативного регулятора цитотоксичности NK-клеток, понижающего чувствитель-
ность этих клеток к IL-15. Получены также линии с нокаутом гена β2-микроглобулина, обеспечи-
вающего экспонирование MHC класса I на мембране NK-клеток. Эффективность нокаута опреде-
ляли методом ПЦР в реальном времени; отсутствие β2-микроглобулина подтверждали с помощью
проточной цитометрии со специфическими антителами. Цитотоксичность линий клеток с нокау-
том CISH–/– или B2M–/– тестировали на первичных монослойных культурах клеток мультиформ-
ной глиобластомы человека. Цитотоксичность полученных линий оценивали с помощью клеточно-
го анализатора, регистрирующего клеточный индекс на основе импеданса клеток. Показано, что
YT-CISH–/– эффективнее, чем YT дикого типа элиминируют клетки первичной глиобластомы в
условиях эксперимента in vitro с клеточным монослоем. Цитотоксичность линий YT-VAV1+-CISH–/–

и YT-VAV1+B2M–/– в отношении клеток глиобластомы была наиболее выраженной, но не отлича-
лась значимо от исходно повышенной цитотоксичности линии YT-VAV1+. Полученные линии NK-
подобных клеток могут служить прототипом для создания аллогенных и аутологичных “усилен-
ных” NK- и CAR-NK-клеток для иммунотерапии мультиформной глиобластомы.

Ключевые слова: мультиформная глиобластома, NK-клетки, YT, CISH, β2-микроглобулин,
адоптивная иммунотерапия
DOI: 10.31857/S0026898422050159

ВВЕДЕНИЕ
Естественные киллерные клетки (NK) ‒ это

лимфоциты, способные уничтожать инфициро-
ванные вирусом или трансформированные клетки
путем прямой цитотоксической атаки. NK-клетки
служат первой линией системы врожденной им-
мунной защиты, они находятся в периферическом
кровотоке и лимфоидных структурах. Рассматри-

вается возможность использования NK-клеток
при проведении адоптивной иммунотерапии со-
лидных опухолей [1]. Изучается возможность
применения как нативных аутологичных и алло-
генных NK-клеток из пуповинной крови, так и
подвергнутых генно-инженерным модификаци-
ям (CAR-NK), нацеленным на различные опу-
холь-специфические антигены [2].

Главную проблему для адоптивной иммуноте-
рапии любых солидных опухолей представляет их
иммуносупрессивное микроокружение, инакти-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026898422050159 для авторизованных
пользователей.
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вирующее любые цитотоксические противоопу-
холевые клетки, включая NK [3‒5]. Попытки
усилить цитотоксичность NK-клеток заключают-
ся, например, в модификации генов сигнальных
путей, участвующих в прямой или опосредован-
ной цитокинами активации NK-клеток [6‒10].
Одной из потенциальных мишеней для опосредо-
ванной цитокинами активации NK-клеток счи-
тается CIS ‒ SH2-содержащий индуцируемый
цитокинами белок, кодируемый геном CISH. СIS
снижает восприимчивость NK-клеток к IL-15 и
таким образом является мощной контрольной
точкой инактивации их цитотоксичности. Деле-
ция гена CISH многократно уменьшает порог
чувствительности NK-клеток к IL-15, вследствие
чего эти клетки могут активироваться на фоне
очень низкой концентрации IL-15 в тканях, что
приводит к значительному усилению их противо-
опухолевой цитотоксичности [11]. В эксперимен-
тальных исследованиях показано, что NK-клетки
с нокаутом CISH эффективно элиминируют со-
лидные опухолевые очаги, включая множествен-
ные отдаленные метастазы.

Еще один подход к увеличению противоопухо-
левой активности NK-клеток ‒ повышение экс-
прессии белков, усиливающих цитотоксичность.
Один из таких белков ‒VAV1 ‒ входит в семей-
ство факторов обмена гуаниновых нуклеотидов
(GEF). Ранее нами было показано, что NK-клет-
ки, сверхэкспрессирующие VAV1, проявляют зна-
чимо бóльшую цитотоксическую активность в от-
ношении различных опухолевых мишеней [12].

Одним из возможных ограничений на пути к
широкому клиническому применению аллоген-
ных NK-клеток может быть их элиминация Т-
лимфоцитами хозяина в результате реакции хозя-
ин против трансплантата [13]. Чтобы исключить
возможность этого процесса мы предлагаем полу-
чить и исследовать NK-клеточные линии, ли-
шенные HLA. Известно, что молекулы HLA-I
экспонируются на мембране иммунных клеток в
виде гетеродимерного мембранного комплекса,
состоящего из кодируемой MHC тяжелой цепи
класса I, легкой цепи β2-микроглобулина (B2M) и
короткого пептида длиной 8–10 аминокислотных
остатков. Делеция гена B2M приводит к тому, что
структура HLA-I нарушается и становится не-
функциональной. Таким образом, с помощью
нокаута B2M можно создать универсальные NK-
клетки, не экспонирующие HLA-I.

Цель нашей работы состояла в том, чтобы объ-
единить модификации NK-клеток путем нокаута
гена CISH в полученных ранее сверхэкспрессиру-
ющих VAV1 NK-клетках, а также нокаута B2M в
VAV1+ NK-клетках и оценить цитотоксические
свойства полученных клеточных линий на опухо-
левом монослое клеток мультиформной глиобла-
стомы человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клеточные линии и их культивирование. Созда-

ние биобанка первичных линий мультиформной
глиобластомы одобрено Локальным этическим
комитетом ФНКЦ ФМБА России (Протокол № 16
от 30 сентября 2017, дополнение Протокол № 10 от
6 октября 2020). Забор биоматериала проводили в
соответствии с Хельсинкской декларацией и бо-
лее поздними поправками к ней [14]. В исследо-
вание включены пациенты с супратенториальной
глиомой, подтвержденной МРТ и гистологиче-
ски верифицированной как мультиформная гли-
областома. Все пациенты дали письменное ин-
формированное согласие на участие в исследова-
нии. Образцы интраоперационного материала
собраны в период с 2018 по 2020 годы, диагностику
опухолей проводили в соответствии с четвертым
изданием классификации опухолей центральной
нервной системы Всемирной организации здраво-
охранения [15]. Все доноры биоматериала прошли
тестирование на гемотрансмиссивные инфекции.

Опухолевую ткань глиобластомы собирали во
время хирургического вмешательства в условиях
операционной в стерильные пробирки с раство-
ром для хранения тканей Macs Tissue Storage Solu-
tion (“Milteny Biotech”, США). Опухолевую ткань
промывали в стерильных условиях в PBS (фос-
фатно-солевой буфер, “ThermoFisher Scientific”,
США) с добавлением антибиотика-антимикоти-
ка (×100) (“ThermoFisher Scientific”), измельчали
с помощью скальпеля, а затем подвергали фер-
ментативной диссоциации смесью коллагеназы
типа I (“Sigma-Aldrich”, США), диспазы (“Sigma-
Aldrich”) и ДНКазы I (“Sigma Aldrich”) в PBS
(“ThermoFisher Scientific”). Ферментативную дис-
социацию проводили в инкубаторе (37°C, 5% CO2)
при постоянном покачивании (30 мин–1 ч). Клетки
центрифугировали при 300 g в течение 5 мин при
4°C, ресуспендировали в DMEM с добавлением
10% фетальной сыворотки крупного рогатого
скота (FBS, “ThermoFisher Scientific”) и высевали
в матрас (25 см2). В дальнейших экспериментах in
vitro использовали пять перевиваемых линий, по-
лученных из первичной культуры глиомы, про-
шедших более 20 пассажей и сохранивших экс-
прессию маркеров глиобластомы.

Клеточные линии YT и NK92 любезно предо-
ставлены А.В. Филатовым (лаборатория иммуно-
химии, Институт иммунологии, Москва). Клетки
YT культивировали в среде Iscove{s Modified Dul-
becco’s Medium (IMDM, “Gibco”, США) с до-
бавлением 10% FBS, 100 Ед./мл пенициллина и
100 мкг/мл стрептомицина в CO2-инкубаторе в
атмосфере 5% CO2 при 37°С.

Создание VAV1-сверхэкспрессирующей линии
NK-клеток человека. Ранее нами был сконструи-
рован лентивирусный вектор, содержащий кассе-
ту c Vav1-IRES-copGFP под конститутивным про-
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мотором EF1a. С использованием этого вектора
получены лентивирусные частицы, проведена тран-
сдукция линии YT и получена линия YT-VAV1+, об-
ладающая более выраженной цитотоксичностью
в отношении метастазирующих карцином и не-
которых других опухолей [12].

Конструирование векторов для нокаута B2M и
СISH в YT-клетках дикого типа и YT-VAV1+. Для
конструирования протоспейсеров в качестве ги-
довых РНК использовали последовательности,
описанные ранее для B2M [16] и CISH [11] (табл. 1).
Последовательности вариабельных участков ги-
довых РНК для B2M длиной 20 нуклеотидов, вы-
бранные согласно программам онлайн ресурсов
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и
CHOPCHOP (http://chopchop.cbu.uib.no/), ком-
плементарны последовательностям нуклеотидов
в первом экзоне гена B2M. Точки разрыва при ис-
пользовании обеих гидовых РНК создают деле-
цию 32 нуклеотидов, что позволяет вызвать сдвиг
рамки считывания и нокаут гена (рис. 1).

Последовательности вариабельных участков
гидовой РНК для гена CISH (20 нуклеотидов),
выбранные согласно программам онлайн-ресур-
са CRISPR.tefor.net, комплементарны последова-
тельностям нуклеотидов во втором и третьем эк-
зонах гена CISH. Точки разрыва, полученные при
использовании обеих гидовых РНК, создают де-
лецию 259 нуклеотидов, включающую короткий
интрон между экзонами 2 и 3. При этом пропада-
ют также небольшие участки белоккодирующей
последовательности, что в итоге приводит к деле-
ции 29 нуклеотидов в обеих известных изоформах
мРНК гена CISH и к сдвигу рамки считывания с
последующим нокаутом (рис. 2).

