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вания злокачественных опухолей с использованием био-
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крови ex vivo
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РЕФЕРАТ В настоящее время трансплантация клеток пуповинной крови активно применяется в клиниче-
ской практике, однако существенным ее недостатком является ограниченное количество гемопоэтических 
стволовых клеток и длительное время восстановления пациентов после трансплантации. Увеличить коли-
чество гемопоэтических стволовых и прогениторных клеток пуповинной крови можно путем экспансии ex 
vivo с использованием различных комбинаций цитокинов. Кроме этого, существуют методические подходы, 
обеспечивающие амплификацию клеток пуповинной крови ex vivo при взаимодействии с естественны-
ми для гемопоэтических клеток факторами микроокружения, в том числе со стромальным компонентом 
и тканевым содержанием кислорода. Развитие молекулярно-генетических методов анализа привело к рас-
ширению представлений о механизмах, опосредующих функционирование гемопоэтической ниши, что по-
зволило разработать новые технологические приемы амплификации клеток пуповинной крови. С помощью 
таких подходов улучшен ряд важных клинических показателей восстановления кроветворения. Хорошие 
результаты получены при повышении эффективности трансплантации пуповинной крови путем созда-
ния оптимальных условий для хоминга и приживления клеток в костном мозге реципиента. В настоящем 
обзоре рассмотрены современные методические подходы, направленные на повышение эффективности 
применения гемопоэтических клеток пуповинной крови.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА гемопоэтические стволовые клетки, пуповинная кровь, экспансия клеток ex vivo.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ГСПК – гемопоэтические стволовые и прогениторные клетки; МСК – ме-
зенхимальные стромальные клетки; КОЕ – колониеобразующие единицы; ПК – пуповинная кровь; 
G-CSF – гранулоцитарный колониестимулирующий фактор; GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный 
колониестимулирующий фактор; IL – интерлейкин; TGF-β – трансформирующий фактор роста; dmPGE2 – 
16,16-диметилпростагландин Е2; SDF-1 – фактор стромальных клеток 1; CXCR4 – CXC-рецептор хемокинов 
типа 4; C3a – фрагмент системы комплемента 3а.

ВВЕДЕНИЕ
В конце прошлого века пуповинная кровь (ПК) при-
влекла большой интерес ученых и врачей-транс-
фузиологов в связи с успешным использованием 
в качестве альтернативы гемопоэтическим клеткам 
костного мозга. В настоящее время ПК применяет-
ся не только для гематологических трансплантаций. 
Перечень заболеваний и патологий, при которых воз-
можно использование ПК, с каждым годом увеличи-
вается. Следует отметить, что ПК содержит клетки 
крови различной степени зрелости, включая диффе-
ренцированные форменные элементы и гемопоэти-
ческие стволовые и прогениторные клетки (ГСПК), 
а также другие типы клеток, в том числе недиффе-
ренцированные соматические стволовые клетки [1–

5], мультипотентные мезенхимальные стромальные 
клетки (МСК) [6–9] и эндотелиальные прогениторные 
клетки [10].

Если рассматривать пуповинную кровь в качестве 
трансплантата кроветворной ткани, то бесспорным 
ее преимуществом является неинвазивный способ 
получения, доступность, безопасность для донора 
и меньшая по сравнению с костным мозгом или мо-
билизованной периферической кровью частота и тя-
жесть развития реакции «трансплантат против хо-
зяина» [11–13]. Однако из-за небольшого содержания 
ГСПК ПК имеет и недостатки, связанные с медлен-
ным восстановлением кроветворения и иммуните-
та. ПК существенно отличается от костного мозга 
или мобилизованной периферической крови количе-
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ством, составом и свойствами гемопоэтических кле-
ток. ГСПК пуповинной крови, в отличие от костно-
мозговых, находятся вне клеточного цикла, однако 
достаточно быстро дают сильный пролиферативный 
ответ на стимуляцию ростовыми факторами [14–17]. 
Способность ГСПК ПК к экспансии ex vivo в ответ 
на стимуляцию легла в основу разработки различных 
подходов к увеличению содержания кроветворных 
клеток в трансплантатах ПК.

Существуют две основные стратегии увеличения 
количества гемопоэтических клеток после выделе-
ния мононуклеарной фракции из ПК: одна из них 
основана на экспансии коммитированных гемопоэти-
ческих предшественников, а другая – на увеличении 
количества клеток с большим пролиферативным по-
тенциалом – ГСПК [18]. В первом случае использова-
ние коммитированных клеток позволяет сократить 
период восстановления кроветворения после транс-
плантации, а во втором – пропадает необходимость 
введения дополнительной единицы ПК. Так, если 
использовать для трансплантации мононуклеарные 
клетки пуповинной крови после ex vivo наращивания 
коммитированных предшественников, то для долго-
срочного восстановления кроветворения после апла-
зии костного мозга пациентам необходимо вводить 
дополнительную единицу ПК, не подвергшуюся 
каким-либо манипуляциям и содержащую ГСПК. 
Если в ходе ex vivo экспансии получены клетки, об-
ладающие большим пролиферативным потенциалом 
и способные длительно поддерживать кроветворение 
(long-term repopulating cells), то дальнейшие мани-
пуляции позволят получить как малодифференциро-
ванные клетки, так и коммитированные, что сможет 
гарантировать краткосрочное и длительное вос-
становление кроветворения после трансплантации. 
Такой подход позволит избежать введения дополни-
тельной единицы ПК. Стоит отметить, что, помимо 
описанных, существуют другие стратегии повыше-
ния эффективности ПК, направленные не на экспан-
сию, а на обеспечение действенного хоминга и при-
живления трансплантируемых клеток [19–25]. 

ОСНОВНЫЕ МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ 
К ЭКСПАНСИИ ГСПК ПУПОВИННОЙ КРОВИ ex vivo
При создании эффективных и контролируемых ме-
тодических подходов, обеспечивающих получение 
большого количества ГСПК, основное внимание на-
правлено на подбор компонентов ростовых сред и ме-
тодов выделения малодифференцированных клеток. 
Между тем в большинстве существующих моделей 
культивирования ГСПК из ПК недооцененной оста-
ется роль локального микроокружения: взаимодей-
ствий со стромальными элементами, паракринной 
регуляции и концентрации кислорода (рис. 1). 

Использование обогащенной фракции ПК
Выбор между использованием нефракционирован-
ного образца кроветворной ткани или проведени-
ем селекции – первая задача при подборе подхода 
к экспансии клеток пуповинной крови. Селекция 
проводится с помощью моноклональных антител 
к специфическим маркерам с магнитными или флу-
оресцентными метками. Возможна положительная 
селекция, когда из исходно гетерогенного материа-
ла выделяют определенные типы клеток, либо от-
рицательная, при которой происходит удаление не-
желательных клеток непосредственно из суспензии. 
Показано, что с использованием обогащенной гемо-
поэтическими клетками фракции удается добиться 
лучшего результата при экспансии in vitro [26].

Наиболее распространенные маркеры для пози-
тивной селекции гемопоэтических стволовых кле-
ток – CD34 и CD133, однако при их использовании 
из экспансии исключаются клетки, негативные 
по данным антигенам, но обладающие свойствами 
стволовых [27]. Присутствие тех или иных поверх-
ностных маркеров не свидетельствует о физиоло-
гических особенностях клетки, будь то способность 
к самообновлению, пролиферации или дифферен-

Пуповинная 
кровь (ПК)

Отделение  
эритроцитов

Мононуклеарная 
фракция ПК

Обогащенная фракция ГСПК 
(иммуносепарация, селекция 
за счет адгезии, лейкоферез)

Экспансия ex vivo

Суспензионная 
культура

Сокультура  
со стромальными  

клетками

Рис. 1. Методические подходы к экспансии клеток 
пуповинной крови ex vivo
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цировке. Кроме того, экспрессия фенотипа не всегда 
может быть устойчивой. Так, Summers и соавт. по-
казано, что популяция CD34-Lin--клеток пуповинной 
крови генерирует CD34+-ГСПК при культивирова-
нии с использованием стромальных клеток костно-
го мозга мышей [28]. В данном подходе есть и другие 
недостатки: требуется большое количество исходных 
клеток, в процессе выделения часть гемопоэтиче-
ских клеток теряется [29]. Отказ от предварительной 
процедуры иммуносепарации позволяет избежать 
возможного повреждения клеток при проведении 
большого количества лабораторных манипуляций 
(центрифугирование, ресуспендирование и др.), 
а также изменения функционального состояния кле-
ток, опосредованного связыванием антител с поверх-
ностными молекулами [30]. 

В настоящее время опубликованы работы, в кото-
рых для экспансии ГСПК используют нефракцио-
нированную ПК [31–33]. В то же время разработаны 
подходы, в которых часть одной единицы пуповинной 
крови вводят реципиенту без какой-либо обработки, 
а другую часть используют для экспансии с предвари-
тельным обогащением (CD34+ или CD133+ селекция). 
Таким образом, трансплантат сохраняет свой иммуно-
логический потенциал, что увеличивает его прижив-
ление и иммунологическое восстановление [34, 35].

Растворимые компоненты систем 
культивирования
Традиционным компонентом для культивирования 
большинства типов клеток человека, включая ГСПК, 
является фетальная телячья сыворотка (ФТС), со-
держащая природный коктейль факторов роста, 
медиаторов адгезии, минеральных веществ, липи-
дов и гормонов. Однозначного мнения о возможности 
клинического применения клеток после их экспансии 
с использованием ФТС не существует. К недостаткам 
сыворотки можно отнести трудность стандартиза-
ции состава, возможность вирусной контаминации, 
а также высокий риск иммунизации реципиента чу-
жеродными белками [36, 37]. В этой связи некоторые 
исследователи отказываются от ФТС в пользу ци-
токиновых коктейлей [26, 38]. Тем не менее следует 
учитывать, что в сыворотке присутствуют минорные 
компоненты, действие которых до сих пор не иденти-
фицировано и не может быть полностью скомпенси-
ровано бессывороточными средами.

В настоящее время известно большое количе-
ство растворимых факторов, влияющих на проли-
ферацию и дифференцировку ГСПК. Различные их 
комбинации могут определять сроки и степень экс-
пансии культивируемых клеток. Клетки ПК так же, 
как клетки периферической крови, синтезируют 
цитокины. В частности, Т-клетки, ЕК-клетки и ма-

крофаги ПК продуцируют гранулоцитарный коло-
ниестимулирующий фактор (G-CSF), гранулоци-
тарно-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор (GM-CSF), макрофагальный колониести-
мулирующий фактор, интерлейкины 2, 3 и 4 (IL-2, 
-3, -4), трансформирующий фактор роста (TGF-β), 
интерферон-γ [39–41]. Однако количество синтезиру-
емого медиатора, его биологическая активность и ко-
личество продуцирующих клеток в ПК значительно 
меньше, чем в периферической крови. 

Несмотря на обилие рекомбинантных цитокинов, 
применяемых для экспансии малодифференциро-
ванных гемопоэтических предшественников, опти-
мальной комбинации, утвержденной для использо-
вания в клинической практике, пока не существует. 
Наиболее часто используются фактор стволовых 
клеток (SCF), IL-3 и -6, G-CSF, тромбопоэтин (TPO) 
и лиганд Flt-3 [42, 43]. 

Следует отметить, что важен не только выбор 
факторов, но также их концентрация и последова-
тельность применения. Так, использование (в тече-
ние первых 3 дней) цитокинов SCF, IL-3, Flt-3, TPO 
и среды, содержащей 4% фетальной телячьей сы-
воротки для культивирования ГСПК, с последую-
щим переводом клеток на среду, содержащую 20% 
фетальной телячьей сыворотки и макрофагальный 
колониестимулирующий фактор, Flt-3, IL-3, SCF, 
способствует экспансии CD34+ клеток [43]. Факторы 
роста SCF, Flt-3, IL-11, IL-3, IL-6, GM-CSF отвечают 
за пролиферацию клеток, в то время как макрофа-
гальный колониестимулирующий фактор, G-CSF, 
эритропоэтин (EPO) и TPO отвечают за дифферен-
цировку и созревание клеток. Цитокины SCF, IL-3 
и IL-6 действуют в фазе G0/G1 клеточного цикла и, 
работая вместе, индуцируют митоз [44]. 

Тем не менее для экспансии гемопоэтических 
клеток применяют и другие комбинации цитокинов. 
Haylock и соавт. показали, что при использовании со-
четания IL-lβ, IL-3, IL-6, G-CSF, GM-CSF и SCF сте-
пень экспансии выше, чем при использовании ком-
бинаций, в которых не хватает какого-либо из этих 
шести цитокинов [45]. 

Стоит отметить, что существуют факторы, при-
сутствие которых в среде культивирования умень-
шает степень экспансии гемопоэтических клеток. 
Показано, что IL-8, тромбоцитарный фактор-4, ин-
дуцируемый IFN-γ белок и моноцитарный хемотак-
сический фактор-1 in vitro снижают пролиферацию 
колониеобразующих единиц гранулоцитов, эритро-
цитов, моноцитов и мегакариоцитов (КОЕ-ГЭММ), 
гранулоцитов и моноцитов (КОЕ-ГМ) и бурстобразу-
ющих единиц эритроцитов (БОЕ-Э), стимулирован-
ных ростовыми факторами [46, 47], а макрофагаль-
ный белок воспаления α подавляет пролиферацию 
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стволовых клеток мышей, соответствующих КОЕ-С 
12 (колониеобразующие единицы селезенки, дающие 
начало гранулоцитарным, моноцитарным, эритро-
идным, мегакариоцитарным и лимфоидным колони-
ям на 12-е сутки после трансплантации облученным 
животным), и более ранних клеток КОЕ-Бл (клетки, 
образующие в культуре колонии бластных клеток) 
у мышей в системе ex vivo [48]. 

При культивировании с использованием только 
растворимых факторов гемопоэтические клетки ли-
шаются поддерживающего влияния микроокруже-
ния: межклеточных взаимодействий с негемопоэти-
ческими клетками, компонентов тканевого матрикса 
и паракринных медиаторов. С другой стороны, добав-
ление в среду экзогенных цитокинов при использова-
нии фидерных клеток, продуцирующих SCF и IL-6, 
а также многие другие паракринные факторы, спо-
собствует поддержанию гемопоэтических предше-
ственников, но не является строго обязательным.

МОДЕЛИРОВАНИЕ СПЕЦИФИЧЕСКОГО 
МИКРООКРУЖЕНИЯ ДЛЯ ЭКСПАНСИИ ГСПК ПК 
eх vivo
Справедливости ради стоит сказать, что первые 
этапы изучения гемопоэтических стволовых клеток 
взрослого организма были связаны с созданием есте-
ственного микроокружения [49, 50]. Так, начальные 
попытки культивирования суспензионных гемопо-
этических культур показывали быстрое угасание 
гемопоэза и замещение гемопоэтических клеток ма-
крофагами. Использование системы культивирова-
ния, содержащей подложку из клеток костного мозга, 
позволило получить культуру, содержащую кровет-
ворные предшественники, обладающие свойства-
ми гемопоэтических стволовых клеток интактного 
костного мозга [49]. Дальнейшие исследования были 
направлены на создание различных модификаций 
и усовершенствований данной системы культивиро-
вания.

Сокультивирование со стромальными клетками
Сокультивирование со стромальными фидерными 
клетками представляет собой более физиологичную 
альтернативу использованию рекомбинантных ци-
токинов, которое применялось с самого начала из-
учения костномозговых гемопоэтических клеток [49]. 
В настоящее время активно проводится поиск новых 
линий клеток, поддерживающих экспансию in vi-
tro ГСПК при сокультивировании [51]. Совместное 
культивирование гемопоэтических предшествен-
ников с различными типами клеток, проявляющих 
фидерные свойства по отношению к ним, не только 
применимо для экспансии малодифференцирован-
ных предшественников в целях их клинического ис-

пользования, но также позволяет исследовать взаи-
моотношения клеток в пределах кроветворной ниши. 

Традиционным и наиболее практичным подходом 
является использование мезенхимальных стромаль-
ных клеток в качестве фидерного подслоя для экс-
пансии ГСПК in vitro [52–59]. Помимо того, что МСК 
проявляют фидерные свойства по отношению к ге-
мопоэтическим клеткам, они обладают высокой про-
лиферативной активностью, а также более доступны, 
чем иные типы фидерных клеток человека (напри-
мер, дуктальные эпителиоциты или спленоциты) [60]. 
Показано, что стромальные клетки костного мозга 
в Dexter-культурах могут поддерживать кроветво-
рение in vitro более 6 месяцев [49]. Некоторые ис-
следователи используют МСК после направленной 
дифференцировки в остеобласты, создавая таким об-
разом подобие эндостальной ниши [61]. 

МСК и более дифференцированные стромальные 
клетки секретируют различные цитокины [62–64]. 
Практически все данные о продукции цитокинов 
МСК человека получены на культуре клеток, по-
этому о том, как каждый цитокин вовлечен в пара-
кринную регуляцию in vivo, с уверенностью сказать 
нельзя. Тем не менее показано, что МСК продуциру-
ют большое количество цитокинов, поддерживающих 
ГСПК в состоянии покоя или способствующих их са-
мообновлению, в частности SCF, фактор, ингибирую-
щий лейкозные клетки, фактор стромальных клеток 
1 (SDF-1), онкостатин М, морфогенетический белок 
кости-4, лиганд Flt-3, TGF-β, IL-1, -6, -7, -8, -11, -12, 
-14, -15 [62, 63]. Кроме того, при добавлении в среду 
культивирования IL-1α МСК могут продуцировать 
такие факторы роста, как GM-CSF и G-CSF, влияю-
щие на более зрелые гемопоэтические предшествен-
ники, что свидетельствует о взаимной регуляции 
МСК и гемопоэтических клеток [65–67].

Исследователи, моделируя in vitro условия кост-
номозговой ниши, используют МСК из различных 
источников [52, 54, 68]. Наиболее часто используемы-
ми и поэтому хорошо охарактеризованными явля-
ются МСК из костного мозга. МСК получены также 
из стенки сосудов, синовиальной мембраны, плацен-
ты, пуповинной крови, субэндотелиального слоя пу-
почной вены. Между МСК из различных источников 
существуют некоторые отличия, касающиеся экс-
прессии ряда маркеров, способности к пролиферации 
и дифференцировке, но в целом их характеристики 
сходны [69–72]. Известно, что МСК из стромально-ва-
скулярной фракции жировой ткани человека способ-
ны поддерживать гемопоэз in vitro [53, 73]. Поэтому 
они представляют хорошую альтернативу МСК 
из костного мозга и легкодоступный источник фидер-
ных клеток для экспансии ГСПК ПК с целью широко-
масштабного клинического использования [74]. 
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McNiece и соавт. разработали протокол культиви-
рования ГСПК, согласно которому 14-дневная экс-
пансия клеток ПК обеспечивается совместным их 
культивированием с МСК из костного мозга в при-
сутствии гемопоэтических цитокинов в течение 7 
дней, а также культивированием в течение 7 дней 
в присутствии только цитокинов [52]. С помощью дан-
ной методики удалось существенно сократить время 
восстановления нейтрофилов и тромбоцитов после 
трансплантации двух единиц ПК, одна из которых 
была обогащена ГСПК с использованием описанного 
протокола. Таким образом, применение фидерных 
слоев для экспансии ГСПК ПК позволяет ограничить 
использование экзогенных факторов роста без сни-
жения эффективности амплификации клеток.

Тканевое содержание кислорода
Содержание кислорода – один из основных некле-
точных факторов кроветворного микроокружения, 
участвующих в регуляции развития гемопоэтиче-
ских клеток. В костном мозге содержание кислорода 
варьирует от 1 до 6%, при этом в области гипоксии 
находятся покоящиеся ГСПК, тогда как в местах 
с более высоким содержанием кислорода – проли-
ферирующие ГСПК [75]. Низкое парциальное давле-
ние кислорода играет важную роль в поддержании 
тех или иных физиологических свойств гемопоэти-
ческих клеток, что существенно при изучении взаи-
модействия гемопоэтических и стромальных клеток 
in vitro, а также должно обязательно учитываться 
при разработке протоколов амплификации клеток 
ПК [76, 77]. 

Известно, что пониженное содержание кислоро-
да оказывает значительное влияние на гемопоэти-
ческие клетки in vitro, их способность к колоние-
образованию, устойчивость к облучению и потенциал 
к восстановлению гемопоэза у летально облученных 
животных [75, 78]. Кроме того, низкое парциальное 
давление кислорода способствует преимущественно-
му поддержанию жизнеспособности и пролиферации 
малодифференцированных гемопоэтических клеток 
по сравнению с коммитированными предшественни-
ками [78, 79].

Интересно, что варьирование содержания кис-
лорода в сочетании с различными комбинациями 
цитокинов позволяет амплифицировать клетки ПК 
с различными свойствами. Так, группой исследо-
вателей под руководством Ivanovic было показано, 
что при 3% кислорода в присутствии SCF, G-CSF, 
TPO и IL-3 обеспечивается одновременно поддержа-
ние примитивных гемопоэтических клеток, способ-
ных восстанавливать кроветворение у облученных 
животных при трансплантации, и экспансию комми-
тированных предшественников (КОЕ) [80]. Показано 

также, что культивирование обогащенной CD133+ 
клетками фракции ПК с добавлением рекомбинант-
ных цитокинов SCF, Flt-3, TPO, IL-6, IL-3 в присут-
ствии 5% кислорода позволяет увеличить количе-
ство CD34+CD38- клеток почти в 27 раз (независимо 
от присутствия сыворотки в среде), что значительно 
(P < 0.01) выше, чем при стандартном содержании 
кислорода [81]. Среди клеток, амплифицирован-
ных в условиях пониженного содержания кислоро-
да, было больше КОЕ с миелоидным потенциалом, 
а также выше способность к восстановлению гемо-
поэза при трансплантации облученным животным. 
Показано, что пониженное содержание кислорода 
индуцирует в гемопоэтических клетках экспрессию 
генов HIF-1α, VEGF и ABCG2, а также активирует 
экспрессию CXC рецептора хемокинов 4 (CXCR4) 
[82]. 

В работе Tursky и соавт. культивирование кле-
ток ПК при 10% кислорода с добавлением цитокинов 
(TPO, SCF, Flt-3 лиганда и IL-6) приводило к боль-
шей экспансии ГСПК, чем при использовании наибо-
лее распространенного протокола культивирования 
клеток ПК (20% кислорода, TPO, SCF и G-CSF) [42].

C зависимостью от содержания кислорода связа-
на одна важная особенность гемопоэтических кле-
ток – занимать определенные «ниши» при совмест-
ном культивировании со стромальными клетками. 
Еще в 1977 году в работах Dexter и соавт. было опи-
сано распределение гемопоэтических клеток в таких 
сокультурах: часть гемопоэтических предшествен-
ников находится в суспензии над подслоем, часть ад-
гезирует к поверхности подслоя, а некоторые клетки 
мигрируют в субстромальное пространство (рис. 2А) 
[49]. При длительном сокультивировании образуются 
участки активной пролиферации гемопоэтических 
клеток (так называемых областей «булыжной мосто-
вой»), которые обнаруживаются с помощью фазо-
во-контрастной микроскопии и визуально представ-
ляют плотные скопления клеток, располагающиеся 
под слоем МСК (рис. 2Б) [82]. 

Пространственная организация гемопоэтических 
клеток в совместной культуре сопоставима с их рас-
пределением в костном мозге: клетки в зависимости 
от состояния покоя/активной пролиферации рас-
полагаются в областях с различным содержанием 
кислорода и доступностью питательных веществ. 
Так, фракция клеток, адгезирующих на поверх-
ность МСК, содержала наибольшую долю активно 
пролиферирующих клеток. По сравнению с други-
ми фракциями гемопоэтических предшественников 
в сокультуре клетки, мигрировавшие под стромаль-
ный монослой, делятся редко и сохраняют незрелый 
фенотип CD34+CD38- [83]. Учитывая особенность ге-
мопоэтических клеток занимать определенное по-
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ложение в сокультуре в зависимости от пролифера-
тивного потенциала, можно фракционировать клетки 
по их способности к адгезии и выделять популяции 
клеток с определенными свойствами (рис. 3) [73].

Согласно Jing и соавт., при культивировании в ус-
ловиях атмосферного содержания кислорода наибо-
лее «гипоксические» гемопоэтические клетки рас-
полагались под монослоем стромальных клеток [83]. 
При пониженном содержании кислорода уменьша-
лась адгезия гемопоэтических клеток к стромаль-
ным клеткам, однако такие условия способствовали 
миграции клеток под монослой. В условиях гипоксии 
усиливалась продукция фактора роста эндотелия 
сосудов А, который, по-видимому, опосредовал уве-
личение проницаемости монослоя МСК. Стоит от-
метить, что пониженное содержание кислорода вли-
яет как на гемопоэтические и стромальные клетки, 
так и на их взаимодействие [83].

Воссоздавая микроокружение костного мозга ex 
vivo, используют кислород, содержание которого 
соответствует тканевому, а в качестве клеточного 
компонента микроокружения – различные фидер-
ные слои, в частности МСК [76, 77]. Однако стоит 
учитывать, что пониженное содержание кислорода 
в среде культивирования влияет не только на ге-
мопоэтические клетки, но и на МСК. Определение 
дифференцировочного потенциала этих клеток in 

vitro в условиях гипоксии выявило снижение осте-
огенного и адипогенного потенциала [84, 85]. Кроме 
того, пониженное содержание кислорода при куль-
тивировании усиливает дифференцировку в хон-
дрогенном направлении, а также увеличивает 
пролиферативную активность и число колоние-
образующих единиц фибробластов [84, 86, 87]. Эти 
данные подчеркивают роль кислорода как важного 
фактора, определяющего судьбу клеток, относя-
щихся к стромальному и гемопоэтическому гисто-
генетическому ряду. Используя МСК в качестве 
фидерного подслоя для культивирования гемопо-
этических клеток, важно учитывать влияние со-
держания кислорода на продукцию биологически 
активных медиаторов МСК. Установлено, что в при-
сутствии 4–5% кислорода возрастает продукция 
МСК таких медиаторов, как IL-1β, IL-10, фактор 
роста гепатоцитов, фактор роста эндотелия сосу-
дов, основной фактор роста фибробластов, TGF-β, 
GM-CSF, однако снижается образование фактора 
некроза опухолей α [64, 88]. 

Koller и соавт. для экспансии гемопоэтических 
клеток пуповинной крови in vitro использовали ме-
тодический подход, учитывающий влияние совокуп-
ности факторов кроветворного микроокружения [89]. 
Клетки ПК культивировали с добавлением или от-
сутствием рекомбинантных цитокинов и подслоя 

Рис. 2. Культивирова-
ние мононуклеарных 
клеток пуповинной 
крови на подслое МСК. 
А – характерный вид 
сокультуры и графи-
ческое представление 
распределения в ней ге-
мопоэтических клеток. 
Б – области «булыжной 
мостовой». Белыми 
стрелками отмечены 
ГСПК, адгезированные 
к поверхности МСК, 
красными стрелка-
ми – ГСПК, лежащие 
под МСК

Суспензионные 
ГСПК

Адгезированные 
ГСПК

ГСПК под МСК

А

Б
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МСК, при 5 или 20% кислорода. Установлено, что ис-
пользование IL-3/IL-6 обеспечивает более эффек-
тивную экспансию гемопоэтических предшествен-
ников, поддерживаемую в культуре более 8 недель, 
чем IL-1/IL-3. Этот эффект усиливался при культи-
вировании в условиях пониженного содержания кис-
лорода. Присутствие слоя облученных стромальных 
клеток не оказывало значительного эффекта на экс-
пансию гемопоэтических клеток при добавлении ци-
токинов, особенно при низком содержании кислорода.

В зависимости от содержания кислорода в сре-
де культивирования эффект, оказываемый на ге-
мопоэтические клетки, может быть различным. 
Совместное культивирование мононуклеаров пупо-
винной крови и МСК из костного мозга в условиях 
2% O

2
 способствует значительно более низкой про-

дукции CD34+ клеток (25-кратное увеличение против 
60-, 64- и 92-кратного на 10 день при 5, 21, 10% O

2
 со-

ответственно). Определение динамики роста выяви-
ло более высокий пролиферативный статус клеток 
ПК, культивируемых при 5, 10, 21% кислорода, чем 
при 2% О

2
 [90]. 

Таким образом, для создания эффективных 
и контролируемых методических подходов, обе-
спечивающих получение большого количества ге-
мопоэтических стволовых и прогениторных клеток 
для трансплантации, необходимо учитывать особен-
ности микроокружения кроветворной ниши, в том 
числе содержание кислорода.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ 
К ЭКСПАНСИИ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ 
И ПРОГЕНИТОРНЫХ КЛЕТОК ПУПОВИННОЙ КРОВИ 
ex vivo
Наиболее распространенные подходы к экспансии 
клеток ПК основаны на данных, полученных в ходе 

изучения влияния клеточных и неклеточных факто-
ров кроветворного микроокружения на ГСПК, вклю-
чая тканевое содержание кислорода, взаимодействие 
со стромальными клетками и паракринные медиато-
ры. Однако, благодаря развитию молекулярно-генети-
ческих методов, представления о механизмах, опосре-
дующих работу гемопоэтической ниши, значительно 
расширились, что позволило создать новые техноло-
гические подходы к амплификации ГСПК ПК.