Последовательности гидовых РНК были кло-
нированы в плазмидный вектор pU6-gRNA для
экспрессии под U6-промотором. Этот вектор лю-
безно предоставлен Б. Скрябиным (университет
г. Мюнстера, Германия). Работоспособность по-
лученных конструкций pU6-gRNA_B2M1, pU6-
gRNA_B2M2, pU6-gRNA_CISH-3 и pU6-gRNA_
CISH-4 оценили на клеточной линии иммортали-
зованных фибробластов кожи человека 1608hT-
Cas9 с конститутивной экспрессией белка spCas9.
Данная клеточная линия приобретена в клеточ-
ном банке ИБР РАН (Москва, Россия). С этой
целью клетки 1608hT-Cas9 трансфицировали

плазмидами (по 5 мкг каждой) при помощи элек-
тропорации на приборе Bio-Rad Gene Pulser Xcell
по следующей программе: три прямоугольных
импульса амплитудой 255 В с шириной 5 мс, рас-
стояние между пульсами 0.1 с в буфере для элек-
тропорации Gene Pulser Electroporation Buffer
(“Bio-Rad”, #1652677). Через 7 дней из клеток
стандартным методом выделяли геномную ДНК с
использованием очистки смесью фенол–хлоро-
форм. Возникающие делеции на данном этапе
анализировали с помощью стандартного T7E1-
анализа (с использованием T7-эндонуклеазы 1)
после проведения ПЦР с праймерами, фланкиру-
ющими таргетные области делеции генов B2M и
CISH (табл. 2).

Продукты ПЦР перед обработкой T7E1 под-
вергали процедуре переотжига (реаннилинг) при
95°С, а затем охлаждали до 25°С с образованием
гетеродуплексов исследуемых фрагментов ДНК.
В протоколе использовали нуклеазу T7E1 (“New
England Biolabs”, Великобритания). На одну ре-
акцию объемом 20 мкл добавляли 1 ед. акт. фер-
мента. Смесь гетеродуплексов и нуклеазы переме-
шивали и инкубировали при 37°С в течение 30 мин.
Далее с помощью гель-электрофореза без предва-
рительной очистки продуктов определяли при-
сутствие делеции в клетках.

Для нокаута генов B2M и CISH в линии NK-кле-
ток YT проведена котрансфекция клеток плазми-
дами pU6-gRNA_B2M1, pU6-gRNA_B2M2 и pU6-
gRNA_CISH-3, pU6-gRNA_CISH-4 и плазмидой
pCas9-IRES2-EGFP, экспрессирующей под CMV-
промотором spCas9 и ген флуоресцентного белка
EGFP через IRES2-переход (соотношение плаз-
мид 5/5/10 мкг соответственно). Плазмида
pCas9-IRES2-EGFP синтезирована в компании
“Евроген” (карта плазмиды pCas9-IRES2-EGFP

Таблица 1. Гидовые РНК, использованные для нокау-
та генов B2M и CISH

Гидовая РНК Нуклеотидная последовательность

gRNA_B2M1 CGCGAGCACAGCTAAGGCCA
gRNA_B2M2 GCTACTCTCTCTTTCTGGCC
gRNA_CISH3 TCGGGCCTCGCTGGCCGTAA
gRNA_CISH4 CAGACTCACCAGATTCCCGA

Рис. 1. Положение гидовых РНК для нокаута гена B2M на последовательности первого экзона гена B2M (подчеркнуто).
Старт-кодон рамки считывания белоккодирующей последовательности выделен зеленым. Точки разрезания геном-
ной ДНК выделены красным цветом, ожидаемая делеция находится между двумя красными участками.

GCACGCGTTTAATATAAGTGGAGGCGTCGCGCTG

TAGCTGTGCTCGCGCTACTCTCTCTTTCT GGCCTGGAGGCTATCCAGCGTGAGTCTC
TCCTACC

CGGGCCTTGTCCTGATTGGCTGG
GCGGGCATTCCTGAAGCTGACAGCATTCGGGCCGAGATGTCTCGCTCCGTGGCCT
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представлена в Дополнительных материалах, см. на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2022/5/
supp_Yusubalieva_rus.pdf). Трансфекция проведена
при помощи электропорации на приборе Bio-Rad
Gene Pulser Xcell. Параметры электропорации:
три прямоугольных импульса амплитудой 220 В с
шириной 5 мс, расстояние между пульсами 0.1 с,
буфер для электропорации Gene Pulser Electropo-
ration Buffer (“Bio-Rad”, #1652677). После элек-
тропорации клетки помещали в полную ростовую
среду (RPMI1540, 10% FBS, 3300 ME/мл IL-2,
50 Ед./мл пенициллина, 50 мкг/мл стрептомици-
на) на 3 суток. Эффективность трансфекции и вы-
живаемость клеток оценивали с использованием
проточной цитометрии c функцией сортинга Bio-
Rad S3.

NK-клеточные линии. На основе библиотечной
линии YT дикого типа (YTwt) и линии YT-VAV1+,
сверхэкспрессирующей белок VAV1 [12], нами по-
лучены четыре модифицированные NK-клеточные
линии с повышенной цитотоксичностью (табл. 3).

Иммуноцитохимические методы. В культивируе-
мых клетках первичной глиобластомы с помощью
проточной цитометрии и конфокальной микроско-
пии оценивали экспрессию фибриллярного кисло-
го белка (GFAP), нестина (Ne), Cх43, CD133,
CD44, CD70.

Клетки глиомы выращивали в чашках Петри
диаметром 30 мм до образования монослоя. Гото-
вые клетки после удаления среды и промывки
PBS фиксировали 4%-ным параформальдегидом
(10 мин, +4°С). После трехкратной промывки в
PBS блокировали неспецифическое связывание
(инкубация при комнатной температуре с 5%-ной
сывороткой козы в течение 30 мин). Затем в чаш-
ки Петри с клетками последовательно вносили
коктейли первичных антител (анти-Ne/GFAP,
IgG мыши; + анти-CD133/Ki67, IgG кролика) в
концентрации 1‒5 мкг/мл, инкубировали в тече-
ние 1 ч при +37°C, промывали 3 раза и вносили
коктейль вторичных антител (антимышиные ан-
титела козы Alexa Fluor 488, антикроличьи анти-
тела козы Alexa Fluor 633, “Invitrogen”, 1 мкг/мл).
После инкубации в течение 1 ч при 37°C и трехкрат-

Рис. 2. Положение гидовых РНК для нокаута гена CISH на последовательности второго и третьего экзонов гена CISH
(подчеркнуто). Стоп-кодон рамки считывания белоккодирующей последовательности выделен синим цветом. Точки
разрезания геномной ДНК показаны красным, ожидаемая делеция находится между двумя красными участками.

GCTGTGCATAGCCAAGACCTTCTCCTACCT TC GGGAATCTGGTGAGTCTGAGGGGGG
AGGCAGGCCTTTTCCTGAGTAGTCTGGTGGGAGAAGCTTAGTTCTGCCTTTGAGTCTGAT
TTGGGAGGCATAGCCCGGCCCAGGAGAGTCTGATGGGAGAGGCACAGCCCTCTCTAGG
GAAGCGTGAAGCTGGAGGCACTGCCTTGACTTGCACTGGATTGGTTACCCCAGCTAATT
TCCACTATGTCCCTTGGCCCCCTCTGCACTTGCCTAGGCTGGTATTGGGGTTCCA TT AC
GGCCAGCGAGGCCCGACAACACCTGCAGAAGATGCCAGAAGGCACGTTCTTAGTA
CGTGACAGCACGCACCCCAGCTACCTGTTCACGCTGTCAGTGAAAACCACTCGTGG
CCCCACCAATGTACGCATTGAGTATGCCGACTCCAGCTTCCGTCTGGACTCCAACT
GCTTGTCCAGGCCACGCATCCTGGCCTTTCCGGATGTGGTCAGCCTTGTGCAGCAC
TATGTGGCCTCCTGCACTGCTGATACCCGAAGCGACAGCCCCGATCCTGCTCCCAC
CCCGGCCCTGCCTATGCCTAAGGAGGATGCGCCTAGTGACCCAGCACTGCCTGCT
CCTCCACCAGCCACTGCTGTACACCTAAAACTGGTGCAGCCCTTTGTACGCAGAAG
CAGTGCCCGCAGCCTGCAACACCTGTGCCGCCTTGTCATCAACCGTCTGGTGGCCG
ACGTGGACTGCCTGCCACTGCCCCGGCGCATGGCCGACTACCTCCGACAGTACCC
CTTCCAGCTC TGA CTGTACGGGGCAA

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности праймеров, фланкирующих таргетные области делеции генов
B2M и CISH

Примечание. Условия ПЦР: 1 цикл ‒ 95°С, 1 мин; 40 циклов ‒ 95°С, 10 с и 62°С, 15 с; 1 цикл ‒ 72°С, 1 мин.

Праймер Нуклеотидная последовательность Тотж, °С Ампликон, размер, п.н.

B2M-F CCTTCTTAAACATCACGAGAC 62.3
183

B2M-R GAGGGTAGGAGAGACTCA 62.2

CISH-F GAGGATCTGCTGTGCATA 62.7
137

CISH-R GTGCTGTCACGTACTAAG 61.2
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ной промывки ядра клеток окрашивали Hoechst
(“Invitrogen”) по протоколу изготовителя, препара-
ты заключали в 50%-ный забуференный глицерин
и микроскопировали (конфокальный микроскоп
Nicon А1, Япония).

Исследуемые белки выявляли методом про-
точной цитометрии с использованием первично
меченных антител. При анализе клеток глиомы
экспрессию маркеров стволовости оценивали с
помощью антител: CD133-PE, CD44-PE, CD70-
APC-Vio770. Для прижизненной окраски суспен-
зии YT-клеток после нокаута B2M и CISH исполь-
зовали антитела фирмы “Biolegend” против β2-
микроглобулина (#316304, clone 2M2) конъюги-
рованные с красителем PE, и антитела к CIS
(D4C10, #8431, “Cell Signaling Technology”, США)
соответственно. Окрашивание проводили по
стандартному протоколу с инкубацией в течение
30 мин в минимальном объеме раствора первично
меченных антител (5 мкг/мл) в DPBS (“ПанЭко”,
Россия) с последующей трехкратной отмывкой в
DPBS, с осаждением центрифугированием на
каждом этапе. Окрашенные клетки анализировали
с помощью проточного цитометра MACSQuant
(“Miltenyi Biotec”). Результаты обрабатывали с ис-
пользованием программного обеспечения FlowJo
(“Tree Star”).

Анализ цитотоксичности в реальном времени.
Платформа RTCA iCelligenece (ACEA “Biosci-
ences, Inc.”, США) позволяет проводить дина-
мическое исследование пролиферации и цитоток-
сической активности. Метод основан на измере-
нии импеданса клеточного монослоя с помощью
золотых микроэлектродов. Адгезионные клетки
(клетки первичной глиобластомы) действуют как
изолятор на поверхности электрода, увеличивая
импеданс. Чем выше скорость пролиферации и
адгезии клеток, тем круче кривая роста импедан-
са. На основании этих параметров определяют
клеточный индекс (CI), характеризующий уро-
вень пролиферации или клеточной гибели.