Экспансия, опосредованная Notch 
Известно, что семейство рецепторов и лигандов 
Notch участвует в многочисленных процессах [91–
93]. Рецептор Notch 1 обнаружен на CD34+ гемопоэ-
тических предшественниках [94]. Кроме того, акти-
вация сигнализации Notch способствует сохранению 
фенотипа самых примитивных гемопоэтических 
стволовых клеток in vitro. Это привело к созданию 
бессывороточной системы культивирования CD34+ 
гемопоэтических клеток, состоящей из иммобилизо-
ванного Delta1 Notch-лиганда и ранних цитокинов 
гемопоэтических стволовых клеток (SCF, TPO, Flt-3 
лиганд, IL-3 и IL-6) [95]. Неоднозначные результа-
ты получены при трансплантации двух единиц ПК, 
одна из которых была обогащена ГСПК с применени-
ем Notch-системы, проведенной в ходе клинических 
испытаний. Использование Notch-трансплантата по-
зволяло сократить время восстановления нейтрофи-
лов, однако по истечении 3 месяцев кроветворение 
у реципиентов обеспечивалось другим трансплан-
татом ПК. Наблюдаемый эффект можно объяснить 
двумя обстоятельствами: потерей за время культи-
вирования клеток, обеспечивающих долгосрочное 
восстановление гемопоэза (long-term repopulating 
cells); иммунным ответом Т-клеток неманипулиро-
ванного трансплантата ПК [34, 35].

Рис. 3. Схема культивирования мононуклеарных клеток пуповинной крови (МНК ПК) на стромальном подслое, 
в котором адгезирующая к МСК фракция МНК ПК способна генерировать популяцию клеток, обогащенную 
гемопоэтическими предшественниками [73] 

МНК ПК

Стромальный подслой

0 день 3 день  7 день

Суспензия ГСПК

Удаление неадгезированных 
МНК ПК
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Экспансия в присутствии StemEx (хелатора меди)
У пациентов с дефицитом меди значительно снижен 
гранулоцитопоэз и эритропоэз, при этом в биопта-
тах костного мозга у них выявлено снижение числа 
зрелых гранулоцитов и увеличение числа промиело-
цитов и миелоцитов по сравнению с людьми без это-
го дефицита [96, 97]. Данное наблюдение позволило 
предположить, что дефицит меди влияет на диффе-
ренцировку миелоидных предшественников. Позднее 
был разработан компонент культуральной системы 
StemEx, действие которого основано на влиянии 
низких концентраций меди на дифференцировку ге-
мопоэтических стволовых клеток в системе in vitro. 
В StemEx медный хелатор тетраэтиленпентамин со-
четается с ранними и поздними гемопоэтическими 
цитокинами [98, 99]. Применение технологии StemEx 
предполагает проведение экспансии в присутствии 
StemEx части клеток из одной единицы ПК в течение 
21 дня. Другую часть ПК вводят в исходном виде со-
вместно с клетками, амплифицированными в присут-
ствии StemEx [100]. Использование такого подхода 
приводит к улучшению ряда важных клинических 
показателей по сравнению с применением ПК в ис-
ходном виде, что свидетельствует об эффективности 
данной системы культивирования для амплифика-
ции ГСПК ПК eх vivo [101].

Экспансия NiCord 
Технология NiCord основана на действии эпигенети-
ческого фактора – никотинамида, который позволяет 
замедлить дифференцировку и увеличить функци-
ональность гемопоэтических стволовых и прогени-
торных клеток, полученных в ходе ex vivo экспансии. 
Добавление никотинамида вместе с гемопоэтически-
ми цитокинами в культуру способствует увеличению 
доли CD34+CD38- примитивных клеток и усилива-
ет миграцию в направлении к SDF-1 in vitro. Кроме 
того, показана высокая эффективность приживле-
ния амплифицированных клеток в моделях in vivo 
[102]. NiCord не только позволяет увеличить коли-
чество ГСПК в сравнении с представленными выше 
технологиями, но и обеспечивает эффективное при-
живление клеток. Уникальной особенностью NiCord-
трансплантата является то, что вместе с фракцией 
ГСПК, полученной после 21-дневной экспансии, он 
содержит фракцию некультивированных Т-клеток, 
которую собирают и повторно замораживают после 
разморозки. Таким образом, NiCord-трансплантат 
сохраняет иммунологический потенциал, что улуч-
шает приживление трансплантата и иммунологиче-
ское восстановление. Результаты клинического при-
менения ГСПК, амплифицированных в соответствии 
с протоколом NiCord и трансплантированных вместе 
с дополнительной единицей ПК, свидетельствуют 

о более раннем восстановлении нейтрофилов (меди-
ана 11 дней против 25 дней, Р = 0.001) и тромбоцитов 
(30 дней против 41, Р = 0.012) по сравнению с кон-
тролем [103]. Это исследование подтверждает при-
сутствие долгосрочных (long-term repopulating cells) 
и краткосрочных репопулирующих клеток в транс-
плантате пуповинной крови после NiCord-экспансии. 

Экспансия в присутствии Stem-Regenin 1 
Stem-Regenin 1 – пуриновое производное, способ-
ствующее экспансии ex vivo ГСПК [104]. В техноло-
гии Stem-Regenin 1 для инициирования клеточной 
культуры используется фракционированная популя-
ция CD34+ клеток ПК. Показано, что во время 3-не-
дельного культивирования в среде без сыворотки, 
содержащей Stem-Regenin 1 и дополнительно TPO, 
SCF, лиганд Flt-3 и IL-6, происходит 1118-кратная 
экспансия CD34+ клеток относительно исходной по-
пуляции. Удаление из системы культивирования 
Stem-Regenin 1 приводит к быстрой дифференци-
ровке, что указывает на важную роль этого компо-
нента в поддержании малодифференцированного 
состояния гемопоэтических предшественников ПК. 
Клетки, полученные с применением Stem-Regenin 
1, способны к высокоэффективному приживлению 
после трансплантации мышам с иммунодефицитом, 
что свидетельствует о присутствии среди них гемо-
поэтических предшественников, обеспечивающих 
раннее и устойчивое восстановление гемопоэза. Эта 
технология хорошо проявила себя в клинических ис-
пытаниях и в настоящее время продолжает активно 
изучаться [105]. 

СТРАТЕГИИ, НАПРАВЛЕННЫЕ НА ПОВЫШЕНИЕ 
ХОМИНГА ГСПК
Разработаны также методические подходы, направ-
ленные на увеличение хоминга и приживление по-
тенциальных стволовых клеток ПК без экспансии. 
Они представляют недорогую и безопасную альтер-
нативу экспансии ГСПК ex vivo.

Сокультивирование с простагландином Е2 
Изучение гемопоэза рыб Danio rerio выявило участие 
dmPGE2 (16,16-диметилпростагландин Е2) в гоме-
остазе гемопоэтических стволовых клеток [22]. Это 
позволило предположить, что короткая экспозиция 
ex vivo клеток ПК с dmPGE2 позволит увеличить 
«эффективную дозу» гемопоэтических стволовых 
клеток без значительной токсичности для пациен-
та. Показано, что краткосрочная инкубация ГСПК 
с dmPGE2 способствует увеличению их количества 
после трансплантации и обеспечивает преимущество 
этих клеток при серийной трансплантации с полным 
мультилинейным восстановлением костного мозга 
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у мышей [106]. Обнадеживающие результаты по-
лучены при клиническом использовании dmPGE2, 
и методика применения dmPGE2 в настоящий мо-
мент продолжает активно разрабатываться [24]. 

Фукозилирование
Данный подход направлен на увеличение хомин-
га стволовых клеток ПК к строме костного мозга. 
Методика основана на том, что гемопоэтические 
стволовые клетки ПК не мигрируют в костный мозг 
столь же активно, как клетки взрослого костного моз-
га или мобилизованные клетки периферической кро-
ви. Снижение эффективности хоминга в костном моз-
ге может частично возникать из-за отсутствия связи 
с молекулами адгезии (Р- и Е-селектинами), которые 
экспрессируются на эндотелиальных клетках в со-
судах костного мозга [19]. Фукозилирование лигандов 
селектина, экспрессирующихся на стволовых клет-
ках ПК, увеличивает сродство к Р- и Е-селектинам 
гемопоэтического микроциркуляторного русла 
и критично для обеспечения «роллинга» ГСПК [107]. 
Достаточно простая процедура фукозилирования 
представляет собой инкубацию клеток ПК с фуко-
зилтрансферазой IV и ее субстратом GDP-фукозой 
в течение 30 мин при комнатной температуре. На мо-
делях in vivo показано повышение эффективности 
приживления стволовых клеток ПК с использовани-
ем предтрансплантационного ex vivo фукозилирова-
ния у мышей с иммунодефицитом [25, 108]. 

Взаимодействие CXCR4–SDF-1
SDF-1 и его рецептор CXCR4 также обеспечивают 
хоминг ГСПК и удерживание их в костном мозге. 
CXCR4 экспрессируется на ряде клеток, включая 
МСК, эндотелиальные клетки и различные суб-
популяции гемопоэтических клеток, в том числе 
ГСПК. SDF-1 является мощным хемоаттрактан-
том для CD34+ ГСПК, которые после транспланта-
ции мигрируют в костный мозг по градиенту SDF-1 
[109–113]. Оптимальная экспрессия CXCR4 в ГСПК 
и эффективный уровень SDF-1 в костном мозге реци-
пиента обеспечивают приживление трансплантата. 
Негативным регулятором данного взаимодействия 
является дипептидилпептидаза-4 (DPP4), способная 
удалить N-концевой дипептид из SDF-1, снижая, 
тем самым, его активность и способность к взаимо-
действию с рецептором. Ингибирование этого фер-
мента привело к 2–3-кратному увеличению хоминга 
CD34+ и Lin--клеток человека при трансплантации 
мышам NOD/SCID/B2mnull [114]. Кроме того, извест-
но, что дипептидилпептидаза-4 регулирует работу 
гемопоэтических факторов роста. Таким образом, 
ингибирование этого фермента благоприятно сказы-
вается не только на хоминге, но и на росте клеток, 

опосредованном действием ростовых факторов [115]. 
Использование препаратов, ингибирующих дипеп-
тидилпептидазу-4, дало обнадеживающие резуль-
таты по приживлению ПК трансплантатов [116]. 
Дальнейшие исследования направлены на определе-
ние оптимальной дозировки и сроков использования 
этих препаратов. 

Компонент C3a-комплемента 
Компонент системы комплемента 3а (C3a) – продукт 
протеолитического расщепления белка комплемента 
С3. Наряду с многочисленными иммунорегулятор-
ными свойствами, C3a сенсибилизирует гемопоэти-
ческие стволовые и прогениторные клетки человека 
к хомингу в направлении к SDF-1 через связывание 
C3a с рецептором CXCR4. C3a наряду с DPP4, а так-
же c гиалуроновой кислотой, фибронектином и фи-
бриногеном регулирует экспрессию SDF-1 на ГСПК 
[117, 118]. Доклинические исследования показали, 
что инкубация гемопоэтических стволовых кле-
ток с C3a до трансплантации летально облученным 
мышам ускоряет динамику приживления [20, 21]. 
Однако результаты клинического применения были 
не такими успешными, так как C3a не давал преиму-
щества в приживлении трансплантата [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на многочисленные исследования, на-
правленные на оптимизацию методических под-
ходов к обогащению стволовыми клетками кро-
ветворных трансплантатов, единой оптимальной 
технологии получения амплифицированных стволо-
вых клеток до сих пор не существует. Основные за-
дачи, стоящие перед исследователями на сегодняш-
ний день, – сформировать представление о составе 
и биологических свойствах гемопоэтических клеток 
кроветворного трансплантата, обеспечивающих вос-
становление гемопоэза реципиента, и разработать 
методические подходы, обеспечивающие амплифи-
кацию этих клеток.

Сравнительный анализ материалов, накопленных 
в этой области, обнаруживает две тенденции: исполь-
зование в системах для амплификации клеток пупо-
винной крови стромальных фидерных слоев или при-
менение различных комбинаций гемопоэтических 
цитокинов. Между тем, в суспензионных культурах, 
в которых поддержание гемопоэтических предше-
ственников происходит только за счет гемопоэтинов, 
не учитывается роль локального микроокружения 
(взаимодействие с клетками стромы и регуляция 
кислородом), тогда как показано, что эти факто-
ры могут играть ключевую роль в развитии клеток 
крови. Экспансия ГСПК ПК более эффективна в со-
культуре, чем в суспензионной культуре. Кроме 
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того, сокультивирование улучшает приживление 
амплифицированных клеток после трансплантации. 
Добавление к системе сокультивирования экзоген-
ных цитокинов дополнительно поддерживает экспан-
сию ГСПК. Таким образом, представляется целесо-
образным использовать для амплификации системы 
ex vivo, включающие как стромальный подслой и фи-
зиологический уровень кислорода, так и необходи-
мый коктейль из цитокинов и факторов роста. 

В настоящий момент достаточно успешно пока-
зали себя молекулярно-генетические подходы, на-
правленные как на амплификацию гемопоэтических 
клеток, так и на улучшение хоминга транспланти-

руемых клеток в костном мозге реципиента (рис. 4). 
Таким образом, системы ex vivo для амплификации 
ГСПК уже разработаны и успешно применяют-
ся, однако продолжается поиск новых эффектив-
ных методических подходов к экспансии клеток ПК 
с привлечением современных клеточных и молеку-
лярно-биологических технологий. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Программы Президиума РАН «Фундаментальные 

исследования для разработки биомедицинских 
технологий».

Рис. 4. Современные технологические подходы к модификации гемопоэтических стволовых и прогениторных 
клеток пуповинной крови ex vivo
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РЕФЕРАТ Дендритные клетки (ДК) играют огромную роль в инициации и регуляции противоопухолево-
го иммунного ответа. В настоящее время большое внимание привлекают противоопухолевые вакцины 
на основе ДК, которые активно изучают как на животных моделях, так и в клинических испытаниях. 
Дендритно-клеточные вакцины получают из выделенных из крови клеток-предшественников, которые 
нагружают опухолеспецифическими антигенами в виде ДНК, РНК или клеточного лизата из аллогенного 
опухолевого материала. Однако эффективность таких вакцин остается достаточно низкой. Несомненно, 
что лучшее понимание механизмов функционирования ДК позволит увеличить противоопухолевый потен-
циал ДК-вакцин для их успешного применения в клинике. В обзоре рассмотрены происхождение и основ-
ные субпопуляции ДК мыши и человека, указаны различия между ДК этих видов. Описаны клеточные ме-
ханизмы презентации и кросс-презентации экзогенных антигенов дендритными клетками Т-лимфоцитам 
в комплексах с молекулами MHC II и МНС I соответственно. Обсуждаются механизмы внутриклеточного 
процессинга антигенов в ДК, явление кросс-дрессинга и развитие функции кросс-презентации. Отдельная 
часть обзора посвящена описанию механизмов ухода опухоли от иммунного надзора путем подавления 
функции ДК. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА дендритные клетки, иммуносупрессия опухолей, презентация и кросс-презентация 
антигенов, протеасома.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АГ – антиген; АПК – антигенпредставляющие клетки; пДК – плазмацитоидные 
дендритные клетки; преДК – предшественники дендритных клеток; ТCR – Т-клеточный рецептор; Тreg – 
Т-регуляторные клетки; CMP – общие миелоидные предшественники; HLA – человеческий лейкоцитарный 
антиген; MDP – предшественники макрофагов дендритных клеток; MDSC – супрессорные клетки миело-
идного происхождения; NK – натуральные киллеры; IL – интерлейкин; TAM – опухоль-ассоциированные 
макрофаги; Th – Т-хелперные клетки; TLR – толл-подобный рецептор; low – низкий уровень экспрессии; 
mid – средний уровень экспрессии; high – высокий уровень экспрессии. 

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время в терапии онкологических за-
болеваний особое место занимают методы, основан-
ные на активации иммунной системы. Среди мно-
жества подходов выделяется использование вакцин 
на основе дендритных клеток (ДК), способных за-
пускать и поддерживать опухолеспецифический Т- 
и В-клеточный иммунный ответ [1]. ДК – это профес-
сиональные антигенпредставляющие клетки (АПК), 
главная функция которых заключается в захвате 
чужеродных антигенов, их процессинге и презента-
ции на клеточной поверхности в комплексах с мо-

лекулами главного комплекса гистосовместимости 
(MHC) первого и второго типа наивным Т-клеткам. 
В результате такого взаимодействия происходят 
созревание и активация опухолеспецифических 
цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ), способных 
проникать в места локализации опухоли, иденти-
фицировать опухолевые клетки и уничтожать их. 
Помимо этого запускается ответ Т-хелперных кле-
ток (Th-клеток) первого и второго типа, стимулиру-
ющий Т- и В-клеточные звенья противоопухолевого 
иммунного ответа. Дополнительная стимуляция се-
кретируемыми ДК цитокинами способствует проли-
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ферации клонов опухолеспецифических ЦТЛ. В на-
стоящее время крайне актуальной представляется 
разработка вакцин на основе ДК, позволяющих эф-
фективно лечить онкологические заболевания и пре-
одолевать вызванные опухолью иммунодефицитные 
состояния.

Известно, что микроокружение опухоли подавля-
ет иммунную систему, за счет чего опухоль уходит 
от иммунного надзора. Опухоль и ее микроокружение 
продуцируют разнообразные цитокины и хемокины, 
препятствующие созреванию АПК и Т-лимфоцитов, 
что, в конечном итоге, приводит к подавлению функ-
циональной активности Т-клеточного звена про-
тивоопухолевого иммунитета. Иммуносупрессия, 
обусловленная действием веществ, выделяемых опу-
холевым окружением, приводит к неэффективности 
стандартных подходов, применяемых при злокаче-
ственных новообразованиях. Поэтому в настоящее 
время актуальна разработка методов терапии опу-
холей, основанных на активации иммунной системы 
организма. Вакцины на основе дендритных клеток 
считаются одним из наиболее эффективных спосо-
бов преодоления иммунодефицита с использованием 
собственных ресурсов организма.

В обзоре рассмотрены происхождение ДК, их суб-
популяции, молекулярные и клеточные механизмы 
активации дендритными клетками противоопухо-
левого иммунного ответа, а также противодействие 
опухоли и ее окружения способности дендритных 
клеток подавлять опухолевый рост.

ОСНОВЫ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ДК: СВЯЗЬ 
С ВРОЖДЕННЫМ И ПРИОБРЕТЕННЫМ 
ИММУНИТЕТОМ 
Основной задачей ДК, представленных во всех тка-
нях организма, является опознавание чужеродных 
или собственных патогенных антигенов (АГ) и пере-
дача полученной информации клеткам приобретен-
ного иммунитета (наивным Т-лимфоцитам) с по-
мощью презентации АГ в комплексе с молекулами 
МНС на поверхности ДК.

ДК – ключевые клетки, связывающие между со-
бой древний низкоспецифичный врожденный и эво-
люционно новый высокоспецифичный приобретен-
ный иммунитет. ДК происходят из костномозговых 
предшественников, общих для моноцитов, макрофа-
гов и гранулоцитов – основных клеточных факто-
ров врожденного иммунитета. ДК обладают общими 
с этими клетками свойствами, прежде всего способ-
ностью к фагоцитозу, т.е. к поглощению твердых ча-
стиц (клетки, апоптотические тельца, белки и др.). 
Действительно, практически все клетки врожденного 
иммунитета, за исключением эозинофилов и нату-
ральных киллеров (NK), используют фагоцитоз в ка-

честве одного из важных механизмов уничтожения 
мишеней (бактерий, чужеродных или собственных 
инфицированных или опухолевых клеток) [2]. ДК ис-
пользуют фагоцитоз наряду с пиноцитозом и рецеп-
тор-опосредованным эндоцитозом для поглощения 
АГ с целью последующего процессинга и презента-
ции.

Клетки врожденного иммунитета обладают не-
специфическим механизмом распознавания своих 
мишеней при помощи рецепторов, идентифицирую-
щих не отдельные молекулы (эпитопы АГ, как клет-
ки приобретенного иммунитета Т-лимфоциты), 
а группы молекул, сигнализирующих о чужеродно-
сти или агрессивности их носителей [3]. Так, боль-
шинство клеток врожденного иммунитета содержат 
на своей поверхности лектины, распознающие кон-
цевые остатки сахаров протеогликанов. На клеточ-
ной поверхности ДК также представлено большое 
количество С-лектинов, прежде всего маннозных ре-
цепторов (CD206), связывающих концевые остатки 
маннозы [4]. Маннозные рецепторы также широко 
экспрессируются макрофагами.

Другое свойство, объединяющее ДК с клетками 
врожденного иммунитета, а именно, с фагоцитами 
(моноцитами и макрофагами), – их способность пре-
зентировать АГ в комплексах с молекулами МНС 
лимфоцитам. Однако ДК, будучи профессиональ-
ными АПК, в 10–100 раз более эффективно стиму-
лируют Т-лимфоциты, чем другие АПК (моноциты, 
макрофаги, В-лимфоциты) [5–7]. Только ДК спо-
собны наиболее эффективно кросс-презентировать 
АГ, т.е. представлять экзогенные АГ в комплексах 
с молекулами МНС I CD8+ Т-лимфоцитам, запу-
ская специфичный к таким АГ ответ ЦТЛ [8]. Кроме 
того, только ДК способны представлять АГ наивным 
Т-лимфоцитам в лимфоидных органах [9].

Другой клеточный фактор врожденного иммуните-
та – NK, имеющие лимфоцитарное происхождение, 
но отличающиеся от лимфоцитов приобретенного 
иммунитета более примитивным механизмом рас-
познавания и единственным способом уничтожения 
клеток-мишеней – перфорин-зависимым цитоли-
зом с участием перфорина и гранзима [3]. Показано, 
что ДК тесно взаимодействуют с NK, способны 
стимулировать пролиферацию и продукцию цито-
кинов NK, а также усиливать их цитотоксичность. 
Активированные NK, в свою очередь, играют боль-
шую роль в элиминировании незрелых толерогенных 
ДК. С другой стороны, NK могут вызывать созрева-
ние ДК и влиять на поляризацию Т-клеточных от-
ветов. При узнавании мишени NK выделяют фак-
тор некроза опухолей α (ФНО-α) и интерферон-γ 
(ИФН-γ), способствующие созреванию ДК и поля-
ризации Т-хелперного ответа первого типа (Th1-
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ответа). Более того, эти цитокины способствуют 
усилению кросс-презентации АГ дендритными клет-
ками Т-лимфоцитам. Таким образом, взаимосвязь ДК 
с NK имеет большое значение для формирования эф-
фективного опухолеспецифического приобретенного 
иммунного ответа [10].

Для формирования антигенспецифического при-
обретенного иммунного ответа незрелые ДК выходят 
из костного мозга и по кровотоку мигрируют в пери-
ферические ткани. Там ДК захватывают чужеродные 
или свои АГ, процессируют их и выставляют на сво-
ей поверхности в комплексах с молекулами MHC I 
и MHC II. В то же время в периферических тканях 
на ДК действуют патогенные агенты и/или воспа-
лительные цитокины, которые приводят к их со-
зреванию. Зрелые ДК, нагруженные АГ, мигрируют 
в лимфатические узлы через афферентные лимфа-
тические сосуды, где взаимодействуют с наивными 
CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитами [11, 12] (рис. 1).

При взаимодействии с ДК наивные Т-лимфоциты 
могут дифференцироваться в антигенспецифические 
эффекторные Т-клетки с различными функциями. 
Так CD4+ Т-лимфоциты могут стать Т-хелперными 
клетками типа 1, 2 и 17, а также регуляторными 
Т-клетками (Тreg). Их главные функции заключа-
ются в стимуляции цитотоксических Т-лимфоцитов, 
активации В-лимфоцитов, продуцирующих под их 

действием антитела, регуляции аутоиммунных 
и провоспалительных ответов, а также в подавле-
нии функции других лимфоцитов соответственно. 
Наивные CD8+ Т-лимфоциты дифференцируются 
в ЦТЛ, способные специфически узнавать и унич-
тожать опухолевые клетки [13]. Таким образом, ДК 
способны как прямо, так и опосредованно специфи-
чески запускать, программировать и регулировать 
Т- и В-клеточный противоопухолевый иммунный от-
вет.

Происхождение и субпопуляции ДК
ДК представляют собой гетерогенную популяцию 
клеток, берущую начало от отдельной от других 
лейкоцитов гемопоэтической линии костномозговых 
предшественников [14]. Существует несколько суб-
популяций ДК, различающихся происхождением, 
фенотипом, локализацией, путям миграции и функ-
циям и, как результат, влиянием на врожденный 
и приобретенный иммунитет [15]. Эти субпопуляции 
можно объединить в две главные группы: классиче-
ские ДК (кДК) и плазмацитоидные ДК (пДК). 

Предшественники ДК (преДК)
Считается, что преДК берут начало от костномозго-
вых предшественников, теряющих по мере созре-
вания потенциал к развитию в клетки других ти-
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пов. Данный процесс называется коммитированием. 
Наиболее ранними коммитированными преДК явля-
ются клональные общие миелоидные предшествен-
ники (CMP), обнаруженные и у мыши, и у человека 
[16] (рис. 2), дающие начало эритроцитам, грануло-
цитам, мегакариоцитам, моноцитам, макрофагам, ДК 
и пДК [17, 18].

Предшественники кДК (пре-кДК), имеющие фе-
нотип Lin−CD11c+MHC II+, покидают костный мозг 
и по кровотоку попадают в лимфоидные органы, 
где дифференцируются в лимфоидно-резидентные 
CD8+ и CD11b+ кДК. Они попадают также в такие 
нелимфоидные органы, как печень, почки, легкие 
и кишечник, где дают начало CD103+ и CD11b+ кДК 
[19, 20]. Таким образом, пре-кДК являются непо-
средственными предшественниками кДК, которые 
постоянно мигрируют из костного мозга на перифе-
рию для дифференцировки в кДК периферических 
тканей и резидентные ДК лимфоидных органов.

Клетки Лангерганса отличаются от других суб-
популяций ДК, поскольку самообновляются вне за-
висимости от костного мозга и дифференцируются 
из предшественников, заселивших кожу еще в пре-
натальном периоде [21]. Однако в условиях воспа-
ления, когда популяция клеток Лангерганса сильно 
истощается, эти клетки могут развиваться из моно-
цитов крови [22].

Субпопуляции ДК

Плазмацитоидные ДК. пДК – немногочисленная 
субпопуляция ДК (0.3–0.5% клеток перифериче-
ской крови человека или клеток лимфоидных орга-
нов мыши), которая имеет сходное с классическими 
ДК происхождение, но отличается от них жизнен-
ным циклом. пДК накапливаются в основном в кро-
ви и лимфоидных органах и проникают в лимфа-
тические узлы по кровотоку [14]. В пДК выявлен 
низкий уровень экспрессии MHC II и костимулиру-
ющих молекул. Для пДК мыши характерен фенотип 
CD11clowCD11b−CD45R/B220+ [23, 24], для пДК чело-
века – Lin−CD11c−CD123(IL-3 Rα)+ [25]. Большинство 
пДК развиваются из общих костномозговых преДК 
(CDP), обладающих как дендритно-клеточным, 
так и лимфоидным потенциалом [26]. 

пДК называют клетками, продуцирующими ин-
терфероны типа I (ИФН-α/β), поскольку они се-
кретируют большие количества ИФН-α/β при вза-
имодействии патогенных нуклеиновых кислот 
с толл-подобными рецепторами (TLR3, TLR7, TLR8 
и/или TLR9), которые экспрессируются в пДК [27–
29]. В этом случае индуцируется развитие защит-
ного иммунитета, поскольку ИФН-α/β усиливают 
кросс-презентирующую способность классических 
ДК, а также активируют такие иммунные клетки, 
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как В- и Т-лимфоциты, и NK-клетки. Таким образом, 
активированные пДК играют важную роль во врож-
денном и приобретенном иммунном ответе [30].

В норме пДК мыши локализуются в лимфоидных 
органах и крови, а также в печени, легких и коже. 
У человека пДК обнаруживаются не только в пече-
ни и крови, но и в лимфоидных органах. Они могут 
мигрировать из лимфоидных органов по кровотоку 
в Т-клеточные зоны вторичных лимфоидных тканей 
и маргинальную зону селезенки. При патологиче-
ских состояниях пДК покидают костный мозг, органы 
или кровяное русло и инфильтрируют воспаленные 
ткани, где взаимодействуют с сигналами опасности 
(чужеродными АГ, патогенными агентами и т.д.) 
и высвобождают большие количества интерферонов 
типа I [31].

Классические ДК. Классическими ДК (кДК) называ-
ются все ДК за исключением плазмацитоидных ДК. 
Их можно обнаружить в большинстве лимфоидных 
и нелимфоидных тканей. кДК способны обнаружи-
вать повреждение тканей, захватывать собственные 
или чужеродные АГ, процессировать их и высокоэф-
фективно презентировать антигены Т-лимфоцитам. 
Таким образом, кДК способны индуцировать им-
мунитет к любым чужеродным АГ, проникающим 
в ткани, а также запускать толерантность к соб-
ственным АГ.