Все эксперименты проводили при 37°С в атмо-
сфере с 5% СО2. E-планшеты (культуральные
планшеты для системы iCELLigence), содержащие
200 мкл культуральной среды в каждой лунке, урав-
новешивали до 37°C в течение 30 мин и устанавли-
вали нулевой уровень CI. С помощью реагента Tri-

pLE Express (“ThermoFisher”) клетки первичной
глиобластомы снимали с матраса, отмывали в сре-
де PRMI и подсчитывали. По 103 клеток ресус-
пендировали в 200 мкл среды RPMI c 3%-ной ал-
логенной сывороткой человека группы AB(IV)
(“Inc. Innovance”, США) и вносили в лунки план-
шета iCelligence. Планшет устанавливали в ана-
лизатор и оставляли в инкубаторе на 24‒48 ч до
выхода кривой клеточного индекса на плато.

Важно отметить, что клетки первичной глиоб-
ластомы имеют различные индексы пролифера-
ции вследствие выраженной генетической гете-
рогенности. На первых пассажах почти все пер-
вичные культуры содержат несколько различных
клонов с разными уровнями плоидности. Поэто-
му для получения воспроизводимых результатов
мы анализировали цитотоксичность модифици-
рованных киллерных клеток на пяти независимо
полученных культурах, прошедших не менее 20
пассажей и сохраняющих стабильную экспрес-
сию маркеров глиобластомы и высокую проли-
феративную активность.

В качестве контроля использовали лунки с
глиомными клетками без последующего внесения
клеток-эффекторов, лунки с внесенными клетка-
ми-эффекторами без клеток мишеней и лунки со
средой для культивирования без клеток. Все иссле-
дования проводили в двух повторах. Клетки-эф-
фекторы вносили в соотношении мишень: эффек-
тор 1 : 1 и регистрировали динамику клеточного
индекса в течение 144 ч. Среду в лунках с клетка-
ми глиомы перед внесением клеток-эффекторов
заменяли на свежую, вносили клетки-эффекторы
в среде RPMI c 3%-ной аллогенной сывороткой
человека.

Статистический анализ выполнен в программе
Prism software (GraphPad version 8.0) с помощью
однофакторного дисперсионного анализа (one-
way ANOVA). Данные представлены как среднее ±
± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Создание и иммунофенотипирование первичных 

перевиваемых культур глиобластомы
На первом этапе была создана коллекция из 20

первичных перевиваемых культур глиобластомы

Таблица 3. Характеристика модифицированных NK-клеточных линий

Исходная линия Модифицированная 
линия Вид модификации

YTwt (wild type) YT CISH–/– Нокаут гена CISH

YTwt YT B2M–/– Нокаут гена B2M

YT VAV1+ YT VAV1+CISH–/– Сверхэкспрессия белка VAV1 в комбинации с нокаутом гена CISH

YT VAV1+ YT VAV1+B2M–/– Сверхэкспрессия белка VAV1 в комбинации с нокаутом гена B2M
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человека, полученных из образцов интраопераци-
онно удаленного биоматериала от пациентов, опе-
рированных в нейрохирургических отделениях Фе-
дерального научно-клинического центра ФМБА
России и Приволжского исследовательского меди-
цинского университета Минздрава России. При
гистологическом исследовании образцов ин-
траоперационного материала наблюдалась кар-
тина ядерной атипии, клеточного полиморфиз-
ма, выраженной митотической активности, тром-
бозы сосудов, микроваскулярная пролиферация,
некротические участки (рис. 3а, б).

Из операционного биоматериала, содержа-
щего жизнеспособные глиомные клетки IV сте-
пени злокачественности, в 100% случаев удава-
лось получить перевиваемые первичные культу-
ры, пассируемые не менее 3‒5 раз и хорошо
переносящие криоконсервацию. Полученные

нами линеаризованные глиомные клетки сохра-
няли в процессе многократного пассирования
гомогенную морфологию, высокую пролифера-
тивную активность по маркеру пролиферации
Ki67 и были положительными по основным мар-
керам глиальных опухолей: GFAP, Ne и маркерам
стволовости, таким как CD133, CD44, CD70, CD15
(рис. 3в‒и).

Получение нокаутных линий YTwt-CISH–/–, YTwt-
B2M–/–, YT-VAV+-CISH–/–, YT-VAV+-B2M–/–

Предварительная проверка функционально-
сти подобранных гидовых РНК для нокаута генов
B2M и CISH, проведенная на клеточной линии им-
мортализованных фибробластов кожи человека
1608hT-Cas9, конститутивно экспрессирующих бе-
лок spCas9, показала, что трансфекция конструк-
циями, содержащими последовательности гидо-

Рис. 3. Гистологический анализ и иммунофенотипирование перевиваемых линий первичной мультиформной глиоб-
ластомы. а, б – Парафиновые срезы образцов интраоперационного материала, окрашенные гематоксилином-эози-
ном, увеличение ×50 (а) и ×200 (б). в‒д ‒ Иммунофлуоресценция первичных культур глиобластомы. в ‒ Ne, CD133,
увеличение ×1000. г ‒ GFAP, Ki67, увеличение ×200. д ‒ Ne, Ki67. Масштабная линейка ‒ 100 мкм. Вторичные анти-
мышиные антитела козы (Alexa Fluor 488) и антикроличьи антитела козы (Alexa Fluor 633). е‒и ‒ Результаты проточ-
ной цитометрии CD70 (е), CD44 (ж), CD133 (з), Ki67(и). Ne – нестин.
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вых РНК, приводит к образованию делеций в тар-
гетных генах (рис. 4а).

При получении линии клеток YT с нокаутом
B2M мы сначала провели сортинг клеток, эффек-
тивно экспрессирующих EGFP после трансфек-
ции плазмидой pCas9-IRES2-EGFP. В результате
отобрали клетки (1.7%) с наиболее интенсивной
зеленой флуоресценцией (рис. 4б). Далее эти
клетки наращивали и окрашивали антителами к
B2M. С помощью проточной цитометрии показа-
но, что эффективность нокаута B2M в полученном
клеточном препарате составляет 65.6% (рис. 4в).
На последнем этапе с помощью флуоресцентного
клеточного сортинга отобрано по 40 × 104 клеток
с нулевым сигналом окрашивания на B2M в ли-
ниях YT-VAV1+ и YTwt. Клетки были размножены
и криоконсервированы.

В предварительных параллельных экспери-
ментах при помощи прижизненного иммуноци-
тохимического окрашивания на CIS обнаружено,
что экспрессия мембранного белка CIS (в отли-
чие от B2M), не является облигатной, в каждый
момент времени примерно 70% клеток остаются
CIS-негативными. Таким образом, сортинг му-
тантных клеток по окрашиванию на CIS теряет
смысл. Поэтому мы использовали стратегию, в ко-
торой клонирование полученной трансфицирован-
ной популяции проводили методом предельного
разведения, с последующим анализом единичных
клонов.

После котрансфекции YT-клеток плазмидами
pU6-CISH-3, pU6-CISH-4 и плазмидой pCas9-
IRES2-EGFP, экспрессирующей под CMV-про-
мотором spCas9 и ген флуоресцентного белка
EGFP через IRES2-переход, с помощью проточ-
ного цитофлуориметра c функцией сортинга Bio-
Rad S3 проанализировали экспрессию флуорес-
центного маркера EGFP и отобрали порядка
20000 клеток с интенсивным зеленым сигналом
(0.5% от общей популяции, рис. 4б), которые за-
тем подвергли клональной селекции. В результа-
те получено 18 клонов, из которых лишь два (№ 2
и № 4) признаны гомозиготными мутантными ли-
ниями клеток YT с нокаутом гена CISH (рис. 4г)
Эффективность нокаута CISH в полученных кло-
нах в итоге составила примерно 30% (11 аллелей
из 36). Для подтверждения возникновения деле-
ции проведен более детальный анализ данного
локуса при помощи секвенирования по Сэнгеру.

Применяя стратегию, аналогичную описан-
ной, мы получили также линии клеток YT, несу-
щих трансген VAV1, с нокаутом генов B2M и CISH
(YT-VAV1+CISH–/– и YT-VAV1+-B2M–/–).

Изучение цитоксической активности NK-клеток
с нокаутом генов B2M и CISH на культурах 

первичной глиобластомы

Сравнительный анализ цитотоксичности по-
лученных NK-клеток показал, что как сама линия
YT-VAV1+, так и все ее производные обладают го-
раздо более высокой цитотоксической активно-
стью, чем YT дикого типа, клетки который практи-
чески не проявляли цитотоксичности в отношении
глиобластомы. Эти данные хорошо согласуются с
полученными ранее результатами, согласно кото-
рым YT-VAV1+ обладает более высокой цитоток-
сичностью в отношении различных типов злокаче-
ственных опухолевых клеток [12]. Нокаут В2M,
который должен сопровождаться нарушением
экспонирования MHC на мембране NK-клеток,
не повлиял существенно на цитотоксическую
активность полученных линий.

В связи с тем, что линия YTwt почти не прояв-
ляла цитотоксичности в отношении исследован-
ных глиомных линий, для исключения влияния
индивидуальных особенностей линии YT в каче-
стве дополнительного контроля цитотоксично-
сти линейных NK-клеток в отношении мульти-
формной глиобластомы мы применили еще одну
линию ‒ NK92, полученную из NK-клеточной
лимфомы человека. В проведенной серии экспе-
риментов ни одна из немодифицированных ли-
ний NK-клеток, как и линий с нокаутом гена B2M
YTwt, не проявляла цитотоксичности по отно-
шению к клеткам глиобластомы. Модифициро-
ванные YTwt-CISH–/–, YT-VAV1+CISH–/–, как и
YT-VAV1+-B2M–/– показали выраженную цито-
токсичность. Наибольший видимый цитотокси-
ческий эффект, сопровождающийся почти
100%-ной гибелью опухолевого монослоя и при-
ближением значения импеданса к его значениям
в бесклеточной среде через 100 ч после коинку-
бации, наблюдали при применении YT-VAV1+-
CISH–/– (рис. 5а). Статистический анализ данных
всех серий экспериментов показал, что цитоток-
сичность “нокаутированной” линии YTwt-CISH–/–

была значимо ниже, чем у клеток исходной линии
YTwt (p < 0.05 при сравнении с использованием
параметрических методов). Цитотоксичность YT-
VAV1+-B2M–/– не отличалась от цитотоксичности
исходной линии YT-VAV1+. Цитотоксичность YT-
VAV1+-CISH–/–, хотя и имела тенденцию к повыше-
нию по сравнению с цитотоксичностью исходной
линии YT-VAV1+, однако не отличалась статистиче-
ски значимо от цитотоксичности материнской ли-
нии, как показывает анализ интегральных данных
(рис. 5б).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Применение CAR-T-клеточной терапии серьез-
но ограничивается необходимостью использова-
ния аутологичных клеток для производства транс-
генного продукта. Аллогенные Т-клетки с интакт-

ным Т-клеточным рецептором могут атаковать
организм реципиента, вызывая реакцию транс-
плантат-против-хозяина. Существуют пилотные
работы, в которых нокаут Т-клеточного рецептора
делает Т-клетки пригодными к использованию в

Рис. 4. Получение линий YT-VAV1+ и YTwt с нокаутом генов B2M и CISH. а ‒ T7E1-анализ эффективности гидовых
РНК для получения делеций генов В2М и CISH в линии клеток 1608hT-Cas9. Появление дополнительных полос в до-
рожке T7E1 указывает на присутствие значимых мутаций (делеций), что подтверждает эффективность гидовых РНК.
б ‒ Сортинг клеток YT после трансфекции плазмидой pCas9-IRES2-EGFP. в ‒ Иммуноцитохимическое исследование
клеток YT дикого типа ((YTwt) и YT с нокаутом гена B2M (YT-B2M–/–) методом проточной цитометрии с антителами
к B2M. г ‒ Т7Е1-анализ клонов YT с нокаутом гена CISH.
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аллогенном формате, однако этот подход не по-
лучил широкого распространения из-за техниче-
ских сложностей (необходимо обязательно из-
бавляться от немодифицированных клеток в
окончательном продукте). В то же время, NK-

клетки не экспрессируют Т-клеточный рецептор и
практически не вызывают реакции трансплантат-
против-хозяина при аллогенном использовании. В
связи с этим для производства CAR-NK-клеточ-
ных продуктов можно применять пуповинные NK-

Рис. 5. Цитотоксичность линий NK-клеток YTwt и YT-VAV1+ с нокаутом генов В2М и CISH в отношении монослой-
ных культур клеток мультиформной глиобластомы человека. а ‒ Кривые клеточного индекса, рассчитанного на осно-
ве импеданса в анализаторе RTCA iCelligence. По оси ординат отложены значения клеточного индекса, нормирован-
ные по значению на момент добавления NK-клеток; по оси абсцисс ‒ время. Момент внесения NK-клеток отмечен
стрелкой. б ‒ Результирующие показатели цитотоксичности в пяти экспериментах на независимо полученных линиях
мультиформной глиобластомы через 100 ч после начала эксперимента (30 ч после внесения NK-клеток) по сравнению
с контролем. Цветовые обозначения линий NK-клеток такие же, как на панели а. * p < 0.05 при сравнении с YTwt;
# p < 0.05 при сравнении с NK92.
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клетки без дополнительных модификаций [17].
Пока не вполне понятно, насколько долгим может
быть персистенция аллогенных NK-клеток в орга-
низме пациента, однако мы предполагаем, что
Т-клетки реципиента могут со временем элимини-
ровать NK-клетки донора. Один из вариантов ре-
шения проблемы иммунного ответа на аллоген-
ные клетки – нокаут гена B2M, нарушающего
функционирование мембранного комплекса
MHC-I, как в случае аллогенных CAR-Т-клеток
[16]. MHC-негативные NK-клетки должны стать
неуязвимыми для Т-клеток реципиента, что, веро-
ятнее всего, увеличит время их персистенции в ор-
ганизме пациента и повысит эффективность тера-
пии, однако этот подход нуждается в дальнейшем
изучении.

В связи с низкой эффективностью иммуноте-
рапии немодифицированными лимфоцитами и
NK-клетками, сегодняшние тренды клеточной
иммунотерапии солидных опухолей предполага-
ют не только создание CAR-NK, но и разработку
подходов к модификации NK-клеток, повыше-
нию их цитотоксической активности, в частно-
сти, путем воздействия на ингибиторный белок
CIS [11, 18]. В исследованиях, проведенных ранее
на мышах, показано, что делеция гена Cish делает
NK-клетки гиперчувствительными к IL-15, о чем
свидетельствует усиленная пролиферация, выжи-
ваемость, продукция IFN-γ и повышенная цито-
токсичность по отношению к солидным опухо-
лям. Один из молекулярных механизмов актива-
ции клеток с нокаутом Cis – усиление передачи
сигналов JAK-STAT, поскольку Cis взаимодей-
ствует с тирозинкиназой JAK1, ингибируя ее фер-
ментативную активность и направляя JAK на
протеасомную деградацию [18]. Очень убедитель-
ны данные экспериментов in vivo, проведенных
Delconte и соавт., которые показали, что мыши с
нокаутом гена Cish устойчивы к формированию
метастазов меланомы, рака предстательной и мо-
лочной железы [11]. Новизна нашего исследова-
ния заключалась в попытке комбинирования но-
каута ингибитора иммунных контрольных точек
CIS в NK-клетках человека, сверхэкспрессирую-
щих другой белок, ассоциированный с повышен-
ной цитотоксичностью ‒ VAV1 [12].

Для решения задачи по созданию универсаль-
ных “усиленных” киллерных клеток, обладающих
высокой цитотоксичностью по отношению к опу-
холевым клеткам, была выбрана иммортализован-
ная перевиваемая линия YT с NK-подобным фено-
типом, поскольку эти клетки, обладающие способ-
ностью к перфорин-опосредованному лизису
мишеней, не зависят от присутствия IL-2 в среде
при культивировании и не экспрессируют Fc-ре-
цепторы [19‒21]. Вместе с тем, важно отметить,
что линейные иммортализованные клетки YT мо-
гут отличаться от нормальных NK-клеток, поэто-
му модификации этой линии, выполненные на-

ми, это лишь модельная система для исследова-
ния влияния сверхэкспрессии VAV1 и нокаута
генов B2M и CISH на функции NK-клеток.

В данном исследовании нами показано, что
нокаут B2M в линии YT, сверхэкспрессирующей
VAV1, не влияет на цитотоксическую активность
этих клеток в отношении клеток мультиформ-
ной глиобластомы, а нокаут белка CIS статисти-
чески значимо увеличивает цитотоксичность YT
дикого типа, но не влияет существенно на цито-
токсические свойства модифицированных кле-
ток YT-VAV1+. Отсутствие значимого усиления
цитотоксичности YT-VAV1+ после нокаута в них
CIS можно объяснить с помощью двух гипотез:
во-первых, сверхэкспрессия VAV1+ может вызы-
вать настолько мощную активацию цитотоксично-
сти NK-клеток и их дегрануляцию, что повышение
их чувствительности к IL-15 просто незаметно на
этом фоне. Во-вторых, IL-2-независимая линия
YT-VAV1+ может быть в высокой степени и IL-15-
независимой, поэтому нокаут CIS никак не влияет
на ее цитотоксичность. Вместе с тем, для изучения
молекулярных механизмов, задействованных в ак-
тивации цитотоксичности линии YT-VAV1+CISH–,
требуются дальнейшие исследования, с приме-
нением ингибиторов сигнальных путей актива-
ции NK-клеток. Кроме того, следует иметь в ви-
ду, что цитотоксичность созданных нами линий
может существенно варьировать при переходе на
3D модель солидных опухолей ‒ опухолевые
сфероиды, а также при постановке эксперимен-
тов in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основе NK-подобной клеточной линии YT
и ее модифицированного варианта YT-VAV1+,
сверхэкспрессирующего белок VAV1, активирую-
щий цитотоксические свойства, с помощью си-
стемы CRISPR/Cas9 созданы линии YT-B2M–/–,
YT-VAV1-B2M–/– и YT-CISH–/–, YT-VAV+CISH–/–

с нокаутом генов B2M и CISH соответственно. В
экспериментах на монослойных культурах первич-
ной глиобластомы показано, что нокаут B2M не
влияет на цитотоксические свойства YT и YT-VAV+,
а нокаут CISH статистически значимо повышает
цитотоксичность YT и не влияет на цитотоксич-
ность YT-VAV1+. Полученные линии могут стать
платформой для создания универсальных уси-
ленных CAR-NK-клеток для эффективной имму-
нотерапии мультиформной глиобластомы чело-
века.
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ENHANCED NATURAL KILLERS WITH CISH AND B2M GENE KNOCKOUTS 
REVEAL INCREASED CYTOTOXICITY IN GLIOBLASTOMA

PRIMARY CULTURES
G. M. Yusubalieva1, 2, E. B. Dashinimaev3, A. A. Gorchakov4, S. V. Kulemzin4,

O. A. Brovkina1, A. A. Kalinkin1, A. G. Vinokurov1, M. V. Shirmanova5,
A. V. Taranin4, and V. P. Baklaushev1, 2, *

1 Federal Research and Clinical Center, Federal Medical and Biological Agency of Russia, Moscow, 115682 Russia
2 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

3 Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 117437 Russia
4 Institute of Molecular and Cellular Biology, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia

5 Volga National Research Medical University, Nizhny Novgorod, 603005 Russia
*e-mail: Baklaushev.vp@fnkc-fmba.ru

In an experimental study using the CRISPR/Cas9 system, the “enhanced” NK cell lines with a knockout of
CISH, e.g., the gene for the CIS protein, which is a negative regulator of NK cytotoxicity, as well as two lines
with a knocked-out β2-microglobulin gene which provides membrane exposure of MHC class I, were ob-
tained from two parental lines of human natural killers, i.e., YT wild type, and YT-VAV1+, which overexpress-
es the VAV1 cytotoxicity enhancing protein. The knockout efficiency was determined by real-time PCR as
well as by f low cytometry with specific antibodies. The resulting CISH–/– or B2M–/– knockout lines were
tested for cytotoxicity in primary monolayer cultures of human glioblastoma multiforme. The cytotoxicity of
the obtained lines was assessed using a cell analyzer that records the cell index based on the cell impedance.
YT-CISH–/– has been shown to be significantly more effective than wild-type YT in eliminating primary
glioblastoma cells in an in vitro cell monolayer experiment. The cytotoxicity of the YT-VAV1+-CISH–/– and
YT-VAV1+B2M–/– lines against glioblastoma cells was the highest, but overall, it did not significantly differ
from the initially increased cytotoxicity of the YT-VAV1+ line. The obtained lines of NK-like cells may serve
as a prototype for the creation of “enhanced” allogeneic and autologous NK- and CAR-NK cells for the im-
munotherapy of glioblastoma multiforme.

Keywords: glioblastoma multiforme, NK cells, YT, CISH, β2-microglobulin, adoptive immunotherapy
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В работе представлен метод генотипирования панели из 60 однонуклеотидных полиморфизмов
(SNP) с помощью одностадийной ПЦР с последующей гибридизацией на гидрогелевом биочипе.
Пул анализируемых полиморфизмов состоит из 41 SNP, входящих в панель HIrisPlex-S, 4 SNP гена
АВ0 (261G>Del, 297A>G, 657C>T, 681G>A), маркеров генов AMELX и AMELY и 14 SNP-маркеров
гаплогрупп Y-хромосомы: B (M60), C (M130), D (CTS3946), E (M5388), G (P257), H (M2920),
I (U179), J (M304), L (M185), N (M231), O (M175), Q (M1105), R (P224) и T (M272). Получаемые ге-
нетические данные позволяют прогнозировать фенотип искомого лица по признакам цвета глаз,
волос, кожи, группе крови АВ0, половой принадлежности, геногеографического происхождения по
мужской линии. Протокол постановки максимально упрощен для облегчения внедрения метода в
практику. Установлено распределение частот аллелей исследуемых полиморфизмов, а также групп
крови АВ0 среди славян (N = 482), происхождением преимущественно из центральной России.