кДК конститутивно экспрессируют гемопоэти-
ческие маркеры CD45, MHC II, Flt3 и CD11c, а ли-
нейно-специфические маркеры Т- и В-лимфоцитов, 
натуральных киллеров, гранулоцитов и эритроци-
тов в них отсутствуют [14]. Классические ДК можно 
классифицировать по месту локализации на мигри-
рующие нелимфоидные кДК и лимфоидно-резидент-
ные кДК, не покидающие лимфоидные органы всю 
жизнь.

Классические ДК мыши. кДК нелимфоидных тка-
ней составляют 1–5% клеток в зависимости от кон-
кретного органа и состоят из двух субпопуляций: 
CD103+CD11b− и CD11b+ кДК (рис. 3). CD103+CD11b− 
кДК заселяют большинство соединительных тка-
ней. Это главные АПК, способные более эффективно 
кросс-презентировать АГ наивным Т-лимфоцитам, 
чем другие субпопуляции ДК [32] (рис. 3). Как нелим-
фоидные, так и лимфоидно-резидентные CD11b+ кДК 
играют главную роль в презентации АГ с помощью 
молекул MHC II [33] (рис. 3).

В эпидермальном слое кожи представлена тре-
тья субпопуляция кДК – клетки Лангерганса. 
Они составляют 2–4% от общего количества эпи-
дермальных клеток [34] и характеризуются 
МНС IIlowCD11cmidCD207high. Клетки Лангерганса 
способны запускать противовирусный CD8 + 
Т-клеточный ответ против разнообразных вирусных 

Рис. 3. Субпопуляции классических ДК мыши
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патогенов, за исключением цитолитических вирусов, 
таких, как вирусы простого герпеса и осповакцины, 
поскольку они обладают способностью индуцировать 
апоптоз ДК, в том числе и клеток Лангерганса [35].

Резидентные кДК лимфоидных органов в основном 
состоят из двух субпопуляций – CD8+ и CD11b+ кДК 
[36] (рис. 3). CD8α+ ДК составляют 20–40% от кДК се-
лезенки и лимфатических узлов. CD11b+ ДК преоб-
ладают среди лимфоидно-резидентных популяций 
кДК во всех лимфоидных тканях за исключением 
тимуса. Эти клетки продуцируют высокие уровни 
хемокинов CCL17 и CCL22, привлекающие CD4+ 
Т-клетки [14].

Классические ДК человека. Главное отличие кДК 
человека от кДК мыши заключается в спектре по-
верхностных маркеров. кДК человека подразделя-
ются на кДК крови и нелимфоидных тканей, а также 
резидентные кДК лимфоидных тканей (рис. 4). кДК 
крови человека имеют фенотип Lin−MHC II+CD11c+ 
и представлены двумя субпопуляциями, экспрес-
сирующими неперекрывающиеся маркеры CD1c 
(BDCA1) или CD141 (BDCA3). Доминирующая суб-
популяция ДК периферической крови представлена 
клетками CD1c+, тогда как CD141+ ДК формируют 
короткоживущую популяцию [14] (рис. 4).

К кДК нелимфоидных тканей относятся 
CD1a+CD14− ДК, CD1a−CD14+ ДК [37], отдель-

ная субпопуляция CD141+Flt3high ДК, берущая на-
чало от CD141+ ДК периферической крови [38]. 
К кДК нелимфоидных тканей относят также клет-
ки Лангерганса, экспрессирующие маркеры CD45, 
MHC II, молекулы адгезии эпителиальных кле-
ток (EpCAM) и лангерина CD207, а также CD1a [14] 
(рис. 4).

Резидентные кДК лимфоидных тканей состо-
ят из субпопуляций CD1c+ и CD141+ кДК, име-
ющих сходство с ДК крови [38]. Клетки лим-
фатических узлов также включают клетки 
MHC IIhighCD11cmidEpCAM+CD1a+, клетки EpCAM−

CD1a+ и клетки CD206+, классифицированные 
как мигрирующие клетки Лангерганса, мигрирую-
щие кожные CD1a+ ДК и кожные CD14+ ДК соответ-
ственно [39] (рис. 4). Большинство кДК тимуса чело-
века имеют фенотип CD11c+CD11b−CD45ROlow, у них 
отсутствуют миелоидные маркеры, представленные 
на CD141+ ДК. 

ФУНКЦИИ ДК

Презентация антигенов ДК с помощью молекул 
MHC II
Профессиональные АПК, такие, как ДК, макрофа-
ги и В-лимфоциты, характеризуются прежде все-
го высоким уровнем экспрессии молекул МНС II 
на клеточной поверхности. Практически все субпо-

Рис. 4. Субпопуляции классических ДК человека
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пуляции ДК способны поглощать экзогенные АГ, 
процессировать и представлять их в комплексах 
с молекулами МНС II CD4+ Т-лимфоцитам и запу-
скать Т-хелперный иммунный ответ разного типа. 
Для эффективного запуска Т-хелперного ответа по-
мимо комплексов МНС II–АГ ДК необходимо при-
сутствие на поверхности клеток костимулирующих 
и адгезионных молекул (CD80, CD86, CD40 и др.), 
а также синтез таких цитокинов, как IL-12, ИФН-γ 
(Th1-ответ), IL-4 (Th2-ответ) или IL-23 (Th17-ответ) 
[40] (рис. 1, 5).

На рис. 5 представлены события презентации 
экзогенных АГ ДК с помощью MHC II. Молекула 
МНС II представляет собой гетеродимер, состоящий 
из двух гомогенных пептидов, α- и β-цепей, кото-
рые собираются в эндоплазматическом ретикулу-
ме (ЭПР) и соединяются с инвариантной цепью (Ii) 
(рис. 5). Комплексы МНС II/Ii транспортируются 

в поздние эндосомы, называемые компартментами 
МНС II (MIIC). Транспорт регулируется двумя ди-
лейциновыми мотивами, расположенными на цито-
плазматическом конце инвариантной цепи, которые 
узнаются сортировочными адапторами АР1 (адаптор 
транс-комплекса Гольджи) и АР2 (адаптор плазма-
тической мембраны). АР2-зависимый эндоцитозный 
путь транспорта молекул МНС II с плазматической 
мембраны к MIIC преобладает у незрелых ДК, тогда 
как АР1-зависимый транспорт из транс-Гольджи ха-
рактерен для зрелых ДК [41].

В MIIC инвариантная цепь отщепляется от моле-
кулы МНС II с помощью протеаз катепсинов S и L, 
причем в пептидсвязывающей бороздке МНС II оста-
ется ассоциированный с классом II пептид Ii (CLIP). 
Для обмена CLIP на высокоаффинный антигенный 
пептид молекулам МНС II необходим белок-шаперон 
H2-DM у мыши или HLA-DM у человека. Следует 

Рис. 5. Презен-
тация экзогенных 
АГ ДК с помощью 
молекул МНС 
класса II [41]
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отметить, что при презентации АГ с помощью моле-
кул МНС II ДК используют вакуолярный путь про-
цессинга АГ, где захваченные белки расщепляются 
на пептиды с помощью лизосомальных протеаз.

Образующиеся комплексы МНС II/пептид транс-
портируются в везикулах к плазматической мембра-
не с помощью быстрого микротрубочкового транспор-
та с участием моторных белков динеина (входящий 
транспорт) и кинезина (исходящий транспорт), а так-
же медленного транспорта с участием актомиозино-
вых моторных белков.

Эффективность презентации АГ с помощью моле-
кул МНС II находится в обратной зависимости от (1) 
чувствительности белковых АГ к деградации, а так-
же от (2) концентрации и активности протеолитиче-
ских ферментов в поздних эндосомах. ДК отличаются 
от других фагоцитирующих клеток (например, макро-
фагов) значительно более низким уровнем экспрессии 
лизосомальных протеаз, а также сниженным уровнем 
их протеолитической активности. Это связано с высо-
ким уровнем рН эндосомных компартментов, что об-
условлено низкой активностью V-АТР-азы и повы-
шенной активностью NADPH-оксидазы 2 [42].

Кросс-презентация АГ с помощью молекул MHC I
Кросс-презентацией называют презентацию экзо-
генных АГ с помощью молекул МНС I, что необходи-
мо для запуска цитотоксического CD8+ Т-клеточного 
ответа (рис. 6). ДК – это уникальные АПК, поскольку 
только они способны кросс-презентировать АГ наи-
вным CD8+ Т-лимфоцитам [8]. Эта способность необ-
ходима для иммунного надзора и позволяет иммун-
ной системе идентифицировать опухоли и вирусы, 
не инфицирующие ДК. Следует отметить, что не все 
субпопуляции ДК обладают способностью к эффек-
тивной кросс-презентации. У мыши наиболее эффек-
тивными являются мигрирующие CD103+CD11b− ДК 
и резидентные CD8+CD11b− ДК лимфоидных органов 
[32], у человека – CD141+ ДК [14].

Молекулы МНС I экспрессируются всеми клет-
ками, содержащими ядро. Основная функция мо-
лекул MHC I в клетках – презентация собственных 
АГ клеткам иммунной системы с целью передачи 
сигнала о том, что это не чужеродная клетка, а соб-
ственная клетка организма. Молекула МНС I пред-
ставляет собой гетеродимерный белок, состоящий 
из полиморфной тяжелой цепи и легкой цепи, назы-
ваемой β2-микроглобулином. Полиморфизм тяжелой 
цепи обеспечивает разнообразие пептидсвязываю-
щих полостей на молекулах МНС I, что позволяет уз-
навать уникальные антигенные пептиды благодаря 
различиям в якорных остатках, к которым они при-
крепляются [41].

Молекулы МНС I собираются в ЭПР и перед при-
соединением пептидов удерживаются там благода-
ря взаимодействию с белками-шаперонами, такими, 
как кальнексин, кальретикулин, ERp57, PDI и та-
пазин. Гетеродимеры МНС I неустойчивы, и в от-
сутствие подходящего пептида легко диссоциируют 
в физиологических условиях.

Антигенные пептиды для кросс-презентации, 
п р о ш е д ш и е  п р о ц е с с и н г ,  т р а н с п о р т и р у ю т -
ся ТАР-белками к молекулам МНС I в ЭПР. 
Пептидсвязывающая полость в MHC I вмещает 
в себя пептиды длиной от 8 до 10 аминокислотных 
остатков в зависимости от гаплотипа МНС. Пептиды 
прикрепляются к якорным последовательностям 
в молекуле МНС I преимущественно с помощью 
N- и C-концевых аминокислотных остатков, а так-
же с участием некоторых боковых цепей внутри-
молекулярных остатков [43]. Связывание пептида 
с молекулой МНС I приводит к стабилизации вза-
имодействия между тяжелыми и легкими цепями 
МНС I, высвобождению шаперонов, после чего пол-
ностью собранный комплекс MHC I/пептид может 
покинуть ЭПР для презентации на клеточной по-
верхности. Этот механизм не позволяет «пустым» 
молекулам MHC I транспортироваться на плазма-
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Рис. 6. Кросс-презентация экзогенных АГ ДК с помо-
щью молекул МНС класса I [41]
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тическую мембрану и взаимодействовать там с эк-
зогенными АГ. Пептиды и молекулы MHC I, кото-
рые не связались в ЭПР, возвращаются в цитозоль 
для деградации [44]. 

Процессинг АГ и образование комплексов с МНС I
Существует два основных механизма процессинга 
АГ при кросс-презентации – вакуолярный и цито-
зольный, которые могут действовать как по отдель-
ности, так и одновременно в зависимости от типа 
кросс-презентируемого АГ.

Вакуолярный путь процессинга АГ. При вакуоляр-
ном пути процессинга АГ кросс-презентируемые АГ 
процессируются и связываются с молекулами МНС I 
внутри эндосом/фагосом. Одним из механизмов счи-
тается участие шаперона CD74 в транспортиров-
ке вновь синтезированных молекул МНС I из ЭПР 
в эндоцитозные компартменты в ДК [45]. В фагосоме 
в процессинге АГ для кросс-презентации участву-
ет цистеиновая протеаза катепсин S [46]. Кроме того, 
в синтез кросс-презентируемых пептидов в цито-
зольном пути процессинга АГ вовлечена регулиру-
емая инсулином аминопептидаза IRAP, родственная 
аминопептидазам ERAP1 и ERAP2 ЭПР [47, 48].

Цитозольный путь процессинга АГ. Цитозольный 
путь играет главную роль в процессинге АГ ДК [46]. 
Показано, что блокирование вакуолярного пути про-
цессинга АГ слабо ингибирует кросс-презентацию 
и даже может усиливать ее, тогда как ингибито-
ры протеасомы и транспорта белков в комплекс 
Гольджи (лактацистин и брефелдин А соответствен-
но) полностью подавляют способность ДК кросс-
презентировать АГ CD8+ Т-лимфоцитам [49]. 

При цитозольном пути АГ транспортируют-
ся из фагосом в цитозоль, где процессируются 
для кросс-презентации подобно эндогенным АГ пу-
тем протеасомного протеолиза. Механизм транспор-
та АГ из эндосом в цитозоль не до конца установ-
лен. Предполагается, что в нем может участвовать 
ЭПР-ассоциированная машина деградации (ERAD-
машина), в частности, входящие в ее состав белки 
SEC61 и р97 [50]. Транслокация АГ, захваченных ДК 
с помощью маннозных рецепторов, контролирует-
ся убиквитинированием цитозольных участков МР. 
Белок р97, являющийся АТР-азой, привлекается 
к мембране эндосом/фагосом взаимодействием с по-
лиубиквитинированными МР [51]. Альтернативным 
механизмом выхода АГ из эндосом в цитозоль может 
быть простая дестабилизация мембраны эндосомы 
активными формами кислорода, которые эффектив-
но продуцируются в эндоцитозных компартментах 
ДК [52].

После выхода в цитозоль АГ подвергаются про-
теасомному процессингу с участием как стандарт-
ной протеасомы, так и иммунопротеасомы [53, 54]. 
Антигенные пептиды, генерируемые протеасомой 
и/или иммунопротеасомой, транспортируются 
в просвет ЭПР с помощью белков ТАР, где гидро-
лизуются терминальной аминопептидазой ERAP1 
до пептидов подходящей длины для нагрузки моле-
кул МНС I и дальнейшей кросс-презентации CD8+ 
Т-лимфоцитам.

Кросс-дрессинг ДК
Помимо прямой презентации и кросс-презентации 
экзогенных АГ, существует дополнительный ме-
ханизм презентации АГ, называемый кросс-
дрессингом, когда ДК захватывают готовые ком-
плексы МНС I/антигенный пептид из мертвых 
опухолевых клеток. Кросс-дрессинг опосредуется се-
кретируемыми экзосомами, а также трогоцитозом – 
процессом, в результате которого происходит обмен 
участками клеточных мембран и мембранных белков 
между клетками. Это позволяет ДК презентировать 
непосредственно захваченные АГ без дальнейшего 
процессинга. В отличие от кросс-презентации АГ, 
при которой активируются CD8+ ЦТЛ, направленные 
на пептиды, процессированные ДК, кросс-дрессинг 
способствует активации CD8+ Т-лимфоцитов, специ-
фичных к пептидам, генерированным самой опухо-
левой клеткой, что может усиливать антигенную 
специфичность противоопухолевого иммунного от-
вета. В кросс-дрессинге способны принимать участие 
CD8α+/CD103+ ДК, активированные и наивные CD8+ 
Т-лимфоциты и CD8+ Т-клетки памяти [55–57].

Индукция функции кросс-презентации ДК
Функция кросс-презентации приобретается на по-
следнем этапе созревания ДК при стимуляции ми-
кробными продуктами, например TLR-лигандами, 
или такими цитокинами, как гранулоцитарно-ма-
крофагальный колониестимулирующий фак-
тор (ГМ-КСФ). Поэтому эффективная кросс-
презентация характерна для субпопуляций 
периферических ДК при воспалении и инфекции. 

CD8+CD103− ДК, выделенные из селезенки нор-
мальной мыши, были малоэффективными в кросс-
презентации АГ с помощью молекул МНС I в среде 
в отсутствие лигандов TLR и цитокинов, но эффек-
тивно презентировали АГ с помощью молекул МНС II 
[58]. Для запуска кросс-презентации требовались до-
полнительные активационные факторы, что указыва-
ет на регулируемость этого свойства CD8+ ДК.

TLR-лиганды не только активируют созревание 
CD8+ ДК, но и способствуют увеличению уровня ко-
стимулирующих и адгезионных молекул на их по-
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верхности, а также могут влиять на процессинг АГ 
CD8+ ДК и усиливать кросс-презентацию АГ [58].

Помимо таких микробных продуктов, как TLR-
лиганды, функция кросс-презентации у ранних 
предшественников CD8+ ДК может индуцироваться 
ГМ-КСФ. В нормальном состоянии ГМ-КСФ про-
дуцируется на низком уровне, но при инфекции 
или воспалении его продукция резко возрастает. 
Индукция функции кросс-презентации ДК под дей-
ствием ГМ-КСФ не сопровождается увеличением 
экспрессии стандартных маркеров активации ДК – 
МНС II, CD80, CD86 или CD40, однако повышается 
экспрессия ключевого маркера мигрирующих ДК – 
CD103.

Механизм индукции кросс-презентации у CD8+ 
ДК под действием этих факторов не до конца ясен, 
по-видимому, он может заключаться в усилении про-
теасомной активности ДК, индукции транспорта бел-
ков ТАР к ранним эндосомам или усилении транс-
порта АГ из ранних эндосом в цитозоль [58].

При отсутствии «сигналов опасности» в нормаль-
ном состоянии кросс-презентация является важным 
механизмом индукции и поддержания толерантно-
сти, направленной на собственные АГ. Так, CD8+ ДК 
тимуса обладают способностью к кросс-презентации 
в нормальных условиях и участвуют в уничтожении 
развивающихся аутореактивных Т-клеток [58].

Презентация липидных антигенов ДК с помощью 
молекул CD1
Презентация липидных АГ с помощью молекул 
CD1 представляет путь стимуляции Т-лимфоцитов, 
не зависимый от МНС I и II. По своему строению бел-
ки СD1 похожи на МНС I, поскольку представляют 
собой гетеродимер, состоящий из тяжелой цепи CD1, 
нековалентно связанной с β2-микроглобулином. ДК 
человека экспрессируют пять белков CD1: CD1a, 
CD1b, CD1c, CD1d и CD1e, тогда как у мыши на ДК 
экспрессируется всего лишь один белок – CD1d. 
Строение и функции данных белков имеют неко-
торые отличия, однако их общая главная функ-
ция – презентировать антигены липидной природы 
Т-лимфоцитам [59]. 

С участием CD1а, CD1b, CD1c и, возможно, CD1d 
происходит презентация Т-лимфоцитам микроб-
ных липидных и липопептидных антигенов, таких, 
как миколовая кислота, фосфатидилинозитолман-
нозид, липоарабиноманнан, дидегидроксимико-
бактин и др. Кроме того, CD1d, а в некоторых слу-
чаях и CD1а, CD1b, CD1c способны представлять 
собственные липидные антигены. Т-лимфоциты 
опознают комплексы CD1–антиген с помощью 
Т-клеточных рецепторов (ТСR), практически не от-
личающихся по своему строению от ТCR, взаимодей-

ствующих с комплексами МНС–антиген. Отобранные 
с помощью CD1 ТСR, распознающие чужеродные 
антигены, способны различать даже небольшие из-
менения в структуре гидрофильной группы липид-
ного антигена [59]. 

Полученные таким образом Т-лимфоциты прини-
мают участие в иммунных реакциях против бакте-
риальных (Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas 
aeruginosa, Borrelia burgdorferi и др.), паразитарных 
(Leishmania major, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma 
gondii и др.), вирусных (вирус простого герпеса типа 1 
и 2, вирус Kоксаки В3, вирус гепатита В и др.) и гриб-
ковых (Cryptococcus neoformans) инфекций [59].

Уход опухоли от иммунного надзора путем 
подавления функций ДК
Известно, что многие виды опухолей содержат функ-
ционально аномальные ДК [60–62]. Более того, пря-
мое подавление пролиферации и дифференцировки 
Т-лимфоцитов опухолью или опухолевым окруже-
нием и подавление дифференцировки ДК считают-
ся важным механизмом ухода опухоли от действия 
иммунной системы. В этой части обзора рассмотрено 
неблагоприятное действие опухоли и ее окружения 
на функциональную активность ДК, приводящее 
к подавлению специфической активации эффектор-
ных CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов.

Опухолевая строма
Важным компонентом, обеспечивающим сопротивле-
ние опухоли иммунной системе, является опухолевая 
строма. Строма состоит из фибробластов, эндотели-
альных клеток, а также компонентов внеклеточного 
матрикса и воспалительного инфильтрата, локали-
зующегося внутри опухолевой стромы, в состав ко-
торого входят, в частности, спинномозговые супрес-
сорные клетки миелоидного происхождения (MDSC) 
и опухолеспецифические макрофаги (TAM) [63, 64]. 
Клетки стромы продуцируют множество факто-
ров, включая цитокины, хемокины, факторы роста, 
гормоны, простагландины, соли молочной кислоты 
и ганглиозиды, способствующих подавлению опос-
редованного ДК ответа эффекторных CD4+ и CD8+ 
Т-клеток и индукции Тreg [65, 66]. Кроме того, опи-
саны прямые химические или ферментативные вза-
имодействия между продуктами лейкоцитов и кло-
нами опухолеспецифических Т-лимфоцитов, как, 
например, нитротирозилирование Т-клеточных ре-
цепторов и молекул CD8, что приводит к ослаблению 
противоопухолевых функций Т-лимфоцитов [67].

Механизмы подавления функций ДК опухолью 
Существует несколько механизмов подавления 
или даже «выключения» функций ДК опухолью. Во-
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первых, опухоль может препятствовать проникно-
вению (инфильтрации) ДК и преДК в опухолевую 
ткань. Однако, согласно некоторым данным, боль-
шинство опухолей инфильтрированы даже большим 
количеством ДК, чем нормальные ткани [68, 69]. Это 
объясняется тем, что опухолевые клетки могут про-
дуцировать такие хемокины, как MIP-3α, «выбороч-
но хемотаксичные» именно для незрелых ДК, экс-
прессирующих рецептор CCR6 к MIP-3α [69].

Во-вторых, опухоль может подавлять созрева-
ние инфильтрирующих незрелых ДК, что может 
привести к развитию Т-клеточной толерантности. 
Действительно, в лейкоцитарном инфильтрате опу-
холей определенного типа обнаружено повышение 
экспрессии костимулирующих молекул макрофага-
ми и ДК, однако способность таких ДК презентиро-
вать АГ значительно ослаблена [61, 70].

В-третьих, фагоцитоз и процессинг в ДК рас-
творимых опухолевых АГ могут быть подавлены 
или полностью блокированы. Так в ДК, полученных 
от больных раком почки, наблюдалось снижение эф-
фективности поглощения АГ [68]. Ингибирование фа-
гоцитоза ДК часто связывают с секрецией фактора 
роста эндотелия сосудов (VEGF), одного из важней-
ших иммуносупрессорных цитокинов, продуциру-
емых опухолью [71]. В нескольких работах показа-
на взаимосвязь между повышенным уровнем VEGF 
в сыворотке онкологических больных и количеством 
и функциональностью циркулирующих ДК [72, 73]. 
Установлено, что блокада VEGF приводит к увели-
чению захвата АГ и миграционной способности опу-
холеспецифических ДК [71].

В-четвертых, может быть снижена миграционная 
активность ДК, что рассматривается как еще один 
механизм ухода опухоли от иммунного ответа [66]. 
Действительно, такие цитокины и ростовые факторы, 
как IL-10, TGF-β, VEGF [61], также хорошо сверх-
экспрессируются в опухолевой ткани, как факто-
ры-хемоаттрактанты MIP-3α/CCL20 [69]. С другой 
стороны, в опухолевой ткани представлены такие 
факторы, как например, ганглиозиды, ингибирую-
щие миграцию ДК. Оба механизма могут регулиро-
вать рекрутирование и миграцию ДК в опухолевое 
окружение.

В-пятых, на подавление функций ДК и прогрессию 
опухоли влияет воспаление, часто сопровождающее 
злокачественные новообразования [74]. Медиаторы 
воспаления могут вырабатываться как самими опу-
холевыми клетками, так и клетками предопухолевой 
стромы, в состав которой входят различные популя-
ции лейкоцитов, в частности, супрессорные клетки 
миелоидного происхождения [63] и опухолеспецифи-
ческие макрофаги [64]. Медиаторы воспаления могут 
вызывать лейкопению и влиять на ангиогенез, а так-

же на выживаемость опухолевых клеток, их подвиж-
ность и хемотаксис [75].

Сверхэкспрессия белка STAT3 опухолевыми 
клетками влияет на экспрессию нескольких имму-
носупрессорных цитокинов, включая IL-10 и TGF-β, 
супрессирует Th1-ответ, снижает экспрессию кости-
мулирующих молекул и молекул MHC II, активиру-
ет экспрессию TGF-β в ДК. Опухолевая прогрессия 
также коррелирует с накоплением незрелых ДК, ко-
торые индуцируют пролиферацию Treg в инфиль-
трированных опухолью лимфоузлах.

В-шестых, показана роль экзосом, секретиру-
емых опухолевыми клетками, с помощью которых 
опосредуются разнообразные эффекты на иммуно-
компетентные клетки, в том числе и на ДК [76, 77]. 
Экзосомы опухолевых клеток способны подавлять 
иммунную систему с помощью нескольких механиз-
мов, включая снижение количества ДК и подавление 
их функций, ослабление пролиферации и цитоток-
сичности натуральных киллеров и Т-лимфоцитов, 
а также увеличение количества иммуносупрессор-
ных клеток (MDSC и Тreg) [76, 77].

Воздействуя на ДК, опухолевые экзосомы способ-
ствуют усилению фосфорилирования STAT3 и экс-
прессии IL-6 и снижают таким образом как актив-
ность, так и количество ДК путем ингибирования 
дифференцировки CD14+ моноцитов в незрелые ДК. 
Более того, в этом случае CD14+ клетки дифферен-
цируются в HLA-DR−/low клетки, синтезирующие 
TGF-β, который ингибирует функции Т-лимфоцитов 
[76]. 

Роль опухолевого окружения в подавлении 
функций ДК

Цитокины и ростовые факторы при опухолевой 
прогрессии. Макрофагальный колониестимулиру-
ющий фактор (М-КСФ) и IL-6 – важные факторы, 
вовлеченные в дифференцировку моноцитов [78, 79] 
и подавляющие дифференцировку ДК [80] путем 
увеличения экспрессии рецепторов к М-КСФ па-
раллельно со снижением количества α-рецепторов 
к ГМ-КСФ в преДК. Подобные явления характерны 
и для IL-10, продуцируемого клетками опухолей [81, 
82]. In vitro IL-10 ингибирует дифференцировку, со-
зревание и функциональную активность ДК [83–85], 
переключая дифференцировку в макрофагальную 
сторону [86].

Другим фактором роста, секретируемым множе-
ством опухолей в условиях гипоксии, является VEGF. 
Уровень VEGF как в сыворотке крови, так и в опухо-
левой ткани коррелирует с опухолевой прогресси-
ей [87, 88]. Показано, что in vitro VEGF ингибирует 
развитие ДК из CD34+ предшественников [89]. Более 
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того, после воздействия VEGF в ДК снижена продук-
ция IL-12, а также способность стимулировать ал-
логенные Т-клетки [90]. VEGF ингибирует развитие 
ДК, увеличивая количество незрелых миелоидных 
клеток [91].

Влияние гипоксии при опухолевой прогрессии 
на функции ДК. Для микроокружения опухоли ха-
рактерно низкое содержание кислорода (гипоксия), 
обусловленное сниженной микроциркуляцией крови 
в опухолевой ткани [92]. Гипоксия опухоли связа-
на с опухолевой прогрессией, устойчивостью к ра-
дио- и химиотерапии [93], а также c изменениями 
фенотипа макрофагов [94, 95]. В условиях гипоксии 
ДК имеют нормальный уровень экспрессии поверх-
ностных маркеров и цитокинов, но их миграцион-
ная активность подавлена [96, 97]. Физиологический 
ответ на гипоксию обусловлен действием фактора 
HIF (hypoxia induced factor), индуцируемый в клет-
ке в условиях гипоксии [98, 99]. К генам-мишеням 
HIF относятся гены, кодирующие VEGF-A, Glut-1 
(переносчик глюкозы 1) и LDH (лактатдегидроге-
наза) [100]. Изоформа LDH-5 лактатдегидрогеназы, 
трансформирующая молочную кислоту в пируват 
с самой медленной скоростью среди ферментов сво-
его типа, не только сверхэкспрессируется во мно-
жестве опухолей, но также связана с агрессивным 
фенотипом опухолевых клеток [101]. Высокая экс-
прессия этого изофермента приводит к накоплению 
молочной кислоты в опухолевых клетках и микро-
окружении. 

Влияние измененного метаболизма опухолевых кле-
ток на функции ДК. Хорошо известно, что метабо-
лизм опухолевых клеток отличается от метаболизма 
нормальных клеток. Опухолевые клетки производят 
энергию преимущественно с помощью очень актив-
ного гликолиза с последующим образованием молоч-
ной кислоты, а не посредством медленного гликолиза 
и окисления пирувата в митохондриях с использо-
ванием кислорода как в большинстве нормальных 
клеток. Этот феномен, названный «аэробным глико-
лизом», или «эффектом Варбурга» (впервые описан 
Отто Варбургом), ведет к увеличению продукции мо-
лочной кислоты [102]. 

В опухолях с высоким уровнем молочной кислоты 
уровень лактатдегидрогеназы повышен по сравне-
нию с нормальной тканью [103], в некоторых опухо-
лях детектируется даже изофермент LDH-5 [101, 
104]. При немелкоклеточном раке легкого или аде-
нокарциноме кишечника подобную сверхэкспрессию 
связывают с неблагоприятным прогнозом [101, 104]. 
В 60–75% случаев рака кишечника высокая экспрес-
сия LDH-5 строго коррелирует с высокой экспрес-

сией VEGF-R2 (KDR/Flk-1) [105]. Молочная кислота 
является важным фактором, влияющим на ДК, кото-
рый может способствовать уходу опухоли от иммун-
ного ответа.

Молочная кислота оказывает как негативное, 
так и положительное влияние на формирование 
Т-клеточного иммунного ответа [106, 107]. Натриевая 
соль молочной кислоты и метаболиты глюкозы по-
давляют фенотипическое и функциональное созре-
вание ДК, что коррелирует с подавлением активации 
NF-κB [108]. Под действием молочной кислоты из-
меняется экспрессия АГ в человеческих ДК моно-
цитарного происхождения и снижается секретор-
ный потенциал ДК [109]. Молочная кислота может 
также прямо ингибировать CD8+ Т-клетки [110]. 
Внеклеточный ацидоз приводит к накоплению мо-
лочной кислоты в опухолевой ткани. В нескольких 
работах описано неблагоприятное воздействие кис-
лых значений рН на функции Т-лимфоцитов и нату-
ральных киллеров [111–113]. Хотя некоторые иссле-
дователи отмечали улучшение захвата АГ ДК мыши 
при ацидозе, а также повышение эффективности ин-
дукции специфических ЦТЛ [114].

Помимо молочной кислоты на функции ДК способ-
ны влиять и другие метаболиты опухолевых клеток. 
Синтез метаболитов арахидоновой кислоты (проста-
ноидов), включая простагландин и тромбоксан, ка-
тализируется циклооксогеназами-1 и -2 (COX-1/2) 
[115]. Экспрессия циклооксигеназ изменена во мно-
гих видах опухолей, таких, как рак толстой кишки, 
молочной железы, легкого и яичников, а также ме-
ланома [116–118]. Экспрессия COX-2 обнаружена 
в опухолевых клетках и в клетках опухолевой стро-
мы [115]. Помимо прямого влияния на рост опухоли, 
апоптоз, межклеточные взаимодействия и ангиоге-
нез, простаноиды подавляют противоопухолевый им-
мунный ответ организма [118], в частности, за счет 
ингибирования дифференцировки и функции ДК. 
Так Sombroek C.C. и соавт. обнаружили ингибиру-
ющий эффект простаноидов и IL-6 на дифференци-
ровку ДК из CD34+ предшественников и моноцитов 
[119].

Ганглиозиды – производные липидов, синтези-
руемые опухолевыми клетками, также подавляют 
противоопухолевый иммунный ответ [120–122], ин-
гибируя дифференцировку гемопоэтических клеток 
[120]. Некоторые типы опухолей (нейробластома, ре-
тинобластома, меланома, рак печени и толстого ки-
шечника), а также лимфомы характеризуются ано-
мальным составом ганглиозидов [123, 124], что может 
быть связано с гипоксией [125]. Ганглиозиды ухудша-
ют созревание и миграционную активность клеток 
Лангерганса [126], ингибируют дифференцировку, 
созревание и функции ДК [127].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Накопленные за последние десятилетия знания 
о происхождении и функционировании дендритных 
клеток позволили разработать принципы онкоимму-
нологии, основанные на привлечении собственных 
иммунных клеток организма для противостояния 
злокачественным заболеваниям. Однако при мно-
гих видах опухолей наблюдали подавление самого 
важного звена иммунной системы, инициирующего 
развитие специфического противоопухолевого отве-
та, – дендритных клеток. Подобное избегание иммун-
ного надзора приводило к ослаблению компонентов 
как врожденного иммунитета, таких, как макрофаги, 
так и специфического иммунитета – Т-клеточных 
звеньев. В связи с этим становится очевидным, 

что при разработке противоопухолевых вакцин 
на основе дендритных клеток большое внимание 
следует уделять их активации/созреванию; типу 
опухолеспецифического антигена, используемого 
для нагрузки дендритных клеток; дополнительным 
конструкциям, кодирующим костимулирующие 
молекулы, для повышения эффективности пре-
зентации опухолевого антигена; методам доставки 
антигена в дендритные клетки, обеспечивающим 
максимальный уровень процессинга и презентации 
антигена в комплексах с MHC I и MHC II. Решение 
этих задач поможет создать протоколы получения 
дендритно-клеточных вакцин для эффективного ле-
чения пациентов с опухолями различного происхож-
дения. 
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РЕФЕРАТ В настоящее время в мире насчитывается более 350 миллионов больных сахарным диабетом. 
По данным Всемирной организации здравоохранения в течение ближайших 20 лет этот показатель пре-
высит 500 миллионов. Инсулинзависимый сахарный диабет, или сахарный диабет первого типа, – это 
эндокринное заболевание, вызванное аутоиммунной реакцией, разрушающей инсулинпродуцирующие 
β-клетки, расположенные в островках Лангерганса поджелудочной железы, что приводит к нехватке инсу-
лина. Наиболее доступным видом терапии при сахарном диабете остается введение экзогенного инсулина. 
Это помогает регулировать уровень глюкозы в крови и существенно увеличивает ожидаемую продолжи-
тельность жизни пациентов. Однако остаются долгосрочные осложнения, связанные с системным харак-
тером болезни и ее влиянием на все виды обмена веществ. Избежать этих осложнений можно при помощи 
методов, способных обеспечить лучший контроль над уровнем глюкозы в крови. В настоящий момент 
усилия регенеративной медицины направлены на поиск именно такого метода лечения. В данном обзоре 
рассмотрена классическая методика трансплантации донорских островков Лангерганса. Описаны также 
такие новые перспективные методы, как использование плюрипотентных стволовых и коммитированных 
клеток и клеточное репрограммирование. Обсуждаются молекулярно-генетические механизмы панкреати-
ческой дифференцировки. Большое внимание уделяется методам доставки трансплантатов и материалам, 
используемым для их создания.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА дифференцировка, клеточная терапия, поджелудочная железа, сахарный диабет, экс-
прессия генов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; МКМ – межклеточ-
ный матрикс; МСК – мезенхимные стволовые клетки; оЛ – островки Лангерганса; ПЖ – поджелудочная 
железа; ПСК – плюрипотентные стволовые клетки; СД1Т – сахарный диабет первого типа; ЭР – эмбрио-
нальное развитие; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 
ПАНКРЕАТИЧЕСКОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ
Для изучения возможностей дифференцировки 
клеток in vitro в панкреатическом направлении не-
обходимо понимать процесс панкреатического орга-
ногенеза. Многочисленные исследования в этой об-
ласти, проводимые в основном на мышиных моделях, 
помогли гораздо лучше понять процессы развития 
и выявить стадии формирования различных органов 
(таблица).

Поджелудочная железа (ПЖ), в которой про-
исходит синтез и секреция ряда гормонов и фер-
ментов, играет критически важную роль в обмене 
веществ. В поджелудочной железе выделяют экзо-

кринную и эндокринную части. Экзокринная часть 
состоит из ацинарных клеток, секретирующих пи-
щеварительные ферменты: амилазы, липазы, про-
теазы и нуклеазы, которые выводятся в протоки ПЖ, 
формирующие ветвящуюся структуру, состоящую 
из эпителиальных клеток [1]. Эндокринные клетки 
сгруппированы в мельчайшие островки, называемые 
островками Лангерганса (оЛ), состоящие из клеток 
пяти подтипов: α, β, δ, ε и РР, которые продуцируют 
гормоны глюкагон, инсулин, соматостатин, грелин 
и панкреатический полипептид соответственно.

Поджелудочная железа – это производное энто-
дермы. После закладки энтодерма формирует эм-
бриональную кишку, которая затем под действием 
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факторов роста, секретируемых соседними тканями, 
разделяется на отделы. ПЖ формируется из двух 
листков эпителия дорсально и вентрально от голов-
ной кишки, располагаясь между желудком и двенад-
цатиперстной кишкой [2, 3]. Дорсальный отросток 
получает сигналы от хорды и спинной аорты [4], вен-
тральный отросток находится под влиянием сигналов 
прилегающей сердечной мезенхимы и мезодермы бо-
ковой пластины [5].

Однако при инъекции факторов роста фибробла-
стов (FGF) и морфогенетического белка кости (BMP) 
в эмбриональные экспланты энтодермы направле-
ние дифференцировки можно изменить с панкре-
атического на гепатоцитарное. С другой стороны, 
уменьшение зависимого от белка р300 ацетилирова-
ния гистона, ассоциированного с активацией генов, 
обеспечивает обратный переход к панкреатической 
дифференцировке [8]. Далее, на 11.5 день ЭР мыши 
вентральная и дорсальная части увеличиваются 
в размерах и сливаются в единый орган [9]. В это вре-
мя пролиферация панкреатического эпителия сти-
мулируется преимущественно мезенхимными клет-
ками, секретирующими факторы роста (12.5 день ЭР 
мыши) [10]. Дальнейшее развитие ведет к развет-
влению эпителиальных протоков. Параллельно этим 
процессам предшественники эндокринных клеток 
отслаиваются от эпителия и собираются в оЛ. На ста-
дии 16.5 ЭР появляются моногормональные инсулин-
секретирующие клетки, формируются ацинусы [11]. 
ПЖ взрослого человека содержит примерно 1 млн 
оЛ [12]. В процессе дифференцировки эндокринной 
ткани прогениторные клетки оЛ коэкспрессируют 
различные гормоны. В ходе дальнейшего созревания 
клетки превращаются в моногормональные [13, 14]. 
На моделях грызунов показано, что первыми эндо-
кринными клетками являются глюкагонсекретиру-
ющие, которые можно обнаружить примерно на 9.5 
день эмбрионального развития [15, 16]. С течением 
времени появляются клетки, коэкспрессирующие 
инсулин и глюкагон, а отдельные инсулинсекретиру-

ющие β- и глюкагонсекретирующие α-клетки наблю-
даются с 14-го дня. Вскоре развиваются соматоста-
тинсекретирующие δ-клетки, а PP-секретирующие 
клетки можно наблюдать на 18-й день эмбриональ-
ного развития [14, 15].

Все эндокринные клетки происходят из прогени-
торных клеток ПЖ, экспрессирующих Pdx1. В ходе 
развития ПЖ Pdx1 экспрессируется и эндокрин-
ными, и экзокринными прогениторными клетками, 
но по окончанию развития его можно наблюдать 
только в β- и δ-клетках [16]. Развитие эндокринных 
клеток регулируется фактором транскрипции Ngn3, 
ингибирование которого на 11.5 день эмбрионального 
развития ПЖ приводит к значительному снижению 
уровня эндокринной дифференцировки [17].

Генетические манипуляции позволили лучше по-
нять функции факторов транскрипции, влияющих 
на генерацию различных типов эндокринных клеток 
ПЖ. В число этих факторов входят Sox9, Pdx1, Ngn3, 
Ia-1, Pax4, Arx, Nkx2.2, Nkx6.1, Nkx6.2, Pax6 и Mafa.

Sox9 экспрессируется в Pdx1+-клетках эпите-
лия ПЖ, начиная с 9-го дня ЭР. На 14.5 день ЭР его 
экспрессия ограничена недифференцированными 
клетками с низким уровнем Pdx1 и полностью отсут-
ствует в гормонсекретирующих клетках. В постна-
тальный период Sox9 локализован в центральноаци-
нарных клетках и некоторых эпителиальных клетках 
протоков [19]. Некоторые наблюдения подтверждают, 
что Sox9 является маркером прогениторных клеток 
ПЖ: его экспрессия не меняется у мышей с нокаутом 
Ngn3 и Nkx6.1. У трансгенных мышей с искусственно 
поддерживаемыми в прогениторном состоянии клет-
ками-предшественниками экспрессия Sox9 остает-
ся аномально стабильной. Sox9 коэкспрессируется 
с проэндокринным транскрипционным фактором 
Ngn3 на 15.5 день ЭР, но отсутствует в клетках, экс-
прессирующих маркеры Nkx2.2 и Isl-1, характерные 
для зрелых оЛ. Точечная делеция Sox9 в прогенитор-
ных клетках Pdx1+ приводит к снижению количества 
эндокринных клеток одновременно с преждевремен-

 Временная шкала развития поджелудочной железы человека in vivo [6, 7]

Стадия Стволовая 
клетка Энтодерма Эмбриональная 

кишка
Панкреатическая 

энтодерма
Клетка-

предшественник β-клетка

Дни ЭР 6 14 21–28 30–33 45+ 55+

Маркеры Oct4+

Sox2+

Sox17+
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Sox7-
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Sox17+

Foxa2+
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Nkx6.1+
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Sox17-
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ной дифференцировкой в клетки, экспрессирующие 
глюкагон и Isl-1. Таким образом, активность Sox9 не-
обходима для поддержания прогениторных клеток 
в пролиферативном состоянии и предотвращения их 
преждевременной дифференцировки [20, 21]. 

Как и Sox9, Pdx1 экспрессируется на 8.5 сутки ЭР 
в дорсальной и вентральной энтодерме, за эпителием 
желудка и двенадцатиперстной кишки. Позднее экс-
прессия Pdx1 ограничивается β-клетками, в которых 
он контролирует глюкозозависимую секрецию инсу-
лина [22–24]. Показано, что зрелые панкреатические 
клетки происходят из прогениторов Pdx1+ [25]. Это 
подтверждается панкреатическим агенезом у мышей 
с дефицитом Pdx1 [26]. Инактивация Pdx1 на различ-
ных стадиях развития, а также в зрелых β-клетках 
показала его необходимость для определения и под-
держания фенотипа β-клеток [27, 28]. Более того, 
установлено [29], что инактивация Pdx1 в β-клетках 
на поздних стадиях ЭР приводит к уменьшению 
пролиферации инсулинпродуцирующих клеток 
с одновременным увеличением ее у глюкагонпроду-
цирующих клеток. Эти результаты позволяют пред-
положить, что Pdx1 необходим для возникновения 
и поддержания β-клеток, а также для регулирования 
числа эндокринных клеток на поздних стадиях ЭР 
[29].

В отличие от Pdx1, Ngn3 воздействует только 
на дифференцировку эндокринной ткани. Он детек-
тируется с 8.5 дня ЭР, достигает максимума на 15.5 
день и поддерживается на низком уровне в зрелых 
эндокринных клетках. Ngn3 необходим для специ-
фикации всех энтероэндокринных и эндокринных 
линий [25, 30, 31]. Инактивация Ngn3 в зрелых Pdx1+-
клетках приводит к ухудшению функций оЛ [32], 
а усиление его экспрессии активирует дифферен-
цировку эндокринных клеток [33, 34]. Эктопическая 
экспрессия Ngn3 в Pdx1+-клетках ведет к преждев-
ременному старту эндокринной дифференцировки, 
в результате которой образуются только глюкагон-
продуцирующие клетки [35, 36]. Показано, что экс-
прессия Ngn3 проходит две отдельные временные 
волны, коррелирующие с первым и вторым пере-
ходом, описанными Pictet и соавт., генерируя ран-
не- и позднеформирующиеся эндокринные клетки 
с различным потенциалом развития [37, 38]. Ранние 
Ngn3+-клетки, согласно [39], дают начало α-клеткам. 
Активация Ngn3 на более поздних стадиях разви-
тия индуцирует возникновение β- и РР-клеток после 
11.5 дня ЭР и δ-клеток после 14.5 дня ЭР, в то время 
как индукция формирования α-клеток прогрессивно 
снижается [39].

Фактор транскрипции Ia-1 является мишенью 
для Ngn3 и принимает участие в дифференциров-
ке эндокринных клеток. При мутациях по Ia-1 эндо-

кринные клетки наблюдаются, но большая их часть 
не секретирует гормоны [40]. В отличие от Ngn3, эк-
топическая экспрессия Ia-1 в протоковых клетках 
недостаточна для индукции эндокринной диффе-
ренцировки. В то же время коэкспрессия Ngn3 и Ia-1 
значительно усиливает эффективность индукции 
эндокринной дифференцировки по сравнению с эк-
топической экспрессией только Ngn3 [41].

Arx и Pax4 играют ключевые роли в специали-
зации подтипов эндокринных клеток. Arx выступа-
ет промотором дифференцировки α- и РР-клеток, 
в то время как Pax4 индуцирует β- и δ-линии (рис. 1). 
При дефиците Pax4 β- и δ-клетки ПЖ не развивают-
ся, при этом увеличивается количество α-клеток [42]. 
С другой стороны, потеря Arx ведет к увеличению 
числа β- и δ-клеток с исчезновением α-популяции 
[43]. Более тщательный анализ показал антагонизм 
факторов Arx и Pax4. Одновременный нокаут Pax4 
и Arx приводит к исчезновению β- и α-клеток, уве-
личению популяции δ-клеток, в то время как коли-
чество РР-клеток остается неизменным [44]. Из этого 
был сделан вывод, что Pax4 не входит в число факто-
ров, необходимых для спецификации β-/δ-клеток, а, 
подавляя экспрессию Arx, действует как ингибитор 
появления α-клеток.

На ранних стадиях развития Nkx2.2 играет суще-
ственную роль в спецификации β-клеток. В то же 
время в зрелых оЛ Nkx2.2 служит маркером α-, β- 
и РР-клеток. У мышей с нокаутом гена Nkx2.2 на-
блюдается потеря α-клеток, а также снижение чис-
ла β- и РР-клеток, при том, что количество δ-клеток 
остается неизменным [45, 46].

Nkx6.1, еще один маркер панкреатического 
эпителия, впервые детектируется на 9.5 день ЭР. 
Изначально он экспрессируется в Ngn3+ эндокрин-
ных клетках-предшественниках, а в дальнейшем 
только в зрелых β-клетках, в которых регулирует 
процесс секреции инсулина [47, 48]. У мышей с но-
каутом гена Nkx6.1 значительно снижено число 
зрелых β-клеток, в то время как другие подтипы 
островковых клеток развиваются нормально [47]. 
Nkx6.2, паралог Nkx6.1, имеет сходные паттер-
ны экспрессии, но не экспрессируется в зрелых 
β-клетках [49, 50]. Мыши, мутантные по Nkx6.2, 
имеют нормальный фенотип. В то же время у жи-
вотных с недостатком Nkx6.1 и Nkx6.2 возника-
ют изменения, сходные с проявлениями мутации 
Nkx6.1, но при этом значительно снижено число 
глюкагонпродуцирующих клеток. Это позволяет 
говорить о более широком влиянии Nkx-факторов 
на формирование α-клеток [49].

Еще один член семейства Pax, Pax6, играет важ-
ную роль в дифференцировке островковых клеток. 
Рах6 экспрессируется во всех эндокринных гормон-
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продуцирующих клетках. Рах6 необходим для раз-
вития всех четырех подтипов эндокринных клеток 
и формирования правильно структурированных оЛ, 
как показано с помощью нокаута гена Pax6 у мышей 
[51, 52].

Представители семейства генов Mafa (Mafa, Mafb 
и cMaf) влияют на конечную дифференцировку β- 
и α-клеток. Так, Mafa прямо действует на промо-
тор гена инсулина и трансактивирует его [53–55]. 
Экспрессия Mafa инициируется на 13.5 день ЭР 
и ограничена инсулин+-клетками в течение эмбри-
огенеза и последующей жизни [56]. У мышей с недо-
статком Mafa развивается сахарный диабет первого 
типа с сильным снижением уровня инсулина и ано-
мальной архитектурой оЛ. Изолированные инсулин+-
клетки с дефицитом Mafa не способны к глюко-
зозависимой секреции инсулина [57]. Кроме того, 
эктопическая экспрессия Mafa в энтодерме куриных 
эмбрионов, а также в культурах непанкреатических 
клеток достаточна для инициации секреции инсули-
на [58].

Таким образом, в результате изучения роли основ-
ных генов, вовлеченных в спецификацию различных 
эндокринных клеток, установлена сложность меха-
низмов их регуляции. Для оптимизации программ 
дифференцировки клеток in vitro необходимо изу-
чать in vitro и in vivo генез инсулинпродуцирующих 
β-клеток. 

ТРАНСПЛАНТАЦИЯ ДОНОРСКИХ ОСТРОВКОВ 
ЛАНГЕРГАНСА
Трансплантация поджелудочной железы позволя-
ет добиться восстановления нормального уровня 
глюкозы [59]. Однако подобная операция подвергает 
пациента определенным рискам и вызывает необхо-
димость иммуносупрессии на протяжении последу-
ющей жизни.

Трансплантация аллогенных изолированных 
островковых клеток позволяет избежать полостной 
операции. В 1983 году человеческие оЛ пересадили 
крысам с экспериментальным диабетом [60]. Первая 
трансплантация аллогенных оЛ человеку была про-

Рис. 1. Схема специ-
фикации эндокринных 
клеток в процессе 
развития подже-
лудочной железы. 
А – прогениторная 
эндокринная клетка 
с потенциалом пре-
вращения в α-клетку 
или во вторую проге-
ниторную клетку с по-
тенциалом превраще-
ния в β- или δ-клетку, 
экспрессирующая Arx 
и Pax4. Б – изменение 
спецификации при не-
достатке Pax4. В – из-
менение специфика-
ции при недостатке 
Arx. Г – изменение 
спецификации при не-
достатке Pax4 и Arx 
(по [18])

А Б

В Г

Ngn3+-
предшественники

Ngn3+-
предшественники

Ngn3+-
предшественники

Ngn3+-
предшественники

61% 9% 28% <1% 0% 98%

зрелые 
клетки

зрелые 
клетки

зрелые 
клетки

зрелые 
клетки

74% 25% <1% >90%

<1%<1%
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ведена в 1990 году [61]. Эффективность этого мето-
да оставалась крайне низкой до 2000 года. Вероятно, 
это было связано с технологиями выделения остров-
ков, недостаточным их количеством в трансплантате 
и жесткой иммуносупрессией. Использование разра-
ботанного Shapiro и соавт. [62] протокола Эдмонтона 
позволило снизить аллоиммунную реакцию и повы-
сить выживаемость пересаженных островков [62–64]. 
Удалось добиться независимости от введения экзо-
генного инсулина. Кроме того, использование этого 
метода позволило нормализовать уровень глики-
рованного гемоглобина HbA1c [65]. При выделении 
островков из ПЖ по протоколу Эдмонтона использу-
ют специфические ферменты. Выделенные клетки 
вводят в воротную вену печени через катетер, в ре-
зультате чего клетки задерживаются в венозных си-
нусах печени реципиента, где снабжаются кровью 
и осуществляют глюкозозависимую секрецию ин-
сулина. Важнейший компонент этого протокола – 
комбинация иммуносупрессоров. В течение корот-
кого времени сразу после трансплантации пациенту 
вводят даклизумаб, чтобы предупредить начальное 
отторжение. Использование второго компонента, си-
ролимуса, позволяет избежать использования ток-
сичных для островковых клеток стероидных препа-
ратов. Третий компонент, такролимус, применяется 
в малых дозах, что снижает его негативное воздей-
ствие на оЛ. Современные методики иммуномодуля-
ции позволяют продлить время жизни транспланта-
та и сохранить донорские оЛ до 5 лет [66–68]. Однако 
риски, вызываемые длительной иммуносупресси-
ей, а также острый дефицит донорского материала 
не позволяют широко использовать этот метод.

Сходство инсулина человека и свиньи [69, 70], 
а также применение инсулина в терапии диабета 
до появления рекомбинантного человеческого инсу-
лина [71], позволило рассматривать свиные островко-
вые клетки в качестве материала для трансплантата. 
Для защиты от отторжения используют различные 
методики инкапсуляции. В компании Living Cell 
Technologies изучается безопасность и эффектив-
ность трансплантации инкапсулированных свиных 
оЛ больным (СД1Т) без применения иммуносупрес-
сии (http://www.lctglobal.com). Показано отсутствие 
признаков воспаления или фиброза, а также сниже-
ние уровня гликированного гемоглобина у пациентов 
при уменьшении дневной дозы инсулина [72–74].

Активно изучается применение инкапсулирован-
ных человеческих островковых клеток [73, 75–78], 
однако, при снижении или полном отсутствии необ-
ходимости в иммуномодуляции остается проблема 
нехватки доноров.

В качестве материалов для изготовления капсул 
применяют как водорастворимые полимеры (альги-

нат), так и водонерастворимые [79]. Несмотря на во-
дорастворимость, альгинатные капсулы остаются 
стабильными в течение нескольких лет [78, 80–84]. 
Создание двухслойных капсул позволяет снизить 
пористость мембраны капсулы, что продлит вре-
мя ее жизни и улучшит иммунозащитные свойства. 
Возможна также модификация мембраны поли-L-
лизином и полиорнитином, но это снижает механи-
ческую стабильность, что, в свою очередь, уменьшает 
время жизни капсулы [79, 85, 86].

Немаловажен выбор места для трансплантации. 
Для адекватного функционирования трансплан-
тата необходим достаточно высокий уровень ва-
скуляризации. К сожалению, найти подходящую 
область для инкапсулированных трансплантатов 
достаточно сложно из-за их относительно круп-
ных размеров. Места, пригодные для пересадки не-
инкапсулированных образцов, такие, как печень 
и селезенка, не подходят, так как не могут принять 
капсулы достаточно большого размера (диаметром 
от 600 мкм). С помощью относительно простой ла-
пароскопии можно поместить капсулу в брюшную 
полость. Однако это не оптимальное расположение, 
поскольку вызывает существенный иммунный ответ. 
В ответ на трансплантат клетки мезотелия брюш-
ной полости продуцируют, в том числе и опосредо-
ванно, – через сигналы от макрофагов, фактор не-
кроза опухоли-α, интерлейкины-1β и -10, а также 
другие цитокины [87]. Лучшие результаты получены 
при введении как инкапсулированных, так и неин-
капсулированных трансплантатов под капсулу почки 
или подкожно [88]. Подобная локализация вызывала 
лишь незначительную клеточную иммунную реак-
цию при высокой жизнеспособности транспланти-
рованных островков и достаточном уровне секреции 
инсулина [89].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ КЛЕТОК
Плюрипотентные стволовые клетки способны диф-
ференцироваться в клетки всех трех зародышевых 
листков, что дает возможность получить из них и ин-
сулинпродуцирующие клетки для терапии сахарного 
диабета. Известны два типа ПСК: ЭСК, получаемые 
из внутренней клеточной массы бластоцисты, и ин-
дуцированные плюрипотентные стволовые клетки, 
получаемые перепрограммированием соматических 
клеток в плюрипотентные. Первыми ЭСК культиви-
ровали Thomson и соавт. [90], что положило начало 
перепрограммированию соматических клеток [91]. 
Дифференцировочный потенциал, пролиферативные 
свойства, морфология и профиль экспрессии генов 
у ЭСК и ИПСК схожи, что позволяет использовать 
ИПСК без этических ограничений, связанных с раз-
рушением эмбрионов [92, 93]. Аутологичные ИПСК 
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человека не элиминируются иммунной системой 
при пересадке, но остается опасность, что получен-
ные инсулинпродуцирующие клетки будут оттор-
гнуты тем же аутоиммунным механизмом, который 
привел к появлению сахарного диабета.

И ЭСК, и ИПСК способны к дифференцировке 
in vitro в инсулинпродуцирующие клетки [94–98]. 
Дифференцировка ПСК в инсулинпродуцирующие 
клетки проходит, как и при нормальном развитии 
ПЖ, в несколько стадий, первая из которых – ин-
дукция энтодермы. В ЭСК экспрессируется большое 
количество маркеров энтодермы, например Sox17, 
Foxa2, Cxcr4, при этом отсутствует экспрессия Sox7 
[95, 96, 99–102]. Дифференцировка ЭСК и ИПСК 
в энтодерму инициируется сигналами Nodal и Wnt 
[95, 99, 103, 104]. В свою очередь, Nodal активируется 
белком из семейства TGF-β – активином А, в кон-
центрации 50–100 нг/мл, наиболее эффективном 
для дифференцировки [105, 106]. Долю дифферен-
цированных клеток можно увеличить при одновре-
менном воздействии активина А и некоторых ин-
гибиторов (вортманнин, CHIR99021 [107], бутират 
натрия [96]) и активаторов Wnt-сигналов, таких, 
как CHIR9902 [108]. Кроме того, эффективность диф-
ференцировки можно повысить при использовании 
малых молекул, таких, как IDE1 и IDE2 [109]. Как из-
вестно, из энтодермы происходят как панкреати-
ческие клетки, так и гепатоциты. Для дальнейшей 
панкреатической дифференцировки in vitro клетки 
обрабатывают антагонистами TGF-β и BMP4, таки-
ми, как SU5402 и Noggin, которые подавляют диф-
ференцировку в гепатоцитарном направлении [101].