Ключевые слова: ДНК-фенотипирование, биочип, криминалистика, цвет глаз, цвет волос, цвет ко-
жи, группа крови АВ0, гаплогруппа Y-хромосомы, пол
DOI: 10.31857/S0026898422050056

Преступность сопровождает человечество на
протяжении всей его истории и поимка преступни-
ка всегда будет оставаться актуальной задачей для
общества. Именно поэтому криминалистика ‒ од-
на из первых областей, в которой достижения мо-
лекулярной биологии нашли практическое приме-
нение [1]. Запрос экспертов-криминалистов сти-
мулирует исследования, направленные на поиск

любой полезной для следствия информации, ко-
торая может быть извлечена из генома. В настоя-
щее время можно разделить получаемую инфор-
мацию на два типа: идентифицирующая и поис-
ковая.

Идентифицирующая информация представ-
ляет собой уникальный, в масштабе популяции,
генетический профиль человека. Пионерские ра-
боты в области молекулярно-генетической экс-
пертизы были посвящены идентификации, или
геномной дактилоскопии. Наибольшее практиче-
ское развитие геномная дактилоскопия получи-
ла на своей родине, в Великобритании: на июнь
2021 года национальная база этой страны (The
United Kingdom National DNA Database; NDNAD)
содержала 5.7 млн генетических профилей (для

Сокращения: AFR (African) – африканская популяция;
AMR (Ad MixedAmerican) – смешанная американская по-
пуляция; EAS (East Asian) – восточноазиатская популя-
ция; EUR (European) – европейская популяция; SAS
(South Asian) ‒ южноазиатская популяция; SBE (single-
base extension) – реакция однонуклеотидной пролонгации;
SNP (single nucleotide polymorphism) – однонуклеотидный
полиморфизм; STR (short tandem repeat) – короткий тан-
демный повтор.

УДК 577.29

МЕТОДЫ

EDN: SSMGEC
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сравнения, в национальной базе биометрической
информации IDENT1 находится немногим боль-
ше – всего 7.1 млн человек). Учитывая, что по
данным NDNAD более 15% профилей задублиро-
вано, в базе оказалось не более 7.3% всего населе-
ния страны. Несмотря на то, что в NDNAD попада-
ют наименее законопослушные граждане, вероят-
ность идентификации преступника по совпадению
с профилем в базе, как можно видеть, невелика да-
же в наиболее развитых в этом отношении странах.

В случае отсутствия профиля разыскиваемого
лица в базе данных на первый план выходят мето-
ды получения поисковой информации, позволя-
ющие сформировать круг подозреваемых лиц.
Свидетельские показания относительно внеш-
ности преступника субъективны и не всегда до-
стоверны вследствие стресса, плохого зрения и
зрительной памяти, слабой освещенности. В по-
следние годы, благодаря развитию генетики, в кри-
миналистике появился новый термин “genetic wit-
ness” – генетический свидетель. Это ДНК преступ-
ника, содержащая объективную информацию о
нем. Подход, направленный на извлечение этой
информации, получил название ДНК-феноти-
пирования. К настоящему моменту установлены
генетические ассоциации для многих фенотипи-
ческих признаков: пола [2], пигментации (цвет
глаз волос и кожи) [3], наличия веснушек [4],
склонности к раннему поседению [5] и облысе-
нию [6], морфологии волос (прямые/вьющиеся)
[7], роста [8], индекса массы тела [9], возраста
[10], биогеографического происхождения [11], черт
лица [12]. Большинство из этих признаков относит-
ся к полигенным и не для всех обнаруженные детер-
минанты позволяют прогнозировать фенотип с до-
статочной для следствия достоверностью. В связи с
этим мы отобрали только те признаки, для которых
ассоциация надежно подтверждена. В последнее
десятилетие наиболее исследуемые поисковые при-
знаки связаны с пигментацией: цвет глаз, волос
и кожи. Из нескольких сотен опубликованных
работ наиболее достоверно этот признак про-
гнозирует панель HirisPlex-S, предложенная Ман-
фредом Кайзером и Сьюзан Уолш [3], поэтому 41
полиморфизм (SNP)1, входящий в их панель, мы
включили в нашу работу.

Группа крови АВ0, несмотря на то, что не яв-
ляется фенотипическим признаком внешности,
исторически входит в круг поисковых характери-
стик, значимых для следствия. Ранее нами опуб-
ликован протокол определения группы крови и
пола методом генотипирования на биочипах [13],
который уже успешно внедрен в экспертную
практику [14]. В представленной здесь работе мы

1 Для краткости здесь и далее под SNP мы подразумеваем не
только однонуклеотидные, но и малые инсерционно-деле-
ционные полиморфизмы.

использовали те же полиморфизмы, однако суще-
ственно улучшили методику их генотипирования.

Половая принадлежность, как один из наибо-
лее важных фенотипических признаков, входит
во все наборы для геномной дактилоскопии по
локусам коротких тандемных повторов (STR-ло-
кусам). В качестве маркера чаще всего использу-
ется ген AMEL, распложенный на обеих половых
хромосомах, но отличающийся по последова-
тельности на X- и Y-хромосомах. Мы сочли целе-
сообразным также включить его в свою панель.

Последняя группа признаков, внесенная в это
исследование ‒ основные, или кóровые (от англ.
core), гаплогруппы Y-хромосомы. В связи с неод-
нородностью распределения гаплогрупп внутри
разных этносов знание гаплогруппы в образце в
ряде случаев может дать информацию о геногео-
графическом происхождении человека. При фор-
мировании перечня гаплогрупп, которые будут
включены в исследование, мы опирались на раз-
работанную YCC (Y Chromosome Consortium) фи-
логенетическую структуру Y-хромосомы, состоя-
щую из 20 основных гаплогрупп, обозначаемых
латинскими буквами от A до Т [15, 16]. Мы ис-
ключили 6 гаплогрупп, так как определение четы-
рех из них не будет давать дополнительной ин-
формации (А – предковая для всех современных
мужчин, F – предковая для гаплогрупп G‒T, K –
для L‒T, P – для Q и R), а S и M встречаются толь-
ко на островах Юго-Восточной Азии и Океании и
не актуальны для Евразийского континента. В
итоге, в панель вошло 14 из 20 основных гапло-
групп, образующих, согласно классификации
YCC, самостоятельные стволы эволюционного
древа Y-хромосомы: B, C, D, E, G, H, I, J, L, N, O,
Q, R и T.

Как уже было сказано, большинство фенотипи-
ческих признаков, формирующих поисковую ин-
формацию, являются полигенными. Это означает,
что для их определения с приемлемой для практи-
ческого применения точностью требуется геноти-
пирование большого числа полиморфизмов. В со-
временном молекулярно-биологическом арсенале
можно найти достаточно методов мультиплексного
генотипирования: это и секвенирование нового по-
коления (NGS), и микрочипы высокой плотности
(например, Identitas [17]), и другие подходы. Од-
нако все они успешно работают только на высо-
ких концентрациях ДНК хорошей сохранности
[18]. В экспертной практике типичный образец
ДНК ‒ это 10‒100 пкг/мкл, причем нередко в де-
градированном состоянии, поэтому, при разра-
ботке метода генотипирования на первом месте
находится его применимость для таких сложных
образцов.

Перспектива внедрения любого метода в ши-
рокую практику зависит от его сложности, поэто-
му еще одна важная задача разработчика ‒ макси-
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мальное упрощение протокола постановки и сни-
жение требований к квалификации эксперта.
Возвращаясь к панели HIrisPlex-S, следует отме-
тить, что предлагаемый ее авторами способ гено-
типирования основан на технологии SNaPshot с
регистрацией результатов капиллярным электро-
форезом. Несмотря на то, что это удобно, так как
необходимое оборудование уже имеется во мно-
гих современных экспертных генетических лабо-
раториях, недостаток кроется в громоздком про-
токоле исследования образца. В него включено
семь стадий: две мультиплексные ПЦР на 17 и 24
SNP, очистка ПЦР-продукта на колонках, две
мультиплексные реакции однонуклеотидной про-
лонгации (SBE), обработка щелочной фосфатазой,
проведение капиллярного электрофореза. Некото-
рые из этих стадий предполагают открытие про-
бирки с образцом, что создает риск контаминации.
Такой метод может быть освоен в крупных центрах
для резонансных преступлений, но для повсе-
дневных экспертиз в рядовых региональных ла-
бораториях он явно не предназначен. Резюмируя,
можно сказать, что перед нами стояла задача со-
здания простого в постановке, чувствительного
метода с высокой мультиплексностью реакции и
максимальной невосприимчивостью к деграда-
ции исследуемой ДНК.

Ранее нами описаны отдельные методы полу-
чения фенотипической информации о группе
крови и половой принадлежности [13] и основ-
ных гаплогруппах Y-хромосомы [19]. Их недо-
статком была малая информативность и исполь-
зование гнездной ПЦР, усложняющей постанов-
ку и создающей риск контаминации. Теперь мы
предлагаем метод, лишенный вышеуказанных
недостатков, созданный с учетом сложности ис-
следуемых образцов ДНК и позволяющий одно-
временно генотипировать панель из 60 полимор-
физмов, которую мы назвали Phenotype Expert и
включили в нее маркеры пигментации (41 SNP),
основные гаплогруппы Y-хромосомы (14 SNP),
пол (AMELX/Y) и группу крови АВ0 (4 SNP). Ме-
тод имеет максимально упрощенный протокол
проведения и представляет собой одностадийную
52-плексную ПЦР с последующей гибридизацией
на биологических микрочипах. Для оценки рас-
пределения аллелей в популяции мы провели гено-
типирование 482 образцов ДНК, полученных от
славян, рожденных в городах преимущественно
Центральной России и проживающих в Москве,
Московской области и Санкт-Петербурге.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Образцы ДНК. В работе использованы образ-

цы ДНК 482 взрослых доноров (254 мужчин и
228 женщин). Для повышения однородности вы-
борки в исследование были включены только до-
норы, идентифицирующие себя русскими или

славянами. Образцы биологического материала
были собраны в Москве и Санкт-Петербурге. По
месту рождения доноры распределились следу-
ющим образом: Центральный федеральный
округ ‒ 304 (из них 187 ‒ Москва, 65 ‒ Москов-
ская область), Северо-Западный федеральный
округ ‒ 75 (из них 59 ‒ Санкт-Петербург и Ле-
нинградская область), Приволжский федераль-
ный округ ‒ 28, Южный и Северо-Кавказский
федеральные округа ‒ 21, Уральский, Сибирский
и Дальневосточный федеральные округа ‒ 20,
Украина ‒ 8, Казахстан ‒ 7, Азербайджан ‒ 4, Бе-
ларусь ‒ 3, Узбекистан ‒ 3, Киргизия ‒ 2, Туркме-
нистан ‒ 1, Польша ‒ 1, Германия ‒ 1, Литва ‒ 1,
Чехия ‒ 1, не указано ‒ 1.