Вторая стадия панкреатической дифференциров-
ки ПСК – культивирование в присутствии дорсо-
морфина или его гомолога 1, которые способствуют 
развитию Pdx1+-клеток-предшественников [96, 99, 
109]. Последующие стадии, позволяющие превра-
тить клетки-предшественники в полноценные инсу-
линпродуцирующие клетки, пока ясны не до конца. 
При попытке провести дифференцировку in vitro 
использовали такие факторы, как никотинамид, ин-
сулиноподобный фактор роста 1 и гепатоцитарный 
фактор роста [96, 101, 103]. Дальнейшую дифферен-
цировку Pdx1+-клеток индуцировали индолактамом 
V и усиливали ретиноевой кислотой [108]. Показано 
также, что способность ПСК дифференцироваться 
в эндокринные клетки сильно зависит от плотности 
посева в культуре [110, 111]. Однако в клетках, диф-
ференцированных in vitro, часто синтезируются не-
сколько гормонов, такие клетки имеют незрелый фе-
нотип, не реагирующий на уровень глюкозы [103, 112, 
113]. В связи с этим часто трансплантируют клетки-
предшественники, чтобы дальнейшая дифферен-
цировка прошла in vivo [99, 105, 114–117]. В опытах 

как на здоровых мышах [99, 105], так и на мышах 
с диабетом, индуцированным стрептозотоцином [114], 
из ЭСК развивались функциональные инсулинпро-
дуцирующие клетки. Более того, показано, что даже 
инкапсулированные клетки-предшественники могут 
дифференцироваться в зрелые инсулинпродуциру-
ющие клетки, способные к эффективной секреции 
инсулина у мышей с диабетом [118].

В революционной работе Pagliuca и соавт. [119] 
разработан протокол дифференцировки, позволя-
ющий получать функциональные инсулинпродуци-
рующие клетки. Дифференцировка ПСК человека 
осуществляется в течение 28–33 дней с применением 
большого набора факторов роста и малых молекул. 
В результате получены инсулинпродуцирующие 
клетки, способные к глюкозозависимой секреции 
инсулина на уровне, сопоставимом с уровнем в зре-
лых β-клетках. Эти клетки содержали инсулиновые 
гранулы, обладающие ультраструктурой, присущей 
β-клеткам, и были способны нормализовать уровень 
глюкозы при трансплантации мышам с эксперимен-
тальным диабетом [119].

Обнаружено, что фактор освобождения кортико-
тропина, белок Ucn3, экспрессируется в β-клетках 
на высоком уровне и регулирует глюкозозависимую 
секрецию инсулина [120]. При дифференцировке in 
vitro, однако, Ucn3 не экспрессируется [121]. В то же 
время в зрелых и незрелых β-клетках уровень экс-
прессии Ucn3 различается более чем в 7 раз. Таким 
образом, созревание клеток in vivo важно для их 
функциональности. Это предполагает существование 
в местах трансплантации некоторых специфических 
сигналов, которые запускают дифференцировку 
и созревание β-клеток.

МЕТОД ПРЯМОГО ПЕРЕПРОГРАММИРОВАНИЯ
Технологии репрограммирования, разработанные 
для получения ИПСК, могут использоваться и в дру-
гих целях. Методика прямого перепрограммирования 
основана на применении генетических конструкций 
для репрограммирования клеток различного типа 
в целевые, минуя их возвращение в плюрипотентное 
состояние. Как и при получении ИПСК, в методе пря-
мого перепрограммирования используются техноло-
гии интеграции ДНК (в большинстве случаев с по-
мощью вирусных векторов). В частности, экспрессия 
гена Pdx1, искусственно вызванная в печени мышей 
с диабетом, привела к появлению инсулин+-клеток 
вблизи кровеносных сосудов. Конверсия, однако, 
была неполной. Это заставило искать другие гены, 
действующие синергично и между собой, и с Pdx1. 
Кроме того, начались поиски клеток, подходящих 
для репрограммирования. Многообещающими ока-
зались протоковые клетки. Еще в 1980-е годы было 
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показано, что β-клетки могут возникать из прото-
ковых клеток ПЖ. Экспрессия Pdx1 в протоках ПЖ 
человека индуцирует экспрессию инсулина [122]. 
Внутрибрюшинное введение рекомбинантного Pdx1 
снижало уровень гипергликемии у мышей со стреп-
тозотоциновым диабетом [123]. Протоковые клетки 
взрослых мышей, трансдуцированные аденовирусом, 
несущим Pdx1, Pax4, Ngn3 и NeuroD, начинали ак-
тивно вырабатывать инсулин [124].

Согласно последним исследованиям, ацинарную 
ткань ПЖ мыши также можно перепрограммиро-
вать с помощью искусственной экспрессии генов: 
возможна индукция дифференцировки ацинарных 
клеток в протоковые с последующим превращением 
в островковые [125]. Большое количество ацинарных 
клеток в ПЖ делает их удобным источником для по-
лучения β-клеток. Ацинарные клетки могут диффе-
ренцироваться in vitro в инсулинпродуцирующие 
клетки при культивировании в среде с низким содер-
жанием сыворотки с добавлением эпидермального 
фактора роста и никотинамида. При этом возрастает 
также экспрессия других гормонов, включая глю-
кагон, соматостатин и панкреатический полипептид 
[126]. Ацинарные клетки человека при определенных 
условиях культивирования могут трансформиро-
ваться в структуры, подобные протокам. Добавление 
дексаметазона индуцирует ацинарно-протоковый 
переход клеток, но, к сожалению, не дифферен-
цировку в инсулинпродуцирующие клетки [127]. 
Показано, что при гипергликемии увеличивается 
инфильтрация ацинарной ткани Т-клетками и ин-
дуцируется дифференцировка ацинарных клеток 
либо в β-клетки, либо в структуры, подобные прото-
кам, из которых могут в дальнейшем формироваться 
β-клетки [128]. Ацинарно-островковую дифферен-
цировку у крыс можно вызвать обработкой дексаме-
тазоном [129]. Согласно последним исследованиям, 
ацинарную ткань ПЖ мыши также можно перепро-
граммировать с помощью искусственной экспрес-
сии генов Pdx1, Ngn3 и Mafa. У опытных животных 
снизился уровень гипергликемии, хотя полного вы-
здоровления не произошло. Возможно, это связано 
с отсутствием агрегации полученных клеток и с от-
сутствием у них синхронной глюкозозависимой се-
креции инсулина [130–132]. Эти результаты под-
тверждены и в опытах in vitro, проведенных на линии 
ацинарных клеток AR42J, а затем на экзокринных 
клетках ПЖ человека [133, 134]. Дополнительно сто-
ит отметить, что в опытах in vivo перепрограммиро-
вание проходит лучше при более сильном иммунном 
ответе на введение вирусного вектора, используемого 
для доставки генов [135].

Основная физиологическая роль α-клеток заклю-
чается в секреции глюкагона – антагониста инсули-

на, играющего важную роль в поддержании уровня 
глюкозы. Переход α-клеток в β-клетки наблюда-
ли при эктопическом повышении экспрессии Pax4. 
Этому процессу также способствовал Ngn3 [136]. 
Усиленная экспрессия Pdx1, контролируемая про-
мотором Ngn3, на ранних стадиях эмбрионального 
развития приводит к смещению соотношения между 
α- и β-клетками в сторону β-клеток [137]. Подобный 
переход не индуцируется активацией Pdx1 на более 
поздних стадиях. При лигировании выводного про-
тока большое число новообразованных β-клеток про-
исходило из α-клеток в течение 2 недель [138]. Судя 
по всему, превращение α-клеток в β-клетки возмож-
но только в моделях с практически полным уничто-
жением изначальной популяции β-клеток [138, 139]. 
В эксперименте с частичным разрушением β-клеток 
подобный переход не обнаружен [140].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОММИТИРОВАННЫХ КЛЕТОК
Использование ЭСК не только этически неоднознач-
но, но имеет и другие негативные стороны. Например, 
трансплантаты как из ЭСК, так и из ИПСК могут 
обладать туморогенной активностью, обусловлен-
ной присутствием недифференцированных плюри-
потентных клеток. Кроме того, необходимым оста-
ется применение иммуномодулирующей терапии 
для регулирования аллогенных реакций [141, 142]. 
Использование постнатальных стволовых клеток по-
зволит обойти все эти проблемы [143–146].

Доступным источником стволовых клеток явля-
ется кожа. Клетки-предшественники кожи впервые 
были описаны Toma и соавт. [147]. Они обладают ши-
роким диапазоном дифференцировки, позволяющим 
получать функционально различные типы клеток 
in vitro (клетки глии, гладкой мускулатуры, ади-
поциты). Описан эффективный метод криоконсер-
вации клеток-предшественников кожи, дающий 
возможность создания клеточного банка. Таким об-
разом, кожа рассматривается в качестве перспек-
тивного источника аутологичных клеток, способных 
к дифференцировке и длительному хранению [148]. 
Из клеток-предшественников кожи in vitro получе-
ны клетки, способные к глюкозозависимой секреции 
инсулина и С-пептида. Дифференцированные клет-
ки экспрессировали характерные для β-клеток мар-
керы, такие, как Pdx1, Nkx2.2, Pax4, NeuroD и Isl-1 
[149].

Наиболее часто упоминаемые в контексте регене-
ративной медицины ПСК – это мезенхимные стволо-
вые клетки (МСК), в большом количестве представ-
ленные в большинстве тканей организма [150]. Их 
успешно культивируют in vitro, они достаточно эф-
фективно дифференцируются в костную, хрящевую 
и жировую ткани [151]. Предполагается, что для диф-
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ференцировки в инсулинпродуцирующие клетки 
наиболее подходят МСК жировой ткани, получен-
ные при операции на веке, поскольку они происходят 
из клеток нервного гребня. Подобное происхождение 
имеют и МСК из периодонтальной связки [152–154]. 
Однако их не удается достаточно эффективно при-
близить к фенотипу β-клеток in vitro. Несколько 
обособленно стоят МСК из пуповинной крови. 
Исследование, проведенное Prabakar и соавт., вы-
явило у них сходные с ЭСК характеристики, а также 
сходство их дифференцировки в панкреатическом 
направлении [155]. Другой вариант терапии – прямое 
введение недифференцированных МСК, при котором 
наблюдали различную степень регенерации [153, 154, 
156, 157]. Подобная реакция организма обусловлена 
иммуномодуляторными, противовоспалительными, 
проангиогенными и трофическими свойствами МСК. 
Более выраженной способностью к регуляции имму-
нитета обладают гемопоэтические стволовые клетки, 
которые успешно использовали для «перезагрузки» 
иммунитета при диабете [158, 159]. Мультипотентные 
стволовые клетки, полученные из пуповинной кро-
ви, по неподтвержденным результатам могут зани-
маться так называемым «обучением» иммунитета. 
Лимфоциты больных сахарным диабетом первого 
типа циркулируют в устройстве с высеянными муль-
типотентными стволовыми клетками пуповинной 
крови здоровых доноров. После реинфузии «обучен-
ных» лимфоцитов наблюдали снижение симптомов 
сахарного диабета первого типа [160, 161].

Существует гипотеза, что повреждение ПЖ вы-
зывает активацию факультативных клеток-предше-
ственников, которая ведет к увеличению количества 
β-клеток. Показано, что в ПЖ мыши β-клетки реге-
нерируют из протоковых клеток-предшественников 
[161]. Кроме того, в большой выборке больных хро-
ническим панкреатитом и бессимптомным фиброзом 
ПЖ выявлен неогенез из комплексных островково-
протоковых структур, которые представляют со-
бой ассоциацию эндокринной части ПЖ с протока-
ми [162]. У мышей со стрептозотоциновым диабетом 
обнаружено два типа предшественников β-клеток, 
экспрессирующих Glut2 и Pdx1/соматостатин. Этим 
клеткам приписывают протоковое происхождение 
[163, 164]. Изучение зародышевых ПЖ in vitro по-
казало, что новые инсулинпродуцирующие клетки 
могут происходить из эпителия протоков. Протоки 
ПЖ, взятые у свиньи в неонатальный период, в осо-
бых условиях культивирования экспрессируют ин-
сулин и маркеры предшественников эндокринных 
клеток [165]. В протоковой ткани ПЖ человека, 
культивируемой в течение 3–4 недель, наблюдали 
эндокринные клетки, прорастающие в трехмерных 
протоковых кистах. Эти клетки экспрессировали 

как инсулин, так и другие гормоны оЛ. Это говорит 
о том, что они находятся в состоянии дифферен-
цировки. Кроме того, в полученных таким образом 
клетках секреция инсулина была глюкозозависимой 
[161]. Показано также, что Pdx1 может значительно 
ускорять дифференцировку протоковых эпители-
альных клеток в инсулинпродуцирующие клетки in 
vitro [166]. В результате исследований in vivo на мы-
шах с индуцированным стрептозотоциновым диабе-
том установлено, что протоковые клетки экспресси-
руют инсулин на ранних стадиях воспаления, а затем 
экспрессия прекращается [167]. Это может говорить 
о том, что начальное воспаление при сахарном диа-
бете первого типа индуцирует регенерацию β-клеток. 
Возможно, новообразованные β-клетки более уяз-
вимы для апоптоза. Экспрессия фактора некроза 
опухоли-α в β-клетках мыши вызывала хрониче-
ский инсулит, а не диабет. Это происходило с одно-
временным развитием внутриостровковых протоков 
с встроенными в их стенки β-клетками, что может 
говорить о способности к регенерации [168]. Сходным 
образом трансгенные мыши, экспрессирующие 
интерферон-γ, были защищены от стрептозотоци-
нового диабета, который сопровождался увеличен-
ной регенерацией протоковых клеток и неогенезом 
оЛ [169]. Экспрессия Pdx1 и Msx2 в протоках ПЖ та-
ких трансгенных мышей предполагает ассоциацию 
этих факторов с дифференцировкой протоковых 
клеток в этой модели [170]. У людей с аутоиммунным 
хроническим панкреатитом разрушение β-клеток 
Т-клетками вызывает дифференцировку β-клеток 
из протоковых клеток ПЖ [171]. У больных сахарным 
диабетом первого типа после одновременной пере-
садки ПЖ и почки обнаружены инсулинпродуциру-
ющие Pdx1+-протоковые клетки. 

На мышах с индуцированным аллоксаном диа-
бетом показано, что при in vivo воздействии EGF 
и CNTF новые инсулинпродуцирующие клетки об-
разуются преимущественно из ацинарных клеток 
[172]. С помощью технологии Cre/LoxP проследили 
судьбу ацинарных и протоковых клеток и выясни-
ли, что около 40% новообразованных инсулинпроду-
цирующих клеток происходят из ацинарных клеток 
и только 4% – из других типов клеток. Это доказы-
вает существование трансдифференцировки в ПЖ 
млекопитающих.

Ряд работ посвящен поиску непанкреатического 
источника клеток, способных синтезировать инсу-
лин. Один из таких источников – большие слюнные 
железы. Показано, что в поднижнечелюстной слюн-
ной железе крысы экспрессируется мРНК препро-
инсулинов I и II [173]. Иммуногистохимическими ме-
тодами инсулин обнаружен в околоушной слюнной 
железе крысы [174]. Установлено, что при диабете 
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поднижнечелюстные слюнные железы выполняют 
компенсаторную функцию [175]. У мышей со стреп-
тозотоциновым диабетом после трансплантации 
поднижнечелюстной слюнной железы под капсулу 
почки наблюдалась нормализация уровня глюко-
зы в крови [176]. Клетки, полученные из поднижне-
челюстной слюнной железы человека и животных 
(мышь, крыса, свинья), легко культивируются [177–
179]. В трехмерных условиях культивирования они 
приобретают способность синтезировать глюкагон, 
альбумин или инсулин [177, 178]. При сферическом 
культивировании в присутствии никотинамида клет-
ки слюнной железы человека приобретали способ-
ность к глюкозозависимой секреции С-пептида [179]. 
Клетки поднижнечелюстной слюнной железы кры-
сы, экспрессирующие α6β1/c-Kit, сохраняли мор-
фологию, пролиферативную активность и мульти-
потентность, присущую стволовым клеткам, более 
92 пассажей. В присутствии активина А, эксендина 
4 и ретиноевой кислоты эти клетки экспрессировали 
панкреатические маркеры, такие, как Pdx1, инсулин, 
панкреатический полипептид и Ngn3 [180].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ БИОМАТЕРИАЛОВ ДЛЯ 
СОЗДАНИЯ МАТРИКСОВ ДЛЯ 3D-СТРУКТУР
Широко известно, что использование трехмерных 
структур для культивирования клеток имеет некото-
рые преимущества перед традиционным двумерным 
культивированием. Клетки содержатся в услови-
ях, более близких к нативным, сохраняют контак-
ты с матриксом и между собой, ускоряется процесс 
дифференцировки [181]. Такие системы приближают 
условия культивирования клеток к условиям in vivo. 
Эти утверждения справедливы и для культивирова-
ния панкреатических клеток in vitro и их доставки 
in vivo. 

Высевание клеток на пористый матрикс увеличи-
вает их жизнеспособность и функции изолированных 
оЛ in vitro, улучшает результаты трансплантаций. 
Например, островковые клетки ПЖ крысы были 
почти вдвое более жизнеспособны и секретирова-
ли в 4 раза больше инсулина при культивировании 
на пористом матриксе из полигликолевой кислоты, 
чем при 2D-культивировании [182]. При культи-
вировании инсулинпродуцирующих клеток линии 
RIN-m5F на созданном методом электроспиннинга 
матриксе из сополимера молочной и гликолевой кис-
лот PLGA с порами, заполненными коллагеном типа 
I, секреция инсулина повышалась вдвое [183].

Еще одно преимущество пористых матриксов – 
возможность кокультивирования нескольких типов 
клеток для создания условий, повторяющих на-
тивные структуры ткани. Так, кокультивирование 
островковых клеток мыши, клеток эндотелия пупо-

вины человека и фибробластов крайней плоти че-
ловека на матриксе из PLLA\PGLA увеличило вы-
живаемость островковых клеток на 75%. Кроме того, 
включение фибробластов и эндотелиальных клеток 
увеличило экспрессию таких маркеров, как Gcg, 
Pdx1, Nkx6.1 и Glut2. В полтора раза увеличилась 
секреция инсулина [184].

Очевидно, что биоматериалы создают трехмерную 
структуру для культивирования клеток, однако все 
больше говорят о фундаментальном влиянии натив-
ного межклеточного матрикса (МКМ) на состояние 
клеток. Его роль заключается не только в механи-
ческой поддержке: МКМ влияет на адгезию клеток, 
молекулярный состав, клеточные взаимодействия 
и связывание факторов роста. Кроме того, его меха-
ническая жесткость и деформируемость вносят су-
щественный вклад в процессы дифференцировки, 
пролиферации, выживания, полярности и миграции 
клеток [185].

Наиболее полно охарактеризованы такие компо-
ненты МКМ, как ламинины – семейство из 15–20 
гликопротеинов [186], каждый из которых незави-
симо усиливает секрецию инсулина [187]. Ламинины 
влияют на клетки, связываясь с интегринами – бел-
ками клеточной мембраны, отвечающими за ад-
гезию и передачу внешних сигналов цитоскелету 
[188]. 3D-структура нативного МКМ определяет то-
пографию эндокринных клеток, что, как показано, 
влияет на секреторную активность [189]. Более того, 
составляющие элементы, такие, как коллагены, гли-
копротеины, гликозаминогликаны независимо пре-
дотвращают апоптоз β-клеток, вызванный потерей 
клеточной адгезии [189–195]. Обнаружено, что ком-
поненты МКМ усиливают секрецию инсулина, даже 
в отсутствие глюкозы [196]. МКМ способен связы-
вать, запасать и регулировать активность факторов 
роста, включая TGF-β1, который влияет на развитие, 
функционирование и регенерацию оЛ [197, 198].

При разработке материалов для создания искус-
ственных 3D-матриксов их поверхность модифици-
руют прикреплением молекул, составляющих часть 
нативного МКМ. Однако на данный момент более 
перспективным считают использование децеллюля-
ризации МКМ (рис. 2) [200–204]. Современные под-
ходы позволяют удалить клеточный материал, ДНК 
и поверхностные антигены при сохранении струк-
турной целостности МКМ [205]. Получена децеллю-
ляризованная свиная ПЖ с сохранением всех важ-
ных структурных компонентов, включая различные 
типы коллагена, эластин, фибронектин и ламинин 
[206]. Децеллюляризованная ткань служит матрик-
сом для посадки клеток с целью восстановления 
клеточной части органа. На данный момент удалось 
успешно рецеллюляризовать МКМ таких органов, 
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как печень [207], дыхательные пути [208], мочевой 
пузырь [209], молочная железа [210]. Это позволяет 
надеяться на положительный результат и в случае 
ПЖ.

ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ
Современные методы лечения при СД1Т ограниче-
ны и не элиминируют долговременные осложнения. 
Заметен прогресс в исследованиях, связанных с по-
пытками восстановления инсулинпродуцирующей 
функции ПЖ. Классические методы транспланта-
ции сталкиваются с нехваткой доноров и рисками, 
связанными с необходимостью иммуносупрессии. 
Последние могут быть преодолены с помощью тех-
нологий инкапсуляции, однако нерешенными оста-
ются такие проблемы, как недостаточная продолжи-
тельность жизни клеток и совмещение достаточного 
числа клеток для обеспечения нормогликемии с раз-

мерами трансплантата, не вызывающими затруд-
нений в движении или какого-либо дискомфорта. 
Способность некоторых типов клеток, например МСК 
и гемопоэтических клеток, к регулировке иммуни-
тета может оказаться весьма полезной для предот-
вращения повторного аутоиммунного уничтожения 
β-клеток.

Тщательного анализа требует выбор типа клеток. 
ЭСК и ИПСК могут дифференцироваться в панкреа-
тические клетки-предшественники и/или инсулин-
продуцирующие клетки. Использование аллоген-
ных ЭСК, однако, также требует иммуносупрессии 
либо инкапсулирования. Применение аутологичных 
ИПСК ограничивается экономической целесообраз-
ностью получения своей линии для каждого отдель-
ного пациента и сложностью дифференцировочных 
протоколов. Кроме того, велика вероятность последу-
ющего рецидива, связанного с отторжением, вызван-

А Б В

Внутрисосудистая  
доставка раствора  

для децеллюляризации

Внутрисосудистая и трансмуральная 
доставка орган-специфических  

и/или стволовых клеток

Децеллюляризация Рецеллюляризация

= нативные клетки животного = аутологичные клетки пациента

Рис. 2. Схема технологии децеллюляризации-рецеллюляризации. А – интактный орган, состоящий из клеточного 
компонента (красные эллипсы) и МКМ (синяя сеть), а также факторов роста (зеленые точки). Б – ацеллюлярный 
орган после освобождения от клеточного материала. В – рецеллюляризованный аутологичными клетками орган 
(желтые эллипсы) (по [199])
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ного аутоиммунным механизмом, который и привел 
к появлению СД1Т. Остается нерешенным и вопрос 
туморогенной активности оставшихся в трансплан-
тате недифференцированных ПСК.

На данный момент перспективным кажется со-
вмещение различных подходов: полученные от бу-
дущего реципиента ИПСК дифференцируют до пан-
креатических клеток-предшественников, которые 
затем культивируют в 3D-условиях с элементами 
МКМ и аутологичными МСК. Или для «переза-
грузки» иммунной системы пациента используют 
гемопоэтические стволовые клетки, а новые инсу-
линпродуцирующие клетки получают с помощью 
прямого перепрограммирования. Однако применение 
этих подходов требует тщательного анализа и оцен-
ки возможных рисков, связанных с биологической 
безопасностью методик и туморогенной активностью 
используемых клеток.

Многообещающим современным методом явля-
ется прямое перепрограммирование клеток. Однако 
недостаточное изучение безопасности этого спосо-
ба получения инсулинпродуцирующих клеток пока 

не позволяет говорить о переносе прямого перепро-
граммирования в практическую плоскость.

Положительный эффект культивирования в трех-
мерных условиях описан в многочисленных работах. 
Кроме того, возможность кокультивирования клеток 
позволяет получить трансплантаты, наиболее близ-
кие к нативному органу. Перспективным выглядит 
использование децеллюляризованного МКМ, одна-
ко для понимания эффектов использования данных 
структур в организме необходимы опыты in vivo.

Коммитированные клетки пока не удается с до-
статочной эффективностью приблизить к фенотипу 
β-клеток in vitro. Таким образом, основной задачей 
клеточной биологии остается поиск доступного ис-
точника клеток, способных к эффективной диффе-
ренцировке в инсулинпродуцирующие клетки и глю-
козозависимой секреции инсулина. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда  

(проект № 14-50-00029).
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РЕФЕРАТ Обзор посвящен проблеме моделирования злокачественных опухолей с использованием техно-
логий тканевой инженерии. Тканевая инженерия опухолей (ТИО) – новый метод трехмерного (3D) моде-
лирования злокачественных новообразований, основанный на создании комплексных тканеинженерных 
конструкций (ТИК), включающих в себя малигнизированные клетки, клеточные носители-скаффолды, 
играющие роль внеклеточного матрикса, а также другие компоненты опухолевого микроокружения. В ряде 
случаев ТИК могут трансплантироваться в организм лабораторных животных, однако специфической 
задачей ТИО является максимально реалистичное воспроизведение и длительное поддержание свойств 
моделируемой опухоли in vitro, прежде всего, с целью изучения биологии рака и разработки новых методов 
терапии и диагностики неоплазий. Успех реализации этой трудной задачи во многом зависит от техноло-
гического прогресса в области создания биореакторов – устройств, обеспечивающих оптимизацию условий 
культивирования и управление развитием опухолевых ТИК. В обзоре рассмотрены возможности исполь-
зования основных типов биореакторов в ТИО.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биореакторы, моделирование, рак, тканевая инженерия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 2D – двумерный – культура клеток и тканей в монослое (двумерная культура); 
3D – трехмерный; БР – биореактор; ДЦЛ – децеллюляризация; ДЦЛ-матрикс, ДЦЛ-ткань, ДЦЛ-орган – 
децеллюляризированный матрикс, децеллюляризированная ткань и децеллюляризированный орган соот-
ветственно; РЦЛ – рецеллюляризация; ТИ – тканевая инженерия; ТИК – тканеинженерная конструкция; 
ТИО – тканевая инженерия опухолей; ТМО – тканеинженерная модель опухоли; SCID – лабораторные 
мыши с врожденным тяжелым комбинированным иммунодефицитом (severe combined immunodeficiency 
mice). 
Аббревиатуры, используемые в англоязычной литературе для обозначения роторных биореакторов различ-
ных типов: RWV – rotating-wall vessels, rotating-wall bioreactors (биореакторы с вращающимися стенками); 
RCCS – rotary cell culture systems (роторные системы для культивирования клеток); HARV – high aspect 
reactor vessels (биореактор с высоким соотношением линейных размеров, вертикальный цилиндрический 
роторный биореактор); STLV – slow turning lateral vessels (роторные биореакторы с медленно вращаю-
щимися стенками); RWPV – rotating-wall perfusion vessels (роторно-перфузионный биореактор); NASA 
bioreactor – общее название роторных биореакторов, разработанных NASA, как правило, RWV, HARV 
или STLV.
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ВВЕДЕНИЕ
Метод культуры клеток и тканей in vitro является 
традиционным инструментом исследований в обла-
сти биологии рака и создания новых методов про-
филактики, диагностики и лечения этого класса за-
болеваний. Первичные и линейные клетки опухолей 
человека и животных представляют собой чрезвы-
чайно удобный объект для изучения молекулярных 
и клеточных механизмов злокачественного роста 
и оценки эффектов лекарств. Однако около 95% пре-
паратов, проявивших хороший противоопухолевый 
эффект в экспериментах на клеточных культурах 
и лабораторных животных, во время клинических 
испытаний обнаруживают недостаточную эф-
фективность или неприемлемую токсичность [1]. 
Возможным и правдоподобным объяснением явля-
ется недостаточная релевантность существующих in 
vitro и in vivo моделей рака по отношению к сложным 
по структуре, гетерогенным по клеточному составу 
и постоянно изменяющимся во времени реальным 
опухолям человека [1–3]. 

К числу важнейших факторов, сопровождающих 
эксперименты на традиционных культурах клеток 
в монослое (2D), относятся селекция специфиче-
ского, адаптированного к росту на культуральном 
пластике фенотипа клеток из первоначально край-
не гетерогенной опухолевой клеточной популяции, 
аномальная поляризация клеток, связанная с огра-
ниченной экспозицией поверхности клеток к куль-
туральной среде, резкое сокращение клеточно-кле-
точных контактов, отсутствие клеточно-матриксных 
взаимодействий и метаболических градиентов [4–6]. 
В совокупности это приводит к невозможности вос-
произведения в 2D-культуре таких критически зна-
чимых в биологии рака явлений [7], как гетероген-
ность клеточных популяций, формирующих опухоль, 
взаимодействие опухоли с ее микроокружением 
и организмом в целом (рис. 1).

Модели рака на лабораторных животных также 
не лишены недостатков. Так, при использовании 
одного из наиболее популярных подходов – моде-
лировании человеческих опухолей на мышах путем 
имплантации клеточных аллографтов – гистологи-
ческие особенности неоплазий человека воспроизво-
дятся не вполне точно или не могут быть воспроиз-
ведены вообще (рис. 2А–Г). Кроме того, срок жизни 
лабораторных животных, как правило, меньше пери-
ода возникновения метастазов [8]. Относительно при-
ближенной к реальности моделью опухолей человека 
являются ксенографты, полученные из опухолевой 
ткани пациентов и трансплантируемые мышам с по-
давленной иммунной системой (nude, SCID) [10, 11]. 
Такие модели относительно адекватно отражают 
структуру и функционирование опухоли человека 

на тканевом уровне (рис. 2Д,Е), а организм-носитель 
выполняет такую же роль, которая отводится пита-
тельной среде в культурах in vitro. В то же время фи-
зиология бестимусных или SCID мышей значительно 
отличается от человеческой, а значительная стои-
мость и низкая воспроизводимость моделей ограни-
чивают возможности их применения. 

Стремление более точно воссоздать гистоло-
гическое строение и поведение опухолей привело 
к разработке технологий сокультивирования кле-
ток различных типов и созданию трехмерных (3D) 
моделей опухолей. К числу последних относятся 
многоклеточные сфероиды, а также культуры рако-
вых клеток на матрицах различного состава и стро-
ения (гелевых, волокнистых и др.). Один из наибо-
лее перспективных подходов – тканевая инженерия 
опухолей (ТИО) – новый метод 3D-моделирования 
злокачественных новообразований, основанный 
на создании комплексных конструкций, включа-
ющих в себя малигнизированные клетки, плотные 
пористые или волокнистые клеточные носители-
скаффолды, играющие роль внеклеточного матрик-
са, а также другие компоненты опухолевого микро-
окружения. Тканеинженерные модели опухолей 
(ТМО) предназначены для изучения биологии рака 
и разработки методов диагностики и терапии злока-
чественных новообразований. Основные принципы 
ТИО, ее преимущества, ограничения и реализован-
ные модели подробно обсуждаются в нескольких об-
зорах [8, 13–19].

Как следует из приведенного выше определения, 
ТИО базируется на принципах тканевой инженерии 
(ТИ) нормальных тканей в части комбинирования 
определенных клеток и скаффолдов с последующим 
управлением ходом развития полученных тканеин-
женерных конструкций (ТИК) [20], но служит для ре-
шения не лечебных, а исследовательских задач. 
В общем случае тканеинженерная модель здоровой 
ткани представляет собой 3D-культуру нормаль-
ных клеток на скаффолде – ТИК, которая «собира-
ется» и «созревает» in vitro и затем имплантируется 
в организм пациента для замещения поврежденных 
или утраченных тканей или органов. После этого 
должно произойти приживление реконструирован-
ной структуры, обеспечивающее ее жизнеспособное 
состояние и выполнение поставленной функциональ-
ной задачи. Очень часто ТИК, применяемые в регене-
ративной медицине, представляют собой временные 
функциональные тканевые или органные протезы, 
которые впоследствии должны подвергаться биоре-
зорбции и полному замещению собственными тка-
нями организма. Раковые ТИК, напротив, должны 
включать, в первую очередь, малигнизированные 
клетки, длительно существовать и обладать струк-
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турным и функциональным сходством с моделируе-
мыми опухолями уже в условиях in vitro, поскольку 
именно на этом этапе они могут быть использованы 
в качестве объектов исследований. Опухолевые ТИК 
также могут быть имплантированы в организм ла-
бораторных животных, например, с целью изуче-
ния ангиогенного, инвазивного и метастатического 

потенциала, однако, использование подобных био-
искусственных тканей in vitro представляется наи-
более привлекательным с точки зрения возможности 
улучшения воспроизводимости результатов, созда-
ния высокопроизводительных тест-систем для фар-
макологических тестов, а также сокращения объема 
экспериментов на животных. 

Рис. 1. Схема строения злокачественной опухоли человека (А) и изменения, происходящие при 2D- 
и 3D-культивировании клеток in vitro (Б). А – опухоль является объемным образованием, внутри которого в силу 
местных особенностей кровообращения, механических условий и иннервации формируются метаболические 
градиенты, в свою очередь, усиливающие генетическую нестабильность малигнизированных клеток, преимуще-
ственную селекцию определенных фенотипов, а также обусловливающие динамические ответы пула раковых 
стволовых клеток. В состав опухоли входят также резидентные клетки пораженного органа и клетки воспалитель-
ного инфильтрата (в основном, макрофаги и лимфоциты, в ряде случаев, нейтрофилы, эозинофилы и плазмати-
ческие клетки). Внеклеточный матрикс, сосуды и участки соединительной ткани составляют второй обязательный 
компонент – строму опухоли. Степень развития стромы в различных видах злокачественных новообразований 
варьирует и существенно влияет на динамику развития заболевания и лекарственную устойчивость. В структу-
ре опухоли могут присутствовать одновременно как участки с активным ростом, так и зоны некроза, участки 
геморрагий и гнойного расплавления тканей [8]. Б – изменения, вызванные культивированием в 2D-условиях, 
обусловлены селекцией специфических клеточных фенотипов и искажением взаимоотношений клеток с микро- 
и макроокружением [9] 
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Различия в скорости роста, дифференцировке 
и обмене веществ между нормальными и раковыми 
клетками позволяют обойти типичную для регене-
ративной медицины проблему наращивания кле-
точной популяции в составе ТИК (например, в ходе 
управляемой дифференцировки стволовых клеток). 
С другой стороны, эти обстоятельства обусловлива-
ют необходимость создания новых методов и систем 
3D-культивирования, позволяющих формировать 
и поддерживать объемные, метаболически активные 
тканевые структуры вне организма, а значит, в от-

сутствие нормальных систем гомеостаза. Подобная 
по сложности задача в определенной мере решается 
в современных системах временного хранения и жиз-
необеспечения донорских органов.

В тканевой инженерии для выращивания ТИК 
и их поддержания в жизнеспособном состоянии 
до имплантации используются биореакторы (БР) 
[21] – инженерные системы, предназначенные 
для автоматизации процессов культивирования кле-
ток и тканей in vitro и обеспечивающие оптималь-
ные для развития ТИК физико-химические условия. 
Задачей настоящего обзора является анализ совре-
менного состояния тканеинженерного моделирова-
ния злокачественных опухолей с использованием 
биореакторных технологий.

КОМПОНЕНТЫ ОПУХОЛЕВЫХ ТИК
Главными компонентами ТИК являются клетки 
и скаффолды (рис. 3). Клетки могут быть представ-
лены одним или несколькими типами одновременно 
(например, гепатоцитами и фибробластами при мо-
делировании печени), однако, тканевую специфич-
ность ТИК определяет наиболее многочисленная 
клеточная популяция. В частности, основу клеточ-
ного компонента опухолевых ТИК могут составлять 
как первичные клетки, выделенные из биопсийных 
фрагментов опухоли (из исходного или метастати-
ческого очага), так и линейные раковые клетки, по-
лученные путем специальных процедур селекции 
и культивирования. Могут подбираться клетки раз-
личной степени дифференцировки, а также с раз-
личным метастатическим потенциалом. Помимо опу-
холевых клеточных популяций, в состав ТМО также 
могут включаться стромальные элементы (фибро-
бласты, перициты, эндотелиальные и гладкомышеч-
ные клетки), основные клетки резидентного органа 
(например, гепатоциты при моделировании опухо-
левого поражения печени или остеобласты и клетки 
костного мозга при исследовании неопластических 
процессов в костях), клетки воспалительного ин-
фильтрата (макрофаги, лимфоциты, нейтрофилы, 
плазматические клетки, эозинофилы) [22].

Скаффолды, представляющие собой биоактивные 
матрицы, выполняющие роль внеклеточного матрик-
са, не только служат механической опорой для кле-
ток, но также влияют на их адгезию и подвижность 
(что включает серию сигнальных путей, чувстви-
тельных к организации цитоскелета), обеспечивают 
механическую и биохимическую интеграцию кон-
струкции, стимулируют необходимую дифференци-
ровку (в ТИК нормальных тканей) или поддержива-
ют заданный фенотип и функциональную активность 
клеток. Архитектура скаффолдов обеспечивает фор-
мирование градиентов сигнальных молекул и кис-

Рис. 2. Сравнение гистологического строения рака 
предстательной железы (А, В, Д) и толстого кишеч-
ника (Б, Г, Е) в биоптатах первичных опухолей чело-
века (А, Б) со структурой моделей этих же опухолей, 
воспроизводимых на мышах (В–Е). Модели, полу-
ченные путем культивирования in vitro и последующей 
имплантации мышам аллографтов из линейных клеток 
PC-3M (В) и Colo205 (Г), имеют гомогенную органи-
зацию, в которой утрачены патогномоничные гланду-
лярные элементы из клеток опухоли, а стромальный 
компонент практически отсутствует. При подкожной 
имплантации мышам SCID ксенографтов, полученных 
из фрагментов интраоперационных биоптатов соот-
ветствующих первичных опухолей человека, наблюда-
ются выраженные искажения опухолево-стромальных 
соотношений (Д, Е). По материалам [12] 

А Б

В Г

Д Е



ОБЗОРЫ

 ТОМ 8  № 3 (30)  2016 | ACTA NATURAE | 53

лорода в ТИК, дает возможность изучения роли 
клеточно-матриксных взаимодействий в регуляции 
канцерогенеза с учетом взаимного влияния механи-
ческих факторов, нанорельефа, геометрии матрикса 
и адгезии клеток [24]. 

Для создания скаффолдов используются волокни-
стые и пористые материалы, изготовленные из син-
тетических полимеров (например, полилактата, 
поликапролактона, полилактогликолида) или ма-
териалов натурального происхождения (коллагена, 
хитозана, гиалуроновой кислоты) [17], а также специ-
альным образом обработанные натуральные ткани 
и органы [25, 26]. Важнейшим преимуществом син-
тетических скаффолдов, создаваемых с помощью 
инженерных методов, таких, как электроспинниг, 
3D-печать и т.п., является высокая степень опреде-
ленности химического состава и возможность тонкого 
контроля пространственной организации и механи-
ческих свойств, что позволяет изучать влияние еди-
ничных сигнальных факторов на морфогенез ткани. 
Однако зачастую подобные скаффолды без допол-
нительной модификации не поддерживают в необ-
ходимой степени адгезию и продолжительную про-
лиферацию клеток. Кроме того, они обладают лишь 
отдаленным сходством с оригинальной моделируе-

мой тканью и, в сущности, являются, пусть и суще-
ственно улучшенным, 3D-аналогом культуральных 
емкостей. Скаффолды, изготавливаемые из полиме-
ров натурального происхождения, характеризуются 
высокой биосовместимостью, но при этом возмож-
ности точного контроля их состава, управления их 
геометрией и биомеханическими свойствами лими-
тированы [17].

Альтернативный подход предполагает обработку 
натуральных тканей или органов с удалением всех 
клеточных элементов и максимальным сохранением 
состава и структуры внеклеточного матрикса. Этот 
процесс называется децеллюляризацией (ДЦЛ), 
а получаемые скаффолды – децеллюляризирован-
ными тканями, или бесклеточными матриксами, 
тканями или органами (ДЦЛ-матрикс, ДЦЛ-ткань, 
ДЦЛ-орган) [26, 27]. Таким образом, ДЦЛ обеспечи-
вает получение скаффолдов, весьма близко к реаль-
ности воспроизводящих естественное микроокруже-
ние клеток в составе ткани или органа. Современные 
методы ДЦЛ позволяют создавать скаффолды, 
содержащие не только компоненты внеклеточно-
го матрикса, такие, как, например, коллагеновые 
и эластические волокна, но также и поддерживать 
целостность базальных мембран кровеносных со-

Рис. 3. Принципы создания опухолевых ТИК. Для создания биомиметических опухолевых ТИК требуется включе-
ние в состав конструкции ключевых компонентов опухоли (как минимум, опухолевых клеток и скаффолда, пред-
ставляющего внеклеточный матрикс (ЭЦМ)), а также воспроизведение условий их существования (включение 
значимых физических и химических сигнальных факторов). Адаптировано из [23] 
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судов, что обеспечивает формирование единой сети 
«протососудов» (децеллюляризированных стенок 
кровеносных сосудов различного калибра), которые 
позднее могут быть использованы для питания соз-
даваемой биоинженерной ткани. Эта возможность 
принципиально важна, поскольку проблема питания 
внутренних областей ТИК является одной из наибо-
лее сложных в тканевой инженерии в целом и крити-
чески значимой для ТИО. 

ОСНОВНЫЕ ПРОБЛЕМЫ «СБОРКИ» 
И КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ОПУХОЛЕВЫХ ТКАНЕЙ, 
ТРЕБУЮЩИЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ БИОРЕАКТОРОВ
Биореакторы – это замкнутые системы, в которых 
биологические процессы протекают при строго кон-
тролируемых условиях [28]. Эта концепция не явля-
ется чем-то принципиально новым и не ограничи-
вается тканевой инженерией. Биотехнологи давно 
используют БР (хемостаты, ферментеры) для выра-
щивания культур микроорганизмов и получения раз-
личных клеточных продуктов. Типичная биореактор-
ная система включает в себя емкость, изолированную 
от влияния внешней среды (колбу, сосуд, камеру), 
исполнительные устройства (насосы, двигатели 
и т.д.), датчики, а также, очень часто, специальные 
контроллеры и программное обеспечение для управ-
ления биотехнологическим процессом или слежения 
за его ходом. В БР, предназначенных для ТИ, выра-
щивают клетки и ТИК, а также исследуют влияние 
биохимических и биомеханических факторов на раз-
витие клеток и тканей. В процессе «сборки» опухоле-
вых ТИК и их дальнейшего культивирования in vitro 
можно выделить несколько ключевых проблем, оп-
тимальное решение которых требует использования 
биореакторных технологий.

Наращивание клеточных популяций
Размеры ТМО могут варьировать от нескольких куби-
ческих миллиметров до масштаба целого органа чело-
века или животного, но в любом случае число необхо-
димых клеток всегда многократно превышает объем 
типовых клеточных культур в монослое. Поэтому 
первым шагом при создании опухолевой ТИК явля-
ется наращивание необходимого количества клеток 
заданных типов, что требует значительной площади 
поверхности, на которой они могут расти. Для сокуль-
тивирования нескольких типов клеток часто необхо-
дима их одновременная экспансия в разных условиях. 
В ряде случаев клеточные популяции для создания 
ТИК выращиваются в форме многоклеточных сферо-
идов, что также требует специальных условий куль-
тивирования. Роль БР при решении этих задач состо-
ит в автоматизации и улучшенном контроле процесса 
культивирования клеток.

Рецеллюляризация скаффолдов
Второй шаг в создании ТИК состоит в заселе-
нии 3D-скаффолдов клетками – рецеллюляриза-
ции (РЦЛ) [29, 30]. Базовая методика статического 
культивирования предполагает нанесение клеток 
на скаффолд с помощью пипеток («раскапывание»), 
после чего клеточная популяция распределяется 
в матрице под действием силы тяжести, а также 
в результате самостоятельного движения клеток. 
Однако для создания сложных тканей и конструк-
ций большого объема этот метод малоэффективен: он 
не позволяет добиться равномерного распределения 
клеток по объемной структуре, а значит, однородного 
и контролируемого развития ткани. 

Обеспечение питания и метаболизма ТИК
Третий шаг – доставка веществ, необходимых 
для роста и функционирования клеток, и удаление 
продуктов метаболизма. Именно обеспечение контро-
лируемого и оптимального по характеру воздействия 
на ткань массопереноса является самой важной 
целью биореакторных технологий [28]. В статиче-
ской культуре in vitro это достигается периодиче-
ской заменой питательной среды, но данный способ 
подходит лишь для экспериментов с небольшими 
по объему объектами культивирования (клетками 
в монослое или суспензии, тонкими срезами тканей). 
Известно, что диффузионный предел для кислорода 
в тканях организма человека составляет примерно 
100–200 мкм [31]. При формировании ТИК без посто-
янного перемешивания или «прокачивания» среда 
достигает клеток лишь путем диффузии, а потому 
центральная часть конструкции получает недоста-
точно кислорода и питательных веществ, а удаление 
продуктов метаболизма происходит слишком мед-
ленно, что приводит к гипоксии, ацидозу и гибели 
клеток. Улучшают массоперенос конвекционные по-
токи жидкости, поэтому предпочтение должно быть 
отдано динамическим системам. Однако слишком 
активная динамика питательной среды может вы-
звать повреждение клеток и скаффолда вследствие 
сдвигового напряжения [32] из-за неравномерной 
динамики разных слоев жидкости. Соответственно 
важно соблюдать баланс между диффузионным 
и конвекционным транспортом, с одной стороны, 
и биомеханическими свойствами и метаболическими 
потребностями выращиваемых структур, с другой. 
Перспективным подходом к решению задачи транс-
порта кислорода в ТИК представляется использо-
вание БР со встроенными системами перфузии. 
Учитывая сложность работы с ТМО, процесс посто-
янной подачи свежей культуральной среды к ТИК 
и удаления продуктов метаболизма желательно ав-
томатизировать и, в идеальном случае, контролиро-
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вать в масштабе реального времени с помощью кон-
туров обратной связи по биохимическим параметрам 
культуральной среды.

Контроль параметров состояния содержимого 
культуральной камеры БР 
Длительное поддержание стерильности критически 
важно для ТИО. Поскольку созревание модельной 
ткани может продолжаться в течение нескольких 
месяцев, контаминация ТИК практически однознач-
но означает потерю результатов длительной работы. 
Кроме того, материалы культуральной камеры БР 
должны быть биосовместимыми и биоинертными, т.е. 
не воздействовать на культивируемую ткань. В то же 
время эти материалы должны быть рассчитаны 
на применение во влажной среде при температуре 
37°C, а при необходимости повторного использова-
ния выдерживать стерилизацию путем автоклави-
рования, радиационной или химической обработки. 
Изготовление камеры БР из прозрачного материа-
ла обеспечивает возможность визуального контроля 
и использования оптического имиджинга ТИК [21, 
33, 34]. 

Контроль над физико-химическими параметра-
ми среды, формирующейся в культуральной ка-
мере, и управление ими важны, с одной стороны, 
для поддержания жизнеспособности ТИК, а, с дру-
гой, для моделирования условий, характерных 
для внутренней среды опухолей, таких, как ацидоз, 
гипоксия и повышенное тканевое давление [35, 36]. 
Для исследовательских целей может возникнуть не-
обходимость в регуляции температуры, рН и газового 
состава среды в культуральной камере, могут потре-
боваться внесение/удаление тех или иных сигналь-
ных молекул, дозируемое механическое воздействие 
на формирующиеся ткани (давление, растяжение, 
изгиб и др.), создание особой электромагнитной сре-
ды или электрической стимуляции ТИК и др. [37]. 

ТИПЫ БИОРЕАКТОРОВ, ИСПОЛЬЗУЕМЫХ В ТИО
Большинство БР влияют на ТИК через воздействие 
на культуральную среду. Выделяют шесть типов БР 
(табл. 1): 1) БР со статическими системами культи-
вирования, 2) перемешивающие, 3) роторные, 4) по-
ристо-волоконные, 5) перфузионные или 6) микро-
флюидные БР. Кроме того, имеется особый класс 
БР, воздействующих на компоненты ТИК непосред-
ственно – механически, с помощью электромагнит-
ных и иных стимулов (они рассмотрены ниже в соот-
ветствующем разделе). 

Ниже рассмотрены примеры использования раз-
личных типов БР в ТИО. Мы сочли необходимым 
в качестве дополнительных ключевых слов приве-
сти англоязычные названия типов биореакторов и их 

конструктивных элементов из-за отсутствия соот-
ветствующих общепринятых терминов в русском 
языке.

СТАТИЧЕСКИЕ СИСТЕМЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ В ТИО
Первыми в тканевой инженерии начали использо-
вать статические БР – обычные чашки Петри, фла-
коны и планшеты, в которых объекты культивирова-
ния и культуральная среда находятся в неподвижном 
состоянии. Культуральные емкости могут быть до-
полнены пористыми и волокнистыми скаффолдами, 
а также специальными сетчатыми вставками с опре-
деленным размером пор, что позволяет изучать эф-
фекты сигнальных факторов с заданным размером 
молекул/носителей, миграционную и инвазионную 
активность клеток. В планшетах со специальными 
низкоадгезивными покрытиями или «гравитацион-
ными ловушками» можно получать многоклеточные 
сфероиды. Однако общей чертой статических систем 
культивирования является то, что массообмен в них 
происходит исключительно под действием силы тя-
жести и диффузии. Существенное преимущество 
статических БР – их коммерческая доступность 
и простота использования. Такие комплексы особен-
но востребованы при проведении высокопроизводи-
тельного скрининга фармакологических композиций.

С помощью статических БР созданы тканеинже-
нерные модели рака молочной железы, легких и ки-
шечника, саркомы Юинга, метастатического рака 
предстательной железы и ряда других неоплазий 
(табл. 2). Однако в отсутствие активного движения 
культуральной среды обычно удается поддержи-
вать ТИК только на мембраноподобных скаффолдах 
толщиной до 1 мм. В более толстых матрицах рост 
клеток происходит преимущественно на поверхности 
скаффолда. Например, мы наблюдали такой эффект 
при статическом культивировании опухолевых кле-
ток и нормального эпителия на срезах ДЦЛ-органа 
(почки) кролика [39] толщиной 3–4 мм, а также 
при РЦЛ трубчатой бесклеточной сосудистой матри-
цы [40] и гибридных скаффолдов [41] клетками бук-
кального эпителия.

Преодолеть многие ограничения, характерные 
для статических схем культивирования, позволяют 
БР, в которых культуральная среда находится в дви-
жении (динамические культуральные методики).

ПЕРЕМЕШИВАЮЩИЕ БИОРЕАКТОРЫ 
Перемешивающие БР (spinner-flask bioreactor, 
spinner vessel, stirred tank) обеспечили качествен-
ный скачок в улучшении массообмена между клет-
ками и культуральной средой. БР такого типа чаще 
всего представляет собой емкость со встроенным 
вращающимся элементом – спиннером (длинной ло-



56 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 3 (30)  2016

ОБЗОРЫ

Таблица 1. Сравнительная характеристика биореакторов с воздействием на ТИК, опосредованным через культу-
ральную среду* 

Типы БР Условия  
применения

Механизм 
массообмена

Сдвиговое 
напряжение

Специализация при-
менительно к задачам 
опухолевой тканевой 

инженерии

Дискуссионные 
вопросы

Статические 
системы куль-
тивирования 

(традиционные 
культуральные 
емкости – план-
шеты, флаконы 

и т.п.)

Порционная замена 
культуральной 

среды 
Диффузия Очень слабое

Наращивание клеточной 
массы, получение много-

клеточных сфероидов

Преодоление 
ограничений 

массообмена (соз-
дание гибридных 
конструкций типа 

перфузионных 
планшетов); автома-

тизация операций

Перемешивающие 

Перемешивание 
среды при помощи 

специальных меша-
лок; встряхивание 

или вращение 
культуральных 

емкостей

Конвекция 
(высокая) Высокое

ДЦЛ тканей и органов, 
получение сфероидов, 

РЦЛ ТИК

Баланс между мас-
сообменом и сдвиго-
вым напряжением

Роторные

Перемешивание 
среды за счет дви-

жения стенок куль-
туральной камеры, 

уменьшение 
сдвигового стресса 

путем создания 
микрогравитации, 
оксигенация среды 
через специальную 

мембрану

Конвекция 
(высокая) Слабое

Получение сфероидов, 
3D-культур клеток 
на микроносителях

Рабочие режимы (в 
том числе скорость 
вращения), особен-
но, при выращива-
нии ТИК большого 

объема

БР на пористых 
волокнах

Поток среды 
по искусственным 

пористым полупро-
ницаемым волок-

нам, имитирующим 
сосуды и про-

низывающим ТИК, 
оксигенация среды 
через специальную 

мембрану

Конвекция 
(средняя) 

и диффузия 
(высокая)

Очень слабое
Наращивание клеток, 

имеющих высокие мета-
болические потребности

Неразрушающий 
контроль и извлече-

ние ТИК из БР

Перфузионные 

Поток среды 
вокруг или сквозь 
ТИК, в том числе 
по естественным 

или моделируемым 
сосудистым сетям; 
оксигенация среды 
с помощью специ-

ального устройства

Диффузия 
(высокая) 

и конвекция 
(средняя)

Среднее

ДЦЛ тканей и органов, 
РЦЛ плотных скаф-

фолдов, поддержание 
3D-культур на плотных 
скаффолдах, создание 

специфических условий 
культивирования в соот-

ветствии с задачами 
эксперимента

Оптимизация пара-
метров перфузии, 

равномерность 
РЦЛ, засеивание 

скаффолдов клет-
ками и клеточная 

адгезия 

Микрофлюидные 

Статическая куль-
тура или строго 

ламинарный поток 
среды, непо-

средственно через 
клеточную массу 

или ТИК, или взаи-
модействие клеток 

со средой через 
полупроницаемые 

барьеры/мембраны

Диффузия 
(высокая) 

и конвекция 
(средняя)

Регулируемое

3D-культуры на гидроге-
левых матриксах, моде-
лирование ангиогенеза, 

инвазии опухолевых 
клеток, сокультиви-

рование разных типов 
клеток, исследование 
эффектов движения 

потоков жидкости 
через ткань; получение 
сфероидов; высокопро-

изводительный скрининг 
фармпрепаратов

Оптимизация 
дизайна микро-

флюидных чипов 
и биологическая 

валидность моделей

*По материалам [38] с изменениями.
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Таблица 2. Тканеинженерные модели опухолей, полученные с использованием статических биореакторов

Вид опухоли Скаффолд Клетки Результат Ссылка

Рак молочной 
железы (РМЖ)

ДЦЛ-матрикс жировой ткани 
человека

MCF-7, BT-474, 
SKBR3

Фенотипическое сходство с биопсий-
ными образцами РМЖ в 3D-культуре 

на ДЦЛ-матриксе выше, чем при куль-
тивировании на «Матригеле»

[42]

Фиброин шелка MDA-MB-231
Чувствительность к противоопухолевым 
препаратам в 3D-модели рака снижена 

по сравнению с 2D
[43]

Рак легких, 
РМЖ, рак 

кишечника, рак 
поджелудочной 
железы, терато-
карцинома яич-
ника, фиброз-
но-кистозная 
мастопатия

ДЦЛ-матрикс, синтезирован-
ный in vitro эмбриональными 
фибробластами мыши (линия 

NIH3T3)

NCI-H460; 
PA-1; PA-1/
E6; HCT116; 

HCT116/p53-; 
SW620; COLO 
205; PANC-1; 

MCF7; HS 578T; 
MCF10A

Исследовали роль и механизмы 
интегрин-опосредованных сигнальных 
каскадов в клеточной резистентности 

к действию противоопухолевых средств 
(таксола). Указано на перспективность 

использования клеточно-синтезирован-
ных ДЦЛ-скаффолдов для тестирования 

лекарственных препаратов

[44]

Рак легких, 
метастазы РМЖ, 

рака прямой 
кишки и пло-
скоклеточного 
рака пищевода 

в легкое

ДЦЛ-матрикс рака легких 
человека, синтезированный 

in vivo клетками рака легких 
А549 (клеточный ксенографт, 
имплантированный мышам)

A549; MCF-7; 
SW-480;  

KYSE-510

Влияние способа ДЦЛ, механических 
свойств и пористости полученного 

матрикса на скорость роста клеток, их 
жизнеспособность, прорастание в толщу 

матрикса и секрецию факторов роста

[45]

Метастазы рака 
легких в кишеч-

ник

ДЦЛ-матрикс слизистой 
оболочки тонкого кишечника 
свиньи (в форме растянутой 

мембраны)

HCC827; A549

Только поверхностное проникновение 
клеток в скаффолд. Показано влияние 

3D-матрикса на пролиферацию, апоптоз, 
инвазию в сравнении с культурой в 2D. 