Выбор полиморфных локусов. Перечень и ряд
характеристик полиморфизмов, включенных в
исследование, приведены в табл. 1. Слева указана
группа фенотипических признаков, к которой от-
носятся соответствующие SNP. Также в таблице
приведены координаты SNP в геноме, ген, в ко-
тором он расположен (либо гаплогруппа Y-хро-
мосомы, к которой он относится), аллельные ва-
рианты и длины ПЦР-продуктов, содержащих
исследуемые SNP. Полиморфизмы №№ 1‒41
объединены в общую группу “Пигментация ра-
дужной оболочки, волос и кожи”, так как часть из
них влияет перекрестно на несколько признаков
(более подробно см. в работе [3]). Для определе-
ния группы крови использованы четыре позиции
в гене AB0: 261 (C>del), 297 (A>G), 657 (G>A) и
681 (C>T) [20], ‒ для определения пола ‒ разли-
чающиеся фрагменты гена AMEL на X- и Y-хро-
мосомах [13]. При выборе SNP, ассоциированных
с гаплогруппами Y-хромосомы, мы руководство-
вались данными ISOGG (Y-DNA Haplogroup Tree
2019‒2020, ver. 15.73). Для гаплогрупп, имеющих
несколько синонимичных биаллельных марке-
ров, были выбраны наиболее подходящие с точки
зрения конструирования зондов и подбора прай-
меров и обеспечивающие наиболее короткие ам-
пликоны.

Мультиплекс. На стадии подбора ПЦР-прайме-
ров основной задачей была минимизация размера
ампликона. В табл. 1 приведены значения для каж-
дого локуса. Средняя длина ампликонов составила
79 п.н. В ходе экспериментальной оценки работо-
способности праймеров и подбора условий ПЦР
использовали несколько образцов свежевыделен-
ной ДНК в концентрации 5, 0.5 и 0.05 нг/мкл каж-
дый. После достижения стабильной работы муль-
типлексной ПЦР исследовали 482 образца ДНК
коллекции. В ходе генотипирования мы сталкива-
лись с эпизодическим выпадением ряда локусов.
Для обеспечения их более стабильной амплифика-
ции концентрации соответствующих пар прайме-
ров в смеси корректировали. Повторно образцы с
неполным профилем не генотипировали, поэтому
объем данных для отдельных полиморфизмов мо-
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Таблица 1. Полиморфизмы, входящие в панель Phenotype Expert

Признак № SNP Хромосома, 
позиция Ген, гаплогруппа Аллелиa

Длина 
продукта, 

п.н.

Пигментация радуж-
ной оболочки, волос 
и кожи

1 rs312262906 16:89919343 MC1R A/Del 76
2 rs11547464 16:89919683 MC1R G/A 130b

3 rs885479 16:89919746 MC1R G/Aa 130b

4 rs1805008 16:89919736 MC1R C/T 130b

5 rs1805005 16:89919436 MC1R G/T 58
6 rs1805006 16:89919510 MC1R C/A 92c

7 rs1805007 16:89919709 MC1R C/T 130b

8 rs1805009 16:89920138 MC1R G/C 103
9 rs201326893 16:89919714 MC1R C/A 130b

10 rs2228479 16:89919532 MC1R G/A 92c

11 rs1110400 16:89919722 MC1R T/C 130b

12 rs28777 5:33958854 SLC45A2 А/С 77
13 rs16891982 5:33951588 SLC45A2 G/C 57
14 rs12821256 12:88934558 KITLG T/Ca 98

15 rs4959270 6:457748 LOC105374875 C/A 85
16 rs12203592 6:396321 IRF4 C/T 90
17 rs1042602 11:89178528 TYR C/Aa 73

18 rs1800407 15:27985172 OCA2 C/Ta 79

19 rs2402130 14:92334859 SLC24A4 A/G 66
20 rs12913832 15:28120472 HERC2 G/Aa 59

21 rs2378249 20:34630286 PIGU A/Ga 60

22 rs12896399 14:92307319 LOC105370627 G/T 70
23 rs1393350 11:89277878 TYR G/Aa 85

24 rs683 9:12709305 TYRP1 A/Ca 97

25 rs3114908 16:89317317 ANKRD11 C/T 49
26 rs1800414 15:27951891 OCA2 T/C 53
27 rs10756819 9:16858086 BNC2 A/G 87
28 rs2238289 15:28208069 HERC2 A/Ga 105

29 rs17128291 14:92416482 SLC24A4 A/Ga 78

30 rs6497292 15:28251049 HERC2 A/Ga 58

31 rs1129038 15:28111713 HERC2 T/Ca 74

32 rs1667394 15:28285036 HERC2 T/C 65
33 rs1126809 11:89284793 TYR G/A 76
34 rs1470608 15:28042975 OCA2 C/Ta 90

35 rs1426654 15:48134287 SLC24A5 A/G 70
36 rs6119471 20:34197406 ASIP C/G 76
37 rs1545397 15:27942626 OCA2 A/T 138
38 rs6059655 20:34077942 RALY G/Aa 61
39 rs12441727 15:28026629 OCA2 G/A 63
40 rs3212355 16:89917970 MC1R C/Ta 63
41 rs8051733 16:89957798 DEF8 A/Ga 68
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a Так обозначены аллели, номенклатура которых в оригинальной панели HIrisPlex-S, соответствует противоположной цепи ДНК.
b Эти шесть позиций амплифицируются с общей пары праймеров и находятся внутри одного ПЦР-продукта длиной 130 п.н.
c Эти две позиции амплифицируются с общей пары праймеров и находятся внутри одного ПЦР-продукта длиной 92 п.н.

Группа крови

42 rs8176719 9:133257521 AB0 (6 ex) G/Del
130

43 rs8176720 9:133257486 AB0 (6 ex) A/G

44 rs8176742 9:133256050 AB0 (7 ex) G/A
83

45 rs8176741 9:133256074 AB0 (7 ex) C/T

Пол 46 – Y:68687721
X:11298267 AMELX/Y – 66/70

Гаплогруппы Y-хро-
мосомы

47 rs2032623 Y:19716186 B (M60) Del/T 74

48 rs35284970 Y:2866813 C (M130) C/T 83

49 rs202084622 Y:13170094 D (CTS3946) G/A 71

50 rs9786534 Y:7184761 E (M5388) A/T 86

51 rs2740980 Y:12312201 G (P257) G/A 68

52 rs576940616 Y:15364331 H (M2920) G/T 84

53 rs2319818 Y:14242828 I (U179) G/A 117

54 rs13447352 Y:20587967 J (M304) A/C 73

55 rs2032607 Y:12792926 L (M185) C/T 85

56 rs9341278 Y:13357844 N (M231) G/A 86

57 rs2032678 Y:13396820 O (M175) In/Del 83

58 rs563604826 Y:13022263 Q (M1105) G/A 69

59 rs17307398 Y:15174113 R (P224) C/T 65

60 rs9341308 Y:20576889 T (M272) A/G 60

Признак № SNP Хромосома, 
позиция Ген, гаплогруппа Аллелиa

Длина 
продукта, 

п.н.

Таблица 1. Окончание

жет быть меньше 482. Последовательности прай-
меров доступны по запросу.

Схема биочипа. Биочип наносили по схеме, при-
веденной на рис. 1а. В него входит четыре блока,
соответствующих группе определяемых признаков:
пигментация, группа крови АВ0, пол и гаплогруппа
Y-хромосомы. Для всех полиморфизмов было по-
добрано по паре олигонуклеотидов, комплемен-
тарных соответствующим аллельным вариантам.
ПЦР-праймеры и ДНК-зонды произведены ком-
панией “Lumiprobe” (Россия). Изготовление гид-
рогелевых биочипов проводили по оригинальной
технологии Института молекулярной биологии
им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук
(ИМБ РАН), в беспылевых помещениях, с исполь-
зованием пинового робота Qarray2 (“Genetix”, Ве-
ликобритания), согласно ранее описанной мето-
дике [19].

Протокол генотипирования. Для сокращения
протокола постановки мы применили модифика-
цию полимеразной цепной реакции, впервые опи-

санную под названием LATE-PCR (linear-after-the-
exponential PCR) [21], или ЛПЭ-ПЦР, ‒ линейная
после экспоненциальной ПЦР. Все обратные
праймеры по 5'-концу содержат универсальную
вставку, с которой при понижении температуры
отжига на линейной стадии ЛПЭ-ПЦР связывает-
ся флуоресцентно меченный универсальный прай-
мер. На этом этапе происходит асимметричная ам-
плификация с накоплением меченой, преимуще-
ственно одноцепочечной ДНК, необходимой для
последующей гибридизации. Данный вариант
ЛПЭ-ПЦР упрощен в сравнении с ранее опубли-
кованным [22] за счет исключения универсаль-
ной вставки в прямом праймере. Ход экспери-
ментального подбора условий амплификации мы
не приводим в данной работе, ниже указана уже
оптимизированная программа и состав реакци-
онной смеси.

ПЦР проводили на амплификаторе SpeedCy-
cler (“Analytik Jena”, Германия) в объеме 25 мкл
реакционной смеси: ПЦР-буфер с полимеразой
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HotTaq Multi, 4 е.а. (“Асфоген”, Россия), 5 мМ
MgSO4, 0.2 мМ каждого из dNTP (“Сибэнзим”,
Россия), смесь праймеров; 200 пкмоль универ-
сального праймера Cy5-TCATTGGATCTCATTA,
0.1‒500 нг геномной ДНК. Полимеразу активиро-
вали 2 мин при 95°С и на первом этапе проводили
50 циклов амплификации (94°С – 30 с, 65°С – 40 с,
72°С – 30 с), затем на втором этапе ‒ 50 циклов
амплификации (94°С – 20 с, 52°С – 30 с, 72°С –
30 с).