Распределение белков и морфология 
клеток в 3D-культуре были сходны 

с реальными опухолями. Разная 
чувствительность клеток к гефитинибу 
в зависимости от наличия рецепторов 

фактора роста эпителия EGFR (не 
проявляется в 2D-культуре). На модели 

показана ранняя стадия инвазии

[46]

Саркома Юинга

Пористо-волокнистый скаф-
фолд из поликапролактона TC-71

Повышение лекарственной резистентно-
сти опухолевых клеток на 3D-матриксе 
по сравнению с культурой в монослое. 
Существенные различия между 3D- 

и 2D-культурами в экспрессии инсули-
ноподобного фактора роста 1 (IGFR-1, 

мишень рапамицина)

[47]

ДЦЛ-кость, заселенная 
мезенхимальными стволовы-

ми клетками человека

HTB-10, HTB-
166 

На ДЦЛ-матриксе клетки, утратившие 
специфический фенотип в 2D-культуре, 

восстанавливают профиль генной экс-
прессии. Выделены гены, которые могут 

быть таргетными для терапии

[48]

Метастазы рака 
предстательной 
железы в кость

Тканеинженерная кость: 
поликапролактоновый скаф-

фолд, «завернутый» в кле-
точный пласт остеобластов

PC-3; LNCaP
Повышенный уровень матриксных 

металлопротеиназ и других маркеров 
активации метастатического фенотипа

[49]

LNCaP (в PEG-
геле)

Остеобласты вызывают паракринные 
эффекты, которые могут способствовать 

развитию остеомимикрии опухолевых 
клеток и модулировать экспрессию отве-

чающих на андрогены генов в клетках 
LNCaP

[50]
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паточкой), создающим вихревые потоки жидкости, 
обеспечивая динамическое перемешивание среды 
и массообмен между ней и тканью или скаффолдом. 
К перемешивающим БР можно отнести и системы, 
в которых перемещение среды вокруг скаффолда, 
ткани или ТИК создается движением самих куль-
туральных емкостей. Примером могут служить 
роллерные флаконы (roller bottles) и классические 
культуральные сосуды, помещенные на качающи-
еся, встряхиваемые или вращающиеся автомати-
ческие платформы (шейкеры). В перемешивающих 
БР клеточные слои, фрагменты тканей, скаффолды 
или ТИК размещаются либо на специальных иглах, 
либо непосредственно на внутренних поверхностях 
культуральных сосудов. При этом ткани/скаффолды 
могут быть полностью погружены в жидкость, на-
ходиться на границе раздела жидкой и газовой фаз 
или попеременно погружаться в культуральную сре-
ду и газовую фазу.

Сейчас перемешивающие БР используются преи-
мущественно для наращивания клеточной массы (го-
раздо более эффективного, чем в монослое [51]), в том 
числе в форме культур на микроносителях и в виде 
многоклеточных сфероидов. За счет лучшего пита-
ния клеток можно получить крупные сфероиды [52]. 
Интересны также работы по получению гетеросфе-
роидов – сокультур опухолевых и нормальных кле-
ток. Так, с помощью перемешивающего БР получены 
гетеросфероиды, состоящие из клеток плоскокле-
точного рака головы и шеи и мононуклеарных клеток 
периферической крови [53]. Исследование фарма-
кологических эффектов Катумаксомаба на моделях 
в форме сфероидов адекватно отражает свойства 
микрометастазов этих опухолей. Cфероиды, полу-
ченные из клеток опухолей мозга человека, глиомы 
и астроцитомы, высеивали на пористо-волокнистые 
скаффолды из полимолочной кислоты и культиви-
ровали в планшетах на орбитальном шейкере в ус-
ловиях гипоксии [54]. Оказалось, что в 3D-среде 
клетки приобретают повышенную устойчивость 
к проапоптотическим факторам. Гипоксия спо-
собствовала усилению резистентности к действию 
цитостатиков и в монослойных культурах, но мо-
лекулярные противоапоптотические механизмы 
в 2D- и 3D-культурах были различными. С помощью 
гибридной системы «планшет-на-шейкере» удалось 
обнаружить активацию сигнальных путей регуляции 
ангиогенеза и уменьшение чувствительности клеток 
к химиотерапевтическим противоопухолевым пре-
паратам в 3D-культурах, помещенных в комплекс-
ный скаффолд из полилактогликолевой кислоты 
и матригеля [55]. Использование перемешивающего 
БР в эксперименте с клетками остеосаркомы позво-
лило получить убедительные доказательства пре-

имуществ сложных ТМО на плотных скаффолдах 
(fibrous-bed) перед культурами опухолевых клеток 
на микроносителях, по-видимому, из-за уменьшения 
эффектов сдвигового напряжения [56]. ТИК из кле-
ток остеосаркомы и пористо-волокнистого носителя 
были стабильными в культуре более 1 месяца. На 4-е 
сутки деление клеток останавливалось, но доля апоп-
тотических клеток не превышала 15%.

Перемешивающие БР также применяются 
для ДЦЛ и РЦЛ. Как правило, в БР данного типа 
осуществляется ДЦЛ небольших тканевых фраг-
ментов. В нашей недавней работе [39] мы показали, 
что системы типа «флакон-на-шейкере» также могут 
применяться и для ДЦЛ целых органов лаборатор-
ных животных. Эффективность перемешивающих 
БР в отношении заселения и питания клеток выше, 
чем у статических, но по-прежнему недостаточна 
для ТИК значительного объема. Кроме того, куль-
туральная среда все же не очень хорошо проникает 
внутрь конструкции, поэтому, вследствие диффу-
зионных ограничений, клетки в основном распре-
деляются по периферии скаффолда. Возможность 
увеличения вклада конвекции за счет скорости вра-
щения спиннера или самого культурального сосуда 
ограничена, поскольку это приводит к повреждениям 
тканей при росте сдвиговых напряжений (> 15 дин/
см2) [51, 57]. 

Потенциал применения перемешивающих БР 
в тканевой инженерии опухолей пока не реализован 
в полной мере, хотя эти системы имеют ряд важных 
преимуществ. Среди них – вариабельность объема 
культуры, работа с разными типами моделей, на-
личие гидродинамических расчетных моделей [34], 
возможность взятия проб культуральной среды и на-
блюдения за состоянием ТИК.

РОТОРНЫЕ БИОРЕАКТОРЫ 
Роторные БР (rotating-wall bioreactors, NASA 
bioreactors; RWV; RCCSTM; HARV; STLV; RWPV), 
первоначально разработанные NASA для экспери-
ментов в космосе, представляют собой полностью за-
полненные культуральной средой цилиндрические 
емкости с вращающимися стенками. Горизонтальный 
(RWV) [58] и вертикальный (HARV) [59] роторные БР 
вращаются вокруг горизонтальной или вертикаль-
ной центральной оси, тогда как кислород подается 
через неподвижную осевую мембрану или аналогич-
ную мембрану в основании цилиндра соответствен-
но. В этих реакторах питательная среда заменяется 
вручную через технологические отверстия. В ротор-
ном БР с перфузией (RWPV или STLV) культураль-
ная среда циркулирует в замкнутом контуре и за-
меняется непрерывно, что позволяет на протяжении 
многих месяцев автоматически поддерживать необ-
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ходимый уровень кислорода, кислотности и темпе-
ратуры. RWPV состоит из двух цилиндров, причем 
внутренний, одновременно представляющий собой 
газообменную мембрану, также может вращаться. 
Питательная среда и ТИК находятся в кольцевом 
пространстве между цилиндрами [60]. 

В роторных БР скаффолды или ТИК свободно пе-
ремещаются в культуральной камере, полностью за-
полненной питательной средой. Скорость вращения 
цилиндров (примерно 15–40 об/мин) подобрана так, 
чтобы обеспечить баланс между гравитацией и силой 
гидродинамического сопротивления, действующи-
ми на скаффолды/ТИК, благодаря чему последние 
постоянно находятся в состоянии свободного паде-
ния. Динамическое ламинарное (а не турбулентное, 
как в перемешивающих БР) течение культуральной 
среды позволяет эффективно обходить диффузион-
ные ограничения на доставку питательных веществ 
и удаление отходов. Роторные системы обеспечивают 
более однородное распределение клеток, чем стати-
ческая культура, и лучший обмен веществ, чем пере-
мешивающий БР. Для компенсации массы растущей 
ткани скорость вращения постепенно увеличивают, 
чтобы уравновесить силу гравитации и гарантиро-
вать пребывание ТИК в «подвешенном» состоянии. 

С помощью роторного БР обнаружили глобальные 
различия в воздействии 2D- и 3D-микроокружения 
на экспрессию генов гепатоцеллюлярной карциномы. 
В многоклеточных сфероидах, достигавших за 72 ч 
диаметра 100 мкм, а при длительном культивирова-
нии выраставших до 1 мм, клетки линии HepG2 де-
монстрировали усиление экспрессии метаболических 
и синтетических генов, тогда как в 2D наблюдалась 
активация генов, кодирующих белки внеклеточного 
матрикса, цитоскелета и молекул клеточной адгезии. 
Кроме того, в сфероидах клетки рака печени долго 
сохраняли высокую активность цитохрома Р450 
и продуцировали альбумин, а в монослойной культу-
ре эти признаки быстро деградировали [61]. 

Интересные результаты получены при работе 
с сокультурами опухолевых и нормальных клеток 
с использованием роторного БР. Так, клетки адено-
карциномы кишечника (линии HT29 и HT29KM) в мо-
нокультуре формировали сфероиды, а в присутствии 
нормальных фибробластов конкурировали с ними 
за субстрат прикрепления, и их рост сначала ограни-
чивался. Затем клетки опухоли начинали усиленно 
делиться и формировали объемные тканевые массы 
размером до 1.5 см, по строению напоминающие крип-
ты здорового кишечника. Слой клеток, непосредствен-
но контактирующих с поверхностью микроносителя, 
был образован юными мезенхимальными клетками. 
Некротические изменения в таких 3D-культурах 
практически не отсутствовали [62]. При сокульти-

вировании в роторном БР клеток рака молочной 
железы (линии UACC-893, BT-20 и MDA-MB-453) 
с фибробластами наблюдалось формирование гисто-
идов – многоклеточных сфероидов из фибробластов 
с инвазивным врастанием раковых клеток [63]. Особо 
крупные гетеросфероиды (диаметром до 1 см) удалось 
получить в роторном БР HARV из иммортализиро-
ванных нормальных кератиноцитов кожи человека 
HaCaT и клеток разных линий меланомы (B16-F10 
мыши и SKMEL-5 человека) [64]. На этой биомиме-
тической 3D-модели меланомы продемонстрирована 
техника трансфекции клеток плазмидами, кодирую-
щими GFP и IL-15, обеспечивающая высокую воспро-
изводимость результатов доставки генов. С помощью 
ротационного БР изучали также взаимодействие кле-
ток рака предстательной железы, остеоцитов и стро-
мы костной ткани в 3D-модели [65]. 

Эксперимент по получению с использованием ро-
торного БР сфероидов из клеток рака предстатель-
ной железы разной степени зрелости позволил вы-
явить значительные различия в их пространственной 
организации и пролиферативной активности в за-
висимости от количественного соотношения дан-
ных клеточных типов [66]. Это, как полагают авто-
ры, указывает на влияние дифференцировки клеток 
на плотность упаковки в сфероидах и, как следствие, 
на эффективность массопереноса между клеточным 
агрегатом и культуральной средой.

Потенциальные ограничения использования ро-
торных БР связаны с генерацией потокового сдви-
гового напряжения (диапазон 0.5–2 дин/см2) [67]. 
Эффективность и безопасность роторных БР можно 
повысить, комбинируя их с реакторами, работающи-
ми на других принципах [68].

ПЕРФУЗИОННЫЕ (ПРОТОЧНЫЕ) БИОРЕАКТОРЫ 
Перфузионные БР (perfusion bioreactors) позво-
ляют наиболее точно воссоздавать процессы мас-
сопереноса в живом организме. Типичный перфу-
зионный БР состоит из насоса и инкубационной 
камеры, соединенных гибкими трубками в систему 
с открытым или закрытым контуром. Насос созда-
ет небольшое избыточное давление, обеспечивая 
постоянный ток жидкой среды через ткани и скаф-
фолды. Перфузионные БР могут использоваться 
как для ДЦЛ, так и для РЦЛ. При перфузионной 
ДЦЛ растворы детергентов или других веществ, спо-
собствующих отделению, разрушению и удалению 
собственных клеток ткани, поступают через есте-
ственные кровеносные сосуды, которые подключа-
ются к проточному контуру. 

В ходе РЦЛ клеточная суспензия подается через 
децеллюляризованные сосудистые сети обрабаты-
ваемой ткани/ТИК или через иные пустоты скаф-



60 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 3 (30)  2016

ОБЗОРЫ

фолда. При этом достигаются более гомогенное рас-
пределение клеток в матрице и лучший транспорт 
жидкостей, чем с использованием перемешивающих 
и роторных устройств [69–72], что позволяет соз-
давать и длительно поддерживать более крупные 
ТИК [72, 73]. Выживаемость клеток на скаффолдах, 
перфузируемых с помощью БР данного типа, суще-
ственно выше, чем в статической культуре или пе-
ремешивающем БР [74]. Изменение скорости тока 
среды в БР позволяет контролировать как сдвиго-
вые напряжения, связанные с движением жидкости, 
так и локальное распределение кислорода в ТИК [75]. 
В то же время, хотя перфузионные БР контролируют 
массообмен лучше прочих, проблема неоднородной 
доставки необходимых веществ до конца не решена. 
Это особенно характерно для скаффолдов с порами, 
размер которых варьирует в широком диапазоне, 
а также для тканей с неравномерной скоростью ро-
ста, в результате чего некоторые участки получают 
недостаточное питание, а другие избыточное [70].

Перфузионные БР критически важны для цело-
органной тканевой инженерии – создания ТИК 
в масштабе целых органов [30, 76] путем последова-
тельных процессов ДЦЛ и РЦЛ. К таким реакторам 
предъявляются особенно строгие требования по обе-
спечению контроля над параметрами тока культу-
ральной среды/клеточной суспензии, стерильности, 
температурного режима и возможности мониторин-
га обработки органа и формирования органной ТИК 
[76–80].

Перфузионные БР активно используются для ре-
конструкции нормальных тканей и органов, но соз-
дание с их помощью ТМО только начинается. Так, 
предложена модель колоректального рака, полу-
ченная с помощью коммерчески доступного пер-
фузионного БР [81]. Клетки линии HT-29 культи-
вировали традиционным способом в монослое либо 
высеивали на коллагеновые губки и поддерживали 
в статической 3D-культуре или перфузионном БР. 
Дополнительный контроль обеспечивали опухолевые 
ксенографты, полученные на бестимусных мышах 
с использованием той же линии клеток. В перфузи-
онной культуре клетки характеризовались гораз-
до более высокой скоростью пролиферации и зна-
чительно более однородным распределением, чем 
в статической объемной культуре. Морфологически 
и фенотипически получаемые ТИК были подоб-
ны опухолям, развившимся из имплантированных 
клеток. Сильная корреляция между перфузионны-
ми 3D-культурами и опухолевыми ксенографтами 
наблюдалась и в профилях экспрессии генов, регу-
лирующих апоптоз и ответ на гипоксию. Сравнение 
эффектов 5-фторурацила и ABT-199, ингибитора ан-
тиапоптотического гена BCL-2, показало принципи-

альное различие клеточных ответов в 2D и 3D ТИК. 
В той же статье описано получение ТИК на колла-
геновых скаффолдах с использованием клеток рака 
прямой кишки (SW480 и DLD-1), предстательной же-
лезы (PC-3), немелкоклеточного рака легкого A549 
и рака молочной железы (BT-474).

Сложная ТИ-модель шванномы (нейрофибро-
саркомы) была создана немецкими учеными с при-
менением специально сконструированного БР [82]. 
Выделенный фрагмент кишечника свиньи подвер-
гали чередующейся перфузионной ДЦЛ через бры-
жеечную артерию и просвет кишки и иммерсионной 
ДЦЛ на качающейся платформе, а затем получен-
ный матрикс стерилизовали гамма-излучением. 
Потом ДЦЛ-матрикс фрагмента кишечника разре-
зали вдоль длинной оси, а полученную мембрану на-
тягивали между двумя металлическими кольцами 
и помещали в камеру перфузионного БР. На скаф-
фолд высеивали первичные кожные фибробласты 
и линейные опухолевые клетки шванномы S462 (на 
апикальную поверхность) и эндотелиальные клет-
ки микрососудов (на базолатеральную поверхность 
кишечного сегмента). ТИК в перфузионной куль-
туре поддерживали около 2 недель при постоянном 
или пульсирующем токе культуральной среды. 

Недавно с помощью технологий перфузионной 
ДЦЛ-РЦЛ органов была получена ТИ-модель рака 
легких [83]. Разные виды линейных клеток рака лег-
ких (А549, H460, H1299) высевали путем перфузии 
клеточной суспензии на децеллюляризированный 
целоорганный скаффолд, полученный из легких 
мыши. Целоорганные ТИК перфузировали оксиге-
нированной культуральной средой и поддерживали 
ex vivo до 2 недель. Показано формирование макро-
скопических опухолевых узлов, имеющих собствен-
ную кровеносную сеть, развитие типичных клеточно-
клеточных и клеточно-матриксных взаимодействий, 
формирование типичной структуры и динамику ро-
ста опухоли, сходные с реальными фрагментами тка-
ни рака легкого человека. 

БИОРЕАКТОРЫ НА ПОРИСТЫХ ВОЛОКНАХ 
БР на пористых волокнах (hollow-fiber bioreac-
tor) – это замкнутый сосуд, заполненный клеточной 
суспензией в культуральной среде, проницаемыми 
для среды скаффолдом или комплексной ТИК, в ко-
торых располагается пучок взаимно параллельных 
полупроницаемых полых волокон, имитирующих 
кровеносные сосуды и обеспечивающих доставку 
к клеткам питательных веществ и удаление отходов. 
Основное преимущество таких БР – возможность 
доставки питательных веществ в толщу растущих 
тканей. Сейчас они успешно применяются в экспери-
ментах по культивированию очень чувствительных 
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типов клеток с высоким уровнем метаболизма, таких, 
как гепатоциты [84], но попытки использовать по-
добную систему для создания 3D-конструкций пока 
не увенчались успехом. Выяснилось, что при боль-
ших плотностях клеток или твердых матриц массо-
обмен и диффузия кислорода в ней весьма затруд-
нены. Это приводит к гибели клеток, находящихся 
на большом расстоянии от волокон, и к утрате струк-
турной однородности ткани [85]. Для решения задачи 
была предложена коаксиальная схема БР на полых 
вставленных друг в друга волокнах, образующих не-
зависимые компартменты для выращивания клеток 
[84, 86]. Коаксиальная схема значительно улучшала 
массообмен, но еще одним серьезным недостатком 
данных систем является невозможность извлече-
ния ТИК из БР для последующего использования 
без разрушения сформированной ткани. 

В экспериментальной онкологии БР на пористых 
волокнах применяли для наращивания массы кле-
ток, получения специфических клеточных продук-
тов и мониторинга метаболизма опухолевых тканей. 
Например, культивировали Т-лимфоциты, выделен-
ные из воспалительного инфильтрата операционных 
биопсий рака яичников [87]. В коммерчески доступ-
ном БР получали сфероиды из клеток рака молочной 
железы (MCF-7) и изучали эффекты разных кон-
центраций δ-токоферола [88]. Предложена методика 
мониторинга клеточной плотности и концентрации 
кислорода в сфероидах с использованием контраст-
но-усиленной МРТ [88]. Также с помощью МРТ и БР 
на пористых волокнах выявлен механизм изменения 
кажущегося коэффициента диффузии воды (важно-
го диагностического признака) в ишемизированной 
ткани мозга, моделью которой служила 3D-культура 
клеток глиомы крыс [89, 90].

МИКРОФЛЮИДНЫЕ БИОРЕАКТОРЫ 
Микрофлюидные платформы (microfluidic chips, 
microfluidic bioreactors) можно считать особой раз-
новидностью перфузионной схемы конструирова-
ния и изучения биологических объектов с количе-
ством клеток порядка 102–103. На стеклянную основу 
по многостадийной технологии наносится слой био-
совместимого кремнийорганического вещества (по-
лидиметилсилоксана), организованный в форме ми-
кроканалов и микроемкостей. Преимущество этого 
полимера перед традиционным для культуральных 
работ полистиролом – сочетание высокой проница-
емости для кислорода и других газов с практически 
полной непроницаемостью воды [91]. В микрофлюид-
ных БР массообмен с клетками, растущими в микро-
емкостях, заполненными гидрогелем или непосред-
ственно в элементах чипа, осуществляется за счет 
перфузии культуральной среды через микроканалы. 

Вариативность и адаптируемость микрофлюидных 
систем к решению самых разных задач обуславлива-
ют активное развитие технологий «орган-на-чипе», 
«система органов-на-чипе» и «лаборатория-на-чипе» 
(“organ-on-a-chip”, “lab-on-a-chip”). Важное пре-
имущество таких БР – точный контроль над пара-
метрами потоков питательных сред и возможность 
оптического имиджинга in situ в реальном времени 
[92]. Микрофлюидные системы применяют для из-
учения реакций клеток на действие сигнальных мо-
лекул, метаболических и физических градиентов, 
роли интерстициальных потоков жидкости в жизне-
деятельности ткани, в том числе опухолевой, а также 
для прецизионной количественной оценки проница-
емости ТИК для лекарственных препаратов и нано-
частиц [28, 93–96]. Кроме того, можно моделировать 
кинетику клеточных популяций, прогрессию, анги-
огенез, инвазию и разные этапы метастазирования 
[97–103]. 

БИОРЕАКТОРЫ С НЕПОСРЕДСТВЕННЫМ 
ВОЗДЕЙСТВИЕМ НА СКАФФОЛД/ТИК
Конструкция БР может предусматривать до-
зированное воздействие физических факторов 
на скаффолд или ТИК. Например, объект ТИ может 
подвергаться действию механических сил, элек-
трических импульсов или разным видам облучения. 
Наибольшее развитие получили биореакторные 
технологии, связанные с биомеханическими иссле-
дованиями.

КОМПРЕССИОННЫЕ БИОРЕАКТОРЫ
Компрессионные БР (compression bioreactors) ши-
роко используются в тканевой инженерии, особен-
но при изготовлении хрящевых структур. Такие 
БР состоят из двигателя, системы, обеспечиваю-
щей линейное смещение, и механизма управления. 
Нагрузка обычно передается на засеянный клетками 
скаффолд посредством плоских валиков [104] и обе-
спечивает специфическую механическую нагруз-
ку на клетки и усиление тока жидкости через ТИК. 
В ТИО компрессионные БР могут быть востребова-
ны для моделирования механизмов формирования 
костной метастатической ниши. В настоящее время 
практически не известно, как отвечает метастатиче-
ская раковая ткань на механическую нагрузку [105]. 
При исследовании на 3D-культурах клеток рака мо-
лочной железы (MDA-MB-231) и глиобластомы (U87, 
HGL21) в компрессионном БР показано усиление экс-
прессии генов, ответственных за ферментативный 
лизис белков внеклеточного матрикса, адгезию и ми-
грацию в ответ на повышенную статическую ком-
прессию, что соответствует росту метастатического 
потенциала [106]. 
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БИОРЕАКТОРЫ С МЕХАНИЧЕСКИМ НАТЯЖЕНИЕМ 
БР с контролируемым механическим натяжением 
(strain bioreactors) конструктивно похожи на ком-
прессионные и отличаются от них лишь способом 
передачи силы на образец. Скаффолды/ТИК закре-
пляют так, чтобы к ним можно было применить силу 
натяжения, например, размещают их на резиновой 
мембране с последующей ее деформацией [107]. 
В ТИО недавно предложена модель изучения роли 
механического напряжения внеклеточного матрик-
са в индукции инвазии 3D-органоидов, полученных 
путем культивирования трансформированных эпи-
телиальных клеток в коллагеновом геле разных кон-
центраций. Гель с включенными в него клеточными 
агрегатами, ковалентно связанный с полидиметил-
силоксановой основой, помещали в микрофлюид-
ный чип с устройством для натяжения этого участка 
культуральной камеры. Выявлена положительная 
корреляция между инвазивностью клеток и жестко-
стью геля, установлено влияние концентрации путем 
изменения среднего размера пор [108].

БИОРЕАКТОРЫ С ГИДРОСТАТИЧЕСКИМ ДАВЛЕНИЕМ
В БР с гидростатическим давлением (hydrostatic 
pressure bioreactors) механическое сжатие скаф-
фолдов или ТИК опосредовано периодическим со-
кращением объема культуральной камеры при по-
стоянстве объема культуральной среды [109]. 
Использование БР данного типа пока не получило 
развития в ТИО, однако, это направление видится 
нам чрезвычайно перспективным для модерирова-
ния важнейшей особенности физиологии солидных 
опухолей – повышенного интерстициального дав-
ления [36].

БИОРЕАКТОРЫ ДЛЯ ЭЛЕКТРОСТИМУЛЯЦИИ КЛЕТОК 
И ТКАНЕЙ 
БР для электрической стимуляции (electrical 
stimulation bioreactors), как правило, используются 
для моделирования возбудимых тканей. По нашим 
данным, массового использования таких БР для соз-
дания 3D-моделей рака пока не было, но появились 
единичные сообщения о культивировании опухоле-
вых клеток в гидрогеле в условиях воздействия сла-
быми электрическими полями (при интенсивности 
1.1 В/см и переменной частоте 150 и 200 кГц) в ги-
бридном устройстве, созданном на основе микро-
флюидного чипа [110]. Наблюдали изменение мор-
фологических характеристик клеток рака легкого 
(линия A549) и рака молочной железы (линия MDA-
MB-231), уменьшение скорости пролиферации обе-
их линий опухолевых клеток и признаки снижения 
метастатического потенциала клеток A549, тогда 
как активность нормальных эндотелиальных клеток 

человека (HUVEC) под действием электрических 
стимулов не изменялась. 

КОМБИНИРОВАННЫЕ БИОРЕАКТОРЫ
Созданы многочисленные комбинации БР, позволя-
ющие выращивать ткани в лабораторных условиях, 
как можно более точно соответствующих природным. 
В большинстве случаев эти комбинации заключают-
ся в добавлении разных методов механического воз-
действия на ткани в стандартный БР перфузионного 
цикла или роторный БР. Так, объединение БР с кон-
тролируемым механическим натяжением, БР с ги-
дростатическим давлением или компрессионного БР 
с перфузионным или роторным позволяет сочетать 
преимущества улучшенного обмена при перфузии 
или ротации и механическую стимуляцию ТИК. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ применения биореакторных технологий 
при создании биомиметических моделей злокаче-
ственных опухолей показывает, что в настоящее 
время в ТИО по-прежнему чаще всего использу-
ются статические системы и перемешивающие БР 
на основе традиционных культуральных сосудов, 
помещенных на шейкеры. Однако эта область актив-
но развивается. Все большее внимание привлекают 
микрофлюидные системы. По-видимому, для мак-
симально правдоподобной реконструкции раковых 
опухолей потребуется применение не одного типа 
БР, а последовательной комбинации устройств, дей-
ствующих на основе различных механизмов, или же 
создание универсальных комбайнов, обеспечиваю-
щих автоматизацию операций, контроль и стандар-
тизацию условий культивирования.