Гибридизация. Гибридизационную камеру био-
чипа заполняли смесью следующего состава: 25%
формамид, 5× SSPE, 50 об% ПЦР-продукта. После
инкубации (10 ч, 37°С) и отмывки (10 мин в SSPE
при комнатной температуре) биочипы промыва-
ли дистиллированной водой, высушивали сжа-
тым воздухом, помещали в портативный анализа-
тор (ООО “БИОЧИП-ИМБ”, Россия) и регистри-
ровали с экспозицией 0.5‒2 с флуоресценцию в
формате SPE. На рис. 1 приведены примеры таких
флуоресцентных изображений для женского
(рис. 1б) и мужских (рис. 1 в‒д) образцов ДНК.
Анализ изображения проводили с использовани-
ем программ ImaGel 2.0 и ImaGel Studio (ИМБ
РАН). Результатом автоматической обработки
каждого биочипа был текстовый файл с геноти-
пом образца. Равновесие Харди‒Вайнберга рас-
считывали общеизвестным способом.

Чувствительность. Для оценки чувствительно-
сти метода провели генотипирование трех образ-
цов ДНК, каждый из которых был взят в следую-
щих концентрациях: 500, 250, 100, 50, 25 и 10 пг на
реакцию.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При составлении перечня определяемых по-

исковых признаков мы исходили из их практи-
ческой значимости для следственной работы и
потенциальной возможности установления этих
признаков по генотипу. В результате нами были
сформированы четыре кластера: пигментация,
группа крови АВ0, пол и гаплогруппа Y-хромо-
сомы.

Пигментация
Информация о пигментации глаз, волос и ко-

жи, безусловно, представляет поисковую цен-
ность. Сотни научных работ, посвященных об-
наружению и верификации генетических детерми-
нант этих признаков, вышли в свет за последние два
десятилетия. Мы остановили свой выбор на панели
HIrisPlex-S, так как на данный момент она наибо-
лее точно прогнозирует фенотип пигментации.
Для этой панели авторы не только опубликовали
математическую модель прогнозирования фено-
типа, но и оформили ее в виде удобного онлайн-
ресурса (https://hirisplex.erasmusmc.nl) на сайте Де-

партамента генетической идентификации Erasmus
MC (Нидерланды). Интерфейс ресурса позволяет
внести результаты генотипирования образца и
получить вероятностный результат по трем при-
знакам пигментации. Для цвета глаз предлагается
три категории: серо-голубой, карий и смешанный
(зеленые, болотные). Цвет волос оценивается в
категориях светлые/темные, а также в четырех
градациях: блондин, шатен, брюнет, рыжий. Цвет
кожи подразделяется на пять оттенков: очень
бледная, светлая, смуглая, темная, черная. В ряде
исследований показана высокая степень досто-
верности прогнозирования фенотипа по данной
модели не только в западноевропейских и северо-
американских [23], но и в более актуальных для
нас восточноевропейских популяциях [24].

Из опубликованных исследований народов,
населяющих Россию, помимо вышеуказанной
работы на белорусской популяции [24], еще одна
была выполнена на выборке из 144 образцов
14 народностей (в том числе 8 образцов русских)
по 29 маркерам из 41 [25] и другая – на выборке из
286 образцов 38 народностей (в том числе 50 образ-
цов русских) по 24 маркерам [26], хотя данные по
частотам аллелей в этих работах не представлены.

Здесь мы приводим результаты генотипирова-
ния 482 образцов (табл. 2). Как видно из правой
части табл. 2, аллельные частоты ряда полимор-
физмов проявляют геногеографическую специ-
фичность. Для более наглядного представления
результатов мы сопоставили на графике (рис. 2)
частоту минорного аллеля каждого полиморфиз-
ма, полученную нами в ходе исследования (RU),
с частотами в трех наиболее близких к ней макро-
популяций: европейской (EUR), восточноазиат-
ской (EAS) и южноазиатской (SAS). Из рис. 2
видно, что частоты аллелей для четверти поли-
морфизмов существенно отличаются для евро-
пейской (EUR) и азиатских (EAS и SAS) популя-
ций. Принимая во внимание этот факт, а также
то, что российская популяция занимает промежу-
точное положение между европейскими и азиат-
скими народами, для получения осмысленных
данных необходимо было уделить особое внима-
ние составлению однородной выборки. Первич-
ные результаты генотипирования, которые мы
здесь не приводим, были получены для 555 жите-
лей Москвы и Санкт-Петербурга без учета их эт-
нической принадлежности. При их обработке мы
получили существенное отклонение от равнове-
сия Харди‒Вайнберга для полиморфизмов, име-
ющих геногеографическую этноспецифичность.
После исключения из выборки всех доноров с
неславянской самоидентификацией нам удалось
получить данные, характерные для более одно-
родной популяции.

Тем не менее сочетание таких факторов, как раз-
личающееся для ряда полиморфизмов аллельное
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Рис. 1. Биологический микрочип Phenotype Expert и примеры его использования для генотипирования образцов ДНК
человека. Схема расположения ДНК-зондов на биочипе Phenotype Expert (а). Цифры над каждой парой ячеек, соот-
ветствуют номеру полиморфизма из табл. 1. Обозначения внутри ячеек соответствуют аллелям полиморфизмов. Три
ячейки “М” необходимы для контроля работы портативного анализатора, содержат флуорофор Cy5 и позволяют кор-
ректно позиционировать матрицу для обсчета сигналов ячеек. В нижней части рисунка приведены примеры флуорес-
центного изображения биочипа, полученные в результате генотипирования женского (б) и трех мужских (в‒д) образ-
цов ДНК.
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распределение в EUR- и EAS- популяциях, услов-
ность понятия “этническая принадлежность”, а
также метисация лиц, самоопределяющих себя сла-
вянами или русскими, усложняет формирование од-
нородной выборки в исторически гетерогенных
популяциях типа российской. Мы полагаем, что
повышенные значения χ2 для некоторых поли-
морфизмов обусловлены этой неоднородностью.

Кроме того, идентифицировать себя славянами
или русскими могут лица любого этногеографиче-
ского происхождения. Ярким подтверждением
этого служит следующий эпизод: полиморфизм
rs1426654 (№ 35 в табл. 2) имеет полярное распре-
деление частот аллеля G в популяциях EUR
(0.003) и EAS (0.988). В нашем исследовании рас-
пределение частот его аллелей значительно от-
клоняется от равновесия Харди‒Вайнберга: АА ‒
480, AG ‒ 0, GG ‒ 1, χ2 = 481. Очевидной причи-
ной этого стал единственный образец с геноти-
пом G/G, наиболее характерным для восточно-
азиатских популяций. И действительно, на фото-
графии донора этого образца (часть коллекции
охарактеризована фотографически) мы обнару-
жили девушку с типичными восточноазиатскими
чертами лица; при этом она идентифицирует себя
русской и имеет славянские фамилию, имя и отче-
ство. Нельзя исключить, что она приемный ребе-
нок в русской семье. Этот случай подчеркивает
неравнозначность происхождения и этнической
самоидентификации. Поисковая ценность в та-
кой ситуации зависит от того, какие методы ис-
пользует следствие: при работе с паспортными
данными такой индивид был бы пропущен, а при
поиске по базе фотографий подозреваемых или
при поквартирном обходе типичная внешность
привлекла бы внимание.

К настоящему времени опубликованы десятки
работ по определению биогеографического про-
исхождения по аутосомным маркерам. Методы,
описанные в этих работах, позволяют не только
выявить принадлежность к макропопуляции (ев-
ропейская, азиатская, африканская), но и устано-
вить степень метисации индивида [27‒29]. Мы по-
лагаем возможным и целесообразным в дальней-
шем расширить панель Phenotype Expert за счет
актуальных для Евразии аутосомных маркеров
биогеографического происхождения, которые до-
полнят получаемую поисковую информацию.

Группа крови АВ0

Серологическое определение группы крови
АВ0 очень часто дает ошибочные результаты на
экспертных образцах, что связано с их бактери-
альным загрязнением и деградацией агглютино-
генов. Кроме того, не все биологические объекты
пригодны для серологического анализа. Гораздо
более достоверно группу крови определяют гено-

типированием полиморфизмов в 6 и 7 экзонах ге-
на АВ0 [30], причем объектом исследования мо-
жет быть любой материал, содержащий геномную
ДНК.

В табл. 3 приведены сочетания аллелей по че-
тырем полиморфизмам в гене AB0, образующих
(благодаря выделению трех вариантов нулевого
аллеля: О1, О1v и О2) 15 генетических групп и 4 се-
рологические. Это позволяет различать шесть I(0)
групп, четыре II(А), четыре III(В) и одну IV(АВ).
В результате генотипирования определены часто-
ты аллелей, генетических и серологических групп в
исследуемой выборке (табл. 4), что не только дает
возможность делать вероятностные расчеты при
вынесении экспертного заключения, но и попол-
няет знания в области популяционной генетики.

Определение гаплогруппы Y-хромосомы

Значимость генетической информации, рас-
положенной на Y-хромосоме, для практической
криминалистики подтверждается не только мно-
жеством научных публикаций, но и наличием
широкого спектра коммерческих наборов, таких,
как Yfiler® Plus PCR Amplification Kit (“Applied Bio-
systems”, США), PowerPlex® Y23 System (“Prome-
ga”, США), AmpFLSTR® Yfiler™ PCR Amplification
Kit (“Applied Biosystems”), COrDIS Ystr (ООО
“Гордиз”, Россия) и других. Эти наборы, в
первую очередь, предназначены для идентифика-
ции личности по аллелям STR-локусов, располо-
женных на Y-хромосоме, однако они применяют-
ся и для определения гаплогруппы непрямым ме-
тодом ‒ с помощью программ-предикторов.

Для определения гаплогруппы Y-хромосомы
STR- и SNP-маркеры имеют свои преимущества
и недостатки. С точки зрения однозначности
установления гаплогруппы более достоверными
считаются SNP, так как имеют частоту спонтан-
ных мутаций существенно ниже (2.5 × 10–8 [31]),
чем STR (10–2–10–3 [32, 33]). С одной стороны,
высокая частота мутаций в STR-локусах служит
причиной гомоплазии, которая, в свою очередь,
может приводить к ошибкам определения гапло-
групп с помощью предикторов. С другой сторо-
ны, при верной предикции STR-гаплотип обла-
дает большей информативностью, так как для по-
лучения столь же детальной информации по
SNP-маркерам потребуется анализ существенно
большего числа полиморфизмов. С позиции кри-
миналистической практики предпочтение нахо-
дится на стороне SNP-маркеров, так как неболь-
шая протяженность амплифицируемого для их
определения фрагмента обеспечивает преимуще-
ства при исследовании деградированной ДНК в
сравнении с более длинными фрагментами при
анализе STR-маркеров.
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Данные о распределении гаплогрупп в различ-
ных этносах позволяют выполнить вероятностную
оценку этногеографического происхождения но-
сителя ДНК. Особая ценность информации о гап-
логруппе Y-хромосомы связана с традицией пере-
дачи фамилии по мужской линии. Можно сказать,
что гаплогруппа и фамилия ‒ это два сцепленных
между собой признака с разным способом наследо-
вания: генетическим и культурным соответствен-
но. Заметим, что даже при значительном нивели-
ровании в смешанных браках характерных антро-
пологических признаков предка по мужской линии
его фамилия будет передана искомому носителю
ДНК. Учитывая наличие этнической специфич-
ности фамилий, мы можем говорить о возможно-
сти использования информации о гаплогруппе в
образце с места преступления для ранжирования
подозреваемых по их фамилиям. Фокусировка
дальнейшей экспертизы на наиболее вероятных
подозреваемых позволит сократить сроки и за-
траты на расследование.

Ярким примером, демонстрирующим поиско-
вые возможности этого подхода, может послу-
жить наш опыт ‒ когда при генотипировании
коллекции был обнаружен единственный обра-

зец с гаплогруппой О, практически не встречаю-
щейся у европейцев, но распространенной в стра-
нах Восточной Азии. Этот образец принадлежал
донору с характерной корейской фамилией
Югай. Несмотря на то, что такие контрастные
примеры на практике встречаются нечасто, они
наглядно демонстрируют возможности метода.
Для расширенного внедрения этого поискового
подхода требуется его глубокая проработка в тес-
ном сотрудничестве с ономатологами.

Как отмечено в вводной части, нами проана-
лизированы все базовые гаплогруппы, представ-
ляющие самостоятельные стволы древа Y-хромо-
сомы, за исключением M и S, которые практиче-
ски не встречаются за пределами островов Юго-
Восточной Азии и Океании. Тем не менее предла-
гаемый метод позволяет косвенно установить на-
личие M- или S-гаплогрупп в образце: в этом
крайне маловероятном случае по всем 14 Y-мар-
керам будет наблюдаться гибридизация только
верхнего ряда ячеек, содержащих ДНК-зонды к
аллелям предкового типа.

Более полно раскрыть потенциал Y-хромосо-
мы как источника геногеографической информа-
ции позволит дальнейшая детализация каждой из

Рис. 2. График частот минорных аллелей 41 полиморфизма, относящегося к панели пигментации. Полиморфизмы
расположены по мере возрастания частоты минорного аллеля в исследованной нами выборке (RU). Также для каждо-
го полиморфизма приведены частоты в европейской (EUR), восточноазиатской (EAS) и южноазиатской (SAS) попу-
ляциях, согласно данным 1000 Genome Project.
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гаплогрупп до нескольких десятков субкладов
(субгаплогрупп). Существующий научно-техни-
ческий уровень не позволяет создать метод для
одновременного генотипирования сотен марке-

ров, который при этом характеризуется высокой
чувствительностью и практической простотой. В
этой ситуации оптимальным подходом может
быть двухэтапное исследование, в котором поиск
на начальном этапе сужается до одной базовой
гаплогруппы, а на втором расширяется до иссле-
дования ее субкладов. Для развития этого направ-
ления ведется работа по созданию отдельных
биочипов, идентифицирующих субклады каждой
из базовых гаплогрупп.

Оценка метода генотипирования

Как сказано выше, к методам генотипирова-
ния в криминалистике предъявляются повы-
шенные требования, связанные с низким каче-
ством и другими особенностями исследуемого
материала. Наиболее полно они изложены в
“Руководстве по валидации методов анализа
ДНК” Международной рабочей группы судебных
экспертов в SWGDAM (Scientific Working Group

Таблица 3. Аллельспецифичные полиморфные пози-
ции в экзонах 6 и 7 гена AB0, используемые для гено-
типирования в тест-системе Phenotype Expert

а Генотип аллеля А (выделен жирным шрифтом) по догово-
ренности считается предковым.

Позиция SNP,
аллельa

Экзон 6 Экзон 7

261 297 681 657

A G A G C
B G T

O1 del

O1v del G A

O2 G

Таблица 4. Частоты аллелей, генотипов и групп крови AB0 по результатам генотипирования коллекции образцов
славянской популяции (N = 482) в тест-системе Phenotype Expert

a (N) – число аллелей, генотипов либо образцов с соответствующей группой крови.

Группа Аллель Генотип Частота, (N)a Частота группы крови, (N)a

A 0.263 (254)

B 0.174 (168)

O1 0.348 (335)

O1v 0.193 (186)

O2 0.022 (21)

I(0)

O1/O1 0.112 (54)

0.307 (148)

O1/O1v 0.149 (72)

O1v/O1v 0.290 (14)

O2/O1 0.010 (5)

O2/O1v 0.004 (2)

O2/O2 0.002 (1)

II(A)

A/A 0.075 (36)

0.371 (179)
A/O1 0.191 (92)

A/O1v 0.093 (45)

A/O2 0.012 (6)

III(B)

B/O1 0.120 (58)

0.241 (116)
B/O1v 0.081 (39)

B/O2 0.012 (6)

B/B 0.027 (13)

IV(AB) A/B 0.081 (39) 0.81 (39)
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on DNA Analysis Methods; https:// www.swg-
dam.org/_files/ugd/4344b0_813b241e8944497e99b9c45
b163b76bd.pdf). Мы учитывали требования
SWGDAM в ходе создания инструмента геноти-
пирования, однако его экспериментальная вали-
дация по всему перечню SWGDAM ‒ это объем-
ное исследование, составляющее предмет отдель-
ной публикации.

Для увеличения шансов успешного генотипи-
рования фрагментированной ДНК при дизайне
праймеров стояла задача получения максимально
коротких ампликонов. В рамках метода ПЦР с
последующей гибридизацией минимальная дли-
на фрагмента, который можно получить, зависит
от нуклеотидного состава локуса и в идеальном
случае (при соотношении AT/GC ≈ 1) составляет
около 50 п.н. Для большинства SNP были подо-
браны индивидуальные праймеры, однако в генах
MC1R и AB0 часть анализируемых полиморфиз-
мов оказалась расположена достаточно компакт-
но и их целесообразно было амплифицировать в
пределах одного ПЦР-продукта: №№ 2, 3, 4, 7, 9,
11 ‒ 130 п.н.; №№ 6, 10 ‒ 92 п.н.; №№ 42, 43 ‒
130 п.н. и №№ 44, 45 ‒ 83 п.н. (табл. 1). Это уве-
личило среднюю длину ампликонов, однако сни-
зило мультиплексность ПЦР с 60 до 52. В итоге
нам удалось добиться средней длины ПЦР-про-
дукта 79 п.н., что не только существенно меньше,
чем в ближайшем аналоге (133 п.н. [3]), но и при-
ближается к пределу возможностей метода гибри-
дизационного анализа.

Для понимания границ применимости метода
в криминалистической практике требуется оцен-
ка его чувствительности. Снижение концентра-
ции ДНК в анализируемом образце повышает ве-
роятность выпадения одного из аллелей либо всего
локуса. Выпадение одного из аллелей при гомози-
готном генотипе не визуализируется на гибриди-
зационной картине и не влияет на результат интер-
претации. В случае же гетерозиготного генотипа
выпадение аллеля создает ложную гомозиготность
и может повлиять на прогнозируемый фенотип.

Мы провели предварительную оценку чув-
ствительности разработанного метода на трех об-
разцах, содержание ДНК которых составляло 10,
25, 50, 100, 250 и 500 пг в реакционной смеси. Для
образцов 50‒500 пг на реакцию был получен пол-
ноценный профиль по всем локусам; при 25 пг
выпадения аллелей наблюдали в двух локусах од-
ного из образцов; при 10 пг в двух образцах было
потеряно по одному аллелю и в третьем образце
выпали аллели в пяти локусах. Учитывая, что
10 пг ДНК соответствует менее чем двум полным
геномам человека, можно предположить, что вы-
падение связано с физическим отсутствием в ре-
акции хромосомы или ее фрагмента, содержаще-
го второй аллель некорректно прогенотипиро-
ванных полиморфизмов.

Характерный уровень чувствительности боль-
шинства мультиплексных наборов для кримина-
листики составляет 50‒100 пг геномной ДНК на
ПЦР, а для наиболее близкого к разработанному
нами набору для генотипирования ‒ панели
HIrisPlex-S методом SNaPShot [34] ‒ она состав-
ляет 63 пкг для каждой из двух мультиплексных
реакций, то есть для получения полного профиля
по 41 маркеру потребуется 125 пкг ДНК, что и сле-
дует считать истинной чувствительностью этого
метода. Полученные предварительные результаты
позволяют нам удовлетворительно оценить ин-
струмент Phenotype Expert по параметру чувстви-
тельности.

Подводя итог, можно сказать, что представ-
ленная в работе панель маркеров для ДНК-фено-
типирования превосходит имеющиеся аналоги
по объему получаемой поисковой информации,
а разработанный метод ориентирован на иссле-
дование деградированных объектов и позволяет
получать весь заявленный объем генетических
данных из образцов с низкой концентрацией
ДНК, характерной для экспертной практики.
Предельно простой протокол генотипирования
позволяет обеспечить успешное внедрение ме-
тода в широкую практику, а полученные новые
данные о распределении частот аллелей исполь-
зуемых полиморфизмов впервые установлены
для российской популяции и использованы для
валидации метода.

Написание настоящей статьи не потребовало
специального финансирования.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 года и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики. От
каждого из включенных в исследование участни-
ков было получено информированное доброволь-
ное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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BIOCHIP FOR GENOTYPING POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH EYE, 
HAIR, SKIN COLOR, ABO BLOOD GROUPE, SEX, CORE Y-CHROMOSOME 

HAPLOGROUPS, AND ITS USING FOR A STUDY
OF THE SLAVIC POPULATION

D. O. Fesenko1, *, I. D. Ivanovsky2, P. L. Ivanov3, E. Yu. Zemskova3, A. S. Agapitova2, S. A. Polyakov1, 
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Here, a method for genotyping a panel of 60 polymorphisms using one-step PCR followed by hybridization
on a hydrogel biochip is presented. The pool of analyzed polymorphisms consists of 41 SNPs included in the
HIrisPlex-S panel, 4 SNPs of the AB0 gene (261G>Del, 297A>G, 657C>T, 681G>A), markers of the
AMELX and AMELY genes, and 14 SNP markers of the Y-chromosome haplogroups: B (M60), C (M130),
D (CTS3946), E (M5388), G (P257), H (M2920), I (U179), J (M304), L (M185), N (M231 ), O (M175),
Q (M1105), R (P224) and T (M272). The obtained genetic data make it possible to predict the phenotype of
the desired person according to the characteristics of eye, hair, skin color, AB0 blood group, sex, and geno-
geographic origin in the male line. The setting protocol is simplified as much as possible to facilitate the in-
troduction of the method into practice. The distribution of allele frequencies of the studied polymorphisms,
as well as the AB0 blood groups among Slavs originating, mainly from central Russia (N = 482) was estab-
lished.

Keywords: DNA-phenotyping, microarray, forensics, eye color, hair color, skin color, АВ0 blood group,
Y-chromosome haplogroup, sex