Мы полагаем, что создание новых видов БР для 
ТИО, а также разработка общих принципов их кон-
струирования имеют ключевое значение для углу-
бленного понимания биологии рака. Одновременно 
с этим эксперименты с использованием БР открыва-
ют концептуальные возможности для тестирования 
перспективных поколений противоопухолевых соеди-
нений на основе рекомбинантных молекул [111–118], 
многофункциональных наноконструкций [119–126], 
а также для оценки потенциала новых клеточных 
и тканеинженерных технологий [25, 39–41, 127, 128] 
и репрограммирования раковых клеток [129, 130]. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Основной фактор, определяющий успешное проте-
кание беременности, – формирование полноценной 
фетоплацентарной системы (ФПС), которая отвечает 
потребностям развивающегося плода и регулирует 
гемодинамическую нагрузку на материнскую сер-
дечно-сосудистую систему. Ключевой момент фор-
мирования ФПС – трансформация маточных спи-
ральных артерий в маточно-плацентарные сосуды, 

образованные в результате инвазии трофобласта 
в стенку спиральных артерий матери. Инвазия со-
провождается ремоделированием тканей, при ко-
тором происходит лизис эластично-мышечных 
компонентов радиальных артерий, замена их фи-
бриноидом, формирование широких спиралевидных 
полостей, адаптированных к возрастающему кро-
вотоку [1, 2]. Адекватное формирование ФПС осу-
ществляется благодаря способности трофобласта 
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РЕФЕРАТ Преэклампсия (ПЭ) – мультисистемное патологическое состояние, клинически проявляющееся 
после 20-й недели беременности и характеризующееся высокой частотой материнской и перинатальной 
заболеваемости и смертности. Согласно современным представлениям основным патогенетическим фак-
тором развития ПЭ является нарушение инвазии трофобласта в спиральные артерии матери, что ведет 
к развитию ишемии в тканях плаценты. Ишемические повреждения инициируют развитие системного 
воспалительного ответа (СВО) и эндотелиальной дисфункции, основных причин развития полиорганной 
недостаточности при ПЭ. Опубликованы единичные данные о значении гликанов, формирующих эндо-
телиальный гликокаликс и внеклеточный матрикс (ВКМ), для морфогенеза плаценты, а также их роли 
в регуляции сосудистой проницаемости и тонуса сосудов при гипертензивных расстройствах и ПЭ в част-
ности. Поскольку интактный гликокаликс и ВКМ считаются основными факторами, обеспечивающими 
физиологический тонус сосудов и адекватные межклеточные взаимодействия, то их значение в патогенезе 
ПЭ явно недооценено. В настоящем обзоре в качестве ключевого гликана, обеспечивающего организацию 
и стабилизацию структуры ВКМ и гликокаликса, рассмотрена гиалуроновая кислота (ГК), ее распределение 
в ткани при патологии плаценты и в норме. Обсуждается также регуляторная роль ГК разной молекуляр-
ной массы в различных физиологических и патофизиологических процессах. Обобщение существующих 
данных позволит расширить представление о патогенезе ПЭ, акцентируя внимание на гликопатологии.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА внеклеточный матрикс, гиалуроновая кислота, гликокаликс, гликопатология, пре-
эклампсия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВКМ – внеклеточный матрикс; ВМВ-ГК, НМВ-ГК – высокомолекулярная и низ-
комолекулярная гиалуроновая кислота соответственно; ГК – гиалуроновая кислота; ММП-1 – матриксная 
металлопротеиназа 1; ММП-2 – матриксная металлопротеиназа 2; О-ГК – олигомерные молекулы гиалу-
роновой кислоты; ПЭ – преэклампсия; СВО – системный воспалительный ответ; ФПС – фетоплацентарная 
система. 
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дифференцироваться в клеточные популяции, обла-
дающие различными инвазивными и локомоторными 
свойствами. Инвазивный (вневорсинчатый) трофо-
бласт в период плацентации приобретает свойства 
псевдоопухолевых клеток с высоким пролифера-
тивным, инвазивным и миграционным потенциалом 
и особенностью экспрессии поверхностных марке-
ров, что обеспечивает формирование ФПС и способ-
ствует феномену неотторжения [3]. Патогенез ПЭ 
связывают с нарушением пролиферации и инвазии 
трофобласта в спиральные артерии матки, морфоло-
гически проявляющейся в развитии мелкоклеточной 
инвазии и отсутствии ремоделирования спиральных 
артерий, что особенно выражено при «ранней» ПЭ 
(манифестация клинических симптомов до 34 не-
дель гестации) [4, 5]. Другой фактор, патогенетически 
значимый как для «ранней», так и для «поздней» ПЭ 
(манифестация клинических симптомов после 34 не-
дель гестации), чрезмерный системный воспалитель-
ный ответ (СВО), развитие которого приводит к эн-
дотелиальной активации/дисфункции и иммунной 
дезадаптации [6]. Клинические проявления ПЭ – вы-
сокое артериальное давление и протеинурия – об-
условлены этими факторами.

Инвазия осуществляется благодаря адгезивным 
взаимодействиям между клетками и ВКМ и регу-
лируется эндогенными и экзогенными факторами: 
экспрессией генов и биомодуляторами. Клетки тро-
фобласта, с одной стороны, обладают некоторыми 
свойствами опухолевых клеток, с другой, их инва-
зия строго детерминирована сроками гестации и до-
пустимой глубиной инвазии. Способность к инвазии 
определяется как свойствами самих клеток (их диф-
ференцировкой, синтезом протеолитических фер-
ментов и цитокинов), так и свойствами матрикса: его 
структурой (формирует ячеистую рамку для клеток) 
и регуляторной функцией (содержит биологически 
активные молекулы и функциональные группы). 

На гистологию и функциональные свойства ВКМ 
влияет выраженность СВО, степень которого счита-
ется одним из ведущих факторов, определяющих, 
с одной стороны, возможности ремоделирования тка-
ни (физиологическое ремоделирование при нормаль-
ной беременности и патологическое при патологии 
беременности или онкотрансформации), а с другой, 
возможности межклеточных коммуникаций (экспо-
нированные гликаны и гликоконъюгаты меняются 
при действии медиаторов воспаления, что проявля-
ется в изменении функций клеток и органов). 

Информация о роли ВКМ и молекул, его фор-
мирующих, в патогенезе ПЭ весьма ограничена. 
В представленном обзоре рассмотрена гиалуроновая 
кислота (ГК), ее функции в составе ВКМ и эндотели-
ального гликокаликса, распределение в структурах 

плаценты, а также регуляторное действие ГК в про-
цессах инвазии и воспаления.

ФУНКЦИИ ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ В СОСТАВЕ 
ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА
Внеклеточный матрикс образован структурны-
ми и фибриллярными белками, протеогликана-
ми и гликозаминогликанами (рис. 1). Один из ос-
новных компонентов ВКМ и эндотелиального 
гликокаликса клетки – ГК, по химическому строе-
нию относится к линейным, несульфатированным 
гликозаминогликанам. Структурной единицей ГК 
является повторяющийся дисахарид, состоящий 
из остатков D-глюкуроновой кислоты и N-ацетил-
D-глюкозамина (рис. 2), т.е. ГК – это регулярный 
полисахарид. В условиях in vivo ГК представлена 
в основном высокомолекулярной (нативной) фор-
мой ГК (ВМВ-ГК); в условиях СВО преобладает 
низкомолекулярная ГК (НМВ-ГК) (табл. 1) [7]. ГК 
обнаруживается во внутриклеточных компартмен-
тах, а также локализуется на поверхности кле-
ток, в перицеллюлярном и внеклеточном матриксе. 
Значительные ее количества содержатся в тканях 
с высоким пролиферативным потенциалом и инва-
зирующей способностью [8]. Стабилизация трехмер-
ной структуры ВКМ происходит за счет нековалент-
ных взаимодействий ГК с малыми протеогликанами, 
в результате чего формируется трехмерная решет-
чатая структура, окружающая клетки [9], которая 
выполняет функции фильтра и служит первой ли-
нией межклеточного взаимодействия: адгезии, ми-
грации и последующей функциональной активности. 
Организующее и стабилизирующее действие ГК 
в составе решетчатой структуры имеет ключевое 
значение для физиологии ВКМ и гликокаликса клет-
ки [10, 11]. 

ФУНКЦИИ ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ В СОСТАВЕ 
ГЛИКОКАЛИКСА
На люминальной поверхности эндотелия находится 
поверхностный слой (endothelial surface layer – ESL), 
включающий гликокаликс – комплексную структу-
ру, состоящую из заякоренных в мембране проте-
огликанов и гликопротеинов, содержащих большое 
количество сиалированных и сульфатированных 
остатков, образующих общий отрицательный заряд 
поверхности эндотелиальных клеток (рис. 3). ГК при-
сутствует в слое, который находится в постоянном 
динамическом взаимодействии с кровью и образован 
секретируемыми и циркулирующими молекулами 
(ГК, альбумин и α1-кислый гликопротеин) [12, 13]. 
Эндотелиальному гликокаликсу в настоящее время 
отводится ключевая роль в регуляции физиологиче-
ских и патофизиологических процессов в сосудистом 
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русле: проницаемости, тонуса, свертываемости кро-
ви, воспалительного процесса [14]. Поскольку потеря 
контроля над регуляцией этих процессов значима 
для патогенеза ПЭ, то можно предположить, что эн-
дотелиальный гликокаликс может быть центральной 
мишенью приложения факторов, дестабилизирую-
щих гомеостаз (при ПЭ это плацентарная ишемия 
и развитие чрезмерного СВО), вследствие чего раз-
виваются клинические проявления различной сте-
пени выраженности. 

Согласно современным представлениям, регу-
ляция сосудистого тонуса складывается из клеточ-
ной механики и регуляции механических стимулов. 
Механические стимулы являются внешними факто-
рами, которые вызывают процесс механотрансдук-
ции, т.е. изменения экспрессии генов и фенотипа клет-
ки вследствие напряжения сдвига (тангенциальное 
давление кровотока на эндотелиальные клетки), на-
пряжения сосудистой стенки, гидростатического дав-

ления крови, межклеточных контактов [15]. Клеточная 
механика эндотелиальных клеток включает свойства 
отдельных субклеточных компартментов (гликока-
ликса, клеточной мембраны, цитоплазмы и ядра), ко-
торые регулируются как механическими стимулами, 
так и биологически активными молекулами [16, 17]. 
Структуры, определяющие механику эндотелиаль-
ных клеток, взаимосвязаны: кортикальный слой, рас-
положенный под плазматической мембраной, обра-
зован пучками микрофиламентов, контактирующих 
со стресс-фибриллами, микротрубочками и промежу-
точными филаментами; все компоненты организованы 
в сеть, заполняющую цитоплазму, и связаны с ядром 
клетки (рис. 3) [18]. Функция гликокаликса в этой свя-
зи заключается в преобразовании биомеханических 
и биохимических сигналов, исходящих из кровотока 
в эндотелиальную клетку [15], а эффективность ее вы-
полнения определяется интактностью эндотелиально-
го поверхностного слоя. 

Рис. 1. Состав и строение внеклеточного матрикса (ВКМ*). 1 – ядро клетки; 2 – гиаладгерин; 3 – гиалуроно-
вая кислота (ГК); 4 – гликопротеин; 5 – интегрин; 6 – синдекан; 7 – эластан; 8 – коллаген; 9 – фибронектин; 
10 – ламинин; 11 – нидоген; 12 – гельформирующие полисахариды; 13 – малый растворимый протеогликан. 
*ВКМ – внеклеточный комплекс гликозаминогликанов и белков как связанных с мембраной, так и интегриро-
ванных в состав комплекса за счет углевод-белковых и углевод-углеводных взаимодействий. Имеет ячеистое 
строение, формирует каркас для клеток и образует основу соединительной ткани. Благодаря ВКМ обеспечива-
ется механическая поддержка клеток в составе ткани, межклеточные контакты, транспорт, миграция клеток. 
Для клеток в составе ткани граница между ВКМ и гликокаликсом достаточно условная. Считается, что углевод-
ный слой, непосредственно прилегающий к плазмолемме, – гликокаликс; слой гликозаминогликанов, располо-
женный над ним и включающий белковые молекулы, – ВКМ. Повреждение ВКМ ведет к нарушению организации 
ткани с изменением функции органа

ВКМ

гликокаликс

плазматическая 
мембрана

цитоскелет
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Воздействие физиологического напряжения сдви-
га на интактный гликокаликс вызывает ответ меха-
ночувствительных клеточных компонентов: ионных 
каналов, кавеол, интегринов, кадгеринов, рецеп-
торов ростовых факторов, структур цитоскелета, 
и активирует сигнальные пути, включенные в про-
цесс механотрансдукции [19, 20]. Основной итог это-
го воздействия – постоянная продукция эндотели-
альной NO-синтазы (eNO-синтаза), регулирующей 

образование эндогенного оксида азота, фактора, 
поддерживающего физиологические значения ар-
териального давления в системе кровообращения. В 
условиях повышенных значений напряжения сдвига 
на эндотелиальные клетки, наблюдаемых при воз-
росшем объеме и скорости кровотока при беремен-
ности, адекватный гликокаликс способствует повы-
шенной активации eNO-синтазы, что компенсирует 
гемодинамическую нагрузку [21]. Дестабилизация 

Рис. 2. 
Химическое 
строение ги-
алуроновой 
кислоты

Остаток 
D-глюкуроновой 

кислоты

Остаток 
N-ацетил-D-

глюкозамина

Рис. 3. Состав и строение эндотелиального гликокаликса*. 1 – ядро клетки; 2 – гиаладгерин; 3 – гиалуроновая 
кислота (ГК); 4 – гликопротеин; 5 – интегрин; 6 – синдекан; 7 – малый растворимый протеогликан. *Гликока-
ликс – внешняя, ассоциированная с мембраной углеводная оболочка клетки, представляющая собой полисаха-
ридный гель. У циркулирующих клеток и клеток, находящихся в соприкосновении с биологическими жидкостя-
ми организма, гликокаликс выполняет рецепторную, защитную функцию, а также функцию преобразователя 
внешних сигналов. При слущивании гликокаликса меняется рецепторный аппарат клетки
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и слущивание гликокаликса критически меняет от-
вет эндотелиальных клеток на механические стиму-
лы. Сокращение слоя гликокаликса снижает механо-
чувствительность клеток эндотелия, что в условиях 
увеличения кровотока оказывает сосудосуживаю-
щий эффект (рис. 4). 

Сокращение слоя гликокаликса проявляется так-
же в нарушении барьерной функции эндотелия, по-
скольку гликокаликс играет ключевую роль в регу-
ляции сосудистой проницаемости. Показано, что ГК 
(ВМВ-ГК) связывает и ингибирует активность вне-
клеточной сериновой протеазы – фермента, вы-

Рис. 4. Роль гликокаликса в регуляции сосудистого тонуса. А – регуляция тонуса сосудов при физиологических 
условиях. Физиологический (интактный) гликокаликс является проводником-преобразователем на эндотелиоцит 
механических воздействий: напряжения сдвига (1), действующего параллельно стенке сосуда (создает внутрен-
нее напряжение, реализующееся в виде активации сигнальных систем, регулирующих тонус сосудов и проница-
емость), и кровяного давления, действующего перпендикулярно стенке сосуда и оказывающего растягивающее 
воздействие на все компоненты сосуда и ВКМ. Гликокаликс принимает на себя механическую нагрузку в виде 
локального крутящегося момента (2), рассеивает ее и передает сигнал через цепи протеогликанов (3) на так на-
зываемые коровые (заякоренные в мембране) белки (4). Основным итогом является активация eNOS, синтез 
эндогенного NO, оказывающего вазодилятирующий эффект, и реорганизация актинового цитоскелета, обеспе-
чивающая адаптацию межклеточных контактов к механической нагрузке [15, 21, 134]. Б – регуляция тонуса со-
судов при артериальной гипертензии. Сокращение или полное отсутствие слоя гликокаликса при патофизиологи-
ческих процессах реализуется в воздействии механической нагрузки непосредственно на апикальную мембрану 
клетки и подавлению продукции эндогенного NO клетками эндотелия. Результатом является увеличение кровяно-
го давления и нарушение межклеточных контактов [21, 134]. Х – синтез эндогенного NO отсутствует
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зывающего деградацию ВКМ и гликокаликса [7]. 
Фрагменты ГК разной молекулярной массы взаимо-
действуют с разными вариантами рецептора CD44. 
ВМВ-ГК негативно регулирует сосудистую прони-
цаемость, активируя сигнальные пути, связанные 
с формированием кортикального слоя актиновых 
микрофиламентов и образованием плотных межкле-
точных контактов. НМВ-ГК позитивно регулирует 
проницаемость сосудов, вызывая активацию рецеп-
тора, активируемого протеазой (PAR) эндотелио-
цитов, что способствует формированию актиновых 
стресс-фибрилл и нарушению межклеточных кон-
тактов [22, 23].

С интактностью гликокаликса связывают и адек-
ватное функционирование гломерулярного барьера 
[12]. Ферментативное удаление ГК с эндотелия гло-
мерулярных капилляров у мышей ведет к наруше-
нию проницаемости гломерулярного фильтра и по-
явлению белка в моче [24]. 

Предполагается, что интактность гликокаликса 
опухолевых клеток определяет их инвазивные свой-
ства, поскольку напряжение сдвига интерстициаль-
ной жидкости воздействует на механорецепторы 
клетки [25, 26]. При экспериментальном моделиро-
вании инвазивных свойств опухолевых клеток (кар-
цинома почки человека: клеточные линии SN12L1 
и SN12C с высоким и низким метастатическим по-
тенциалом соответственно) в трехмерной моде-
ли интерстициального потока жидкости показа-
но, что воздействие гиалуронидазы и гепариназы 
на клетки блокирует экспрессию ММП-1 и ММП-
2, обусловливаемую давлением интерстициальной 
жидкости, сокращая инвазивный потенциал клеток. 
Деградация гликокаликса, в частности разрушение 
ГК, блокирует опухолевую инвазию и негативно 
регулирует инвазивные и миграционные свойства 
клеток [27].

Дестабилизации и шеддингу компонентов глико-
каликса способствуют гипергликемия, эндотоксемия, 
септический шок, окисленные липопротеины низкой 
плотности, цитокины, натрийуретический пептид, 
аномальное напряжение сдвига, процессы ишемии-
реперфузии, а также развитие СВО, разная степень 
выраженности которого сопровождает любой пато-
логический процесс [28, 29]. Сокращение/дестаби-
лизация слоя гликокаликса вследствие шеддинга 
или направленного удаления ГК гиалуронидазами 
ухудшает механочувствительный ответ эндотели-
альных клеток [30]. 

БИОСИНТЕЗ И МЕТАБОЛИЗМ ГИАЛУРОНОВОЙ 
КИСЛОТЫ
При физиологических условиях процессы биосин-
теза и деградации гликокаликса уравновешены [28, 

31] и обусловлены активностью гиалуронатсин-
таз (HAS1, HAS2, HAS3) и гиалуронидаз (Hyal1, 
Hyal2, PH–20/SPAM1) [9, 32–34]. Гены Hyal3, Hyal4 
и Hyalp1 имеют высокую степень гомологии с генами, 
кодирующими гиалуронидазы Hyal1, Hyal2 и PH–20, 
но Hyal3 и Hyal4 не проявляют гиалуронидазной ак-
тивности, а Hyalp1 является псевдогеном [35].

Гиалуронатсинтазы и нарушения синтеза 
гиалуроновой кислоты
HAS1 синтезирует ГК с широким диапазоном моле-
кулярных масс (500–2000 кДа), HAS2 – высокомо-
лекулярную ГК (ВМВ-ГК), HAS3 – низкомолеку-
лярную ГК (НМВ-ГК) с массой менее 500 кДа [33, 34]. 
Ферментативная активность HAS2 и HAS3 выше, 
чем HAS1 [36]. 

Активность гиалуронатсинтаз человека регу-
лируется генами HAS1, HAS2 и HAS3, локали-
зованными на разных аутосомах. Исследования 
эмбриогенеза мыши показали, что HAS1 экспрес-
сируется в течение гаструляции и ранней нейруля-
ции, HAS2 – в структурах сердца и скелета раннего 
эмбрионального периода, экспрессия HAS3 ограни-
чена зачатками зубов и волосяных фолликулов [34, 
37, 38], что предполагает наличие разных регуля-
торных элементов, контролирующих транскрип-
цию. Нарушение экспрессии HAS2 при эмбриогене-
зе ведет к гибели эмбриона; у эмбрионов HAS2-null 
обнаружены дефекты эндокардиальной подушки, 
желточного мешка и васкулогенеза, а также нару-
шение эпителиально-мезенхимальной трансформа-
ции [34, 35, 39, 40]. Делеция HAS2 ведет к нарушению 
формирования конечностей эмбриона, в том числе 
суставов [35]. У мышей HAS1-/- наблюдается хрони-
ческое воспаление суставов с повреждением сустав-
ного хряща; при этом содержание ГК в ВКМ у мышей 
с нокаутом и мышей дикого типа было одинаковым. 
Предполагается, что HAS1 важен для метаболиз-
ма ГК при воспалении [41]. Мыши с нокаутом генов 
HAS1 или HAS3 были жизнеспособными и фертиль-
ными. При двойном нокауте этих генов отмечено уси-
ление воспаления на фоне регенерации раны кожи 
у мыши [36]. Однако есть сообщения о сокращении 
размеров мозга и приступах эпилепсии у мышей 
с нокаутом генов HAS, причем эпилепсия наиболее 
выражена при нокауте гена HAS3 [42]. У млекопита-
ющих все гены HAS экспрессируются в эмбриональ-
ных тканях и тканях взрослых особей, но экспрес-
сия HAS3 более выражена во взрослых тканях [35]. 
При канцерогенезе возрастает экспрессия всех генов 
HAS, особенно HAS2 [37].

Повышенная активность гиалуронатсинтаз у собак 
породы шар-пей фенотипически проявляется утол-
щением кожи, появлением кожных складок, повыше-
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нием ГК в коже и аномально высокой концентрацией 
ГК в крови [43]. Содержание ГК повышено в коже го-
лого землекопа (Heterocephalus glaber), небольшого 
роющего грызуна семейства землекоповых, особен-
ностью которого является высокая продолжитель-
ность жизни (около 30 лет) и устойчивость к канце-
рогенезу. Фибробласты, выделенные из кожи голого 
землекопа, продуцируют высокий уровень ВМВ-ГК. 
У них также найдена необычная форма HAS2 (заме-
ны Ser на Asn в двух консервативных участках по-
липептидной цепи) и сниженный уровень фермента 
Hyal2, деградирующего ГК [35]. Млекопитающие это-
го вида служат моделью для изучения устойчивости 
к болезням и старению, в частности (www. naked-
mole-rat.org). Примечательно, что для собак породы 
шар-пей и голого землекопа характерна высокая сте-
пень инбридинга. 

В целом, нарушения биосинтеза ГК более изучены 
in vitro на клетках и на животных моделях. Весьма 
ограниченные данные указывают на связь мутации 
в гене HAS2 с развитием дефекта межжелудочко-
вой перегородки у детей в китайской популяции [44]. 
Показано также, что экспрессия HAS2 повышена 
при синдроме Дауна [45].

Гиалуронидазы и нарушения метаболизма 
гиалуроновой кислоты
Экспрессия Hyal1, Hyal2 и Hyal3 обнаружена в со-
матических тканях, SPAM1 в тканях яичка (SP-20 
необходим для фертилизации), Hyal4 – в скелетных 
мышцах и плаценте [35, 44, 46–48]. Деградация ГК 
может происходить как внутри клетки в лизосомах, 
так и внеклеточно. Hyal1 активна в лизосомах, ги-
алуронидаза РН–20 функционирует на клеточной 
поверхности как GPI – якорный белок, Hyal2 рас-
щепляет ГК как в лизосомах, так и во внеклеточном 
пространстве [34]. Для каждой из гиалуронидаз ха-
рактерна своя локализация в различных клетках 
и определенный диапазон pH, в пределах которого 
они проявляют активность, что ведет к генерации 
разных по молекулярной массе гиалуроновых кис-
лот [7]. 

С недостаточностью ферментов, разрушающих 
ГК, связаны единичные случаи мукополисахари-
доза типа IX – генетически детерминированного 
заболевания соединительной ткани. Биохимически 
мукополисахаридоз типа IX проявляется нако-
плением ГК в тканях, в большей степени в лизо-
сомах макрофагов, в меньшей – в лизосомах фи-
бробластов, а также повышением концентрации 
ГК в крови при полном отсутствии фермента [35, 
49, 50]. Клинически мукополисахаридоз типа IX 
проявляется черепно-лицевым дисморфизмом, 
задержкой роста, отечностью, болезненностью су-

ставов и ювенильным идиопатическим артритом. 
Неврологический статус и интеллектуальное раз-
витие больных остается в пределах нормы [35]. 
Генетический анализ показал гомозиготность и му-
тации в гене Hyal1, однако отсутствие выраженных 
аномалий свидетельствует о компенсации функции 
Hyal1 другими гиалуронидазами [35]. 

Показано, что в тканях мышей Hyal1-/- не проис-
ходит генерализованного накопления ГК, но выра-
жены дегенеративные изменения хряща коленного 
сустава. Мыши Hyal2-/- характеризуются аномали-
ями скелета, гемолитической анемией, тромботиче-
ской микроангиопатией, тяжелой сердечно-легочной 
недостаточностью и высокой летальностью [51–53]. 
Последствия ишемически-реперфузионного повреж-
дения почки у мышей с нокаутом были более тяже-
лыми, чем у мышей дикого типа. У мышей с нокаутом 
отмечен высокий уровень накопления ГК в повреж-
денной почке, более выраженное воспаление и фи-
броз почки [54].

Наиболее изучена на сегодняшний день связь 
между экспрессией генов ферментов обмена ГК 
и инвазивными свойствами клеток, а также про-
грессией заболевания. Экспрессия гена HAS1 выяв-
лена на низком уровне в большинстве нормальных 
клеток, HAS2 – преимущественно в эмбриогенезе. 
Экспрессия HAS1 значительно увеличена при кан-
церогенезе, а HAS2 и HAS3 при агрессивных формах 
рака [37]. Наиболее агрессивными свойствами об-
ладают клетки, экспрессирующие HAS2. Изучение 
экспрессии гиалуронатсинтаз/гиалуронидаз на па-
нели клеточных линий рака молочной железы чело-
века с разными инвазивными свойствами показало, 
что высокоинвазивные клетки экспрессируют пре-
имущественно изоформы HAS2 и Hyal2, а менее ин-
вазивные – HAS3 и Hyal3 [55]. Трансфекция клеток 
аденокарциномы молочной железы человека MCF-
7, иммортализированных кератиноцитов человека 
линии HaCat и клеток первичной культуры эпидер-
мальных кератиноцитов мыши HAS3-содержащими 
конъюгатами показала, что увеличенный синтез ГК 
вызывает образование на поверхности клеток мно-
жественных протрузий типа микроворсинок, функ-
ция которых, по-видимому, состоит в образовании 
сайтов для контактов, прикрепления и миграции кле-
ток [56]. В этой связи, важной представляется экс-
прессия в области микроворсинок рецептора erbB2 
(HER-2/neu) [57]. Предполагается, что ГК может 
иметь ключевое значение в опухолевой инвазии, 
поскольку существует прямая связь между уве-
личением экспрессии ГК и erbB2, что способствует 
активации erbB2-зависимой сигнализации и свиде-
тельствует о важности ГК для манифестации инва-
зивного клеточного фенотипа [56].
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РЕГУЛЯТОРНОЕ ДЕЙСТВИЕ ПОЛИМЕРОВ ГК РАЗНОГО 
РАЗМЕРА
В незначительных количествах ГК выявляют в кро-
ви здоровых лиц [28, 31], тогда как высокий уровень 
ГК обнаруживается при хронической болезни почек 
[58], сердечно-сосудистых заболеваниях [59], легоч-
ной гипертензии [60], циррозе печени [61, 62], раке 
[63]. Имеются также данные о повышенном содер-
жании ГК в крови при ПЭ [64, 65] и HELLP-синдроме 
[66]. Также при ПЭ повышен уровень антител к ГК 
и ее структурному дисахариду [67, 68]. Источник ГК 
в крови при ПЭ не ясен – предполагается, что ГК по-
является в крови в результате дисфункции эндоте-
лия матери [69], другим источником ГК может быть 
плацента [64, 70]. 

В физиологических условиях преобладает ВМВ-
ГК, при воспалительном ответе и тканевом повреж-
дении – НМВ-ГК [71]. Воспалительный ответ ведет 
к деградации ГК и образованию фрагментов разного 
размера, которые оказывают разнонаправленный 
эффект на функции клеток, органов и систем [29]. 
Взаимодействие ВМВ-ГК и НМВ-ГК с мембранными 
рецепторами клетки индуцирует различные сигналь-

ные пути, позитивно/негативно регулирующие одни 
и те же процессы [72]. Характеристика ГК различной 
массы представлена в табл. 1 

РЕЦЕПТОРЫ ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ 
Функциональные свойства ГК проявляются через 
взаимодействие с ее рецепторами – гиалуронан-
связывающими белками, или «гиаладгеринами». 
Специфические взаимодействия ГК с рецептора-
ми регулируют межклеточную адгезию, миграцию 
клеток, дифференцировку, клиренс ГК, проведе-
ние сигнала в клетку и воспалительный ответ [83–
85]. Наиболее важными рецепторами ГК являются: 
RHAMM – первый из идентифицированных рецеп-
торов, обнаруженный как на поверхности клеток, 
так и внутри (в цитоплазме и ядре), и СD44 – ос-
новной рецептор ГК клеточной поверхности [37]. 
Взаимодействие ГК–RHAMM играет ключевую роль 
в активации сигнальных каскадов, через рецептор 
PDGF, Ser/Thr-киназу и MAP-киназы Erk [85, 86]. 
Активация внутриклеточного RHAMM-рецептора 
вызывает реорганизацию цитоскелета и регулирует 
миграцию и пролиферацию клеток [37, 87]. Сигналы 

Таблица 1. Биологическая роль ГК разной молекулярной массы

Фракции ГК

ВМВ-ГК (высокомолекулярная ГК)
молекулярная масса более 500 кДа, в сред-
нем 106–107 Да (~2000–25000 дисахаридных 

звеньев) [9, 73, 74] 

НМВ-ГК (низкомолекулярная ГК) 
молекулярная масса <500 кДа (~1000 
дисахаридных звеньев и меньше) [74, 

80] 

О-ГК (олигомерные молекулы)
молекулярная масса 0.75–10 

кДа (2–20 дисахаридных зве-
ньев) [75] 

Формирование и стабилизация структуры 
ВКМ и гликокаликса клетки; иммунологи-

чески инертен [75, 76]; связывает рецепторы 
клетки, препятствует иммунному распозна-
ванию; иммуносупрессорное действие [77]; 
индукция экспрессии Foxp3, увеличение 

численности индуцибельных регуляторных 
Т-клеток [77, 78]; сохранение барьерной 

функции гломерулярного барьера и эндоте-
лия [7]; подавление синтеза ГК [74] 

Несет функцию «сигнала опасности» 
(danger-associated molecular patterns) 
[9]; усиливает проницаемость лимфа-

тических капилляров [81], увеличивает 
сосудистую проницаемость [7]

Могут как позитивно, 
так и негативно регулировать 
различные процессы, ингиби-
руют эндогенную продукцию 

гиалуронана [9] 

Противовоспалительное действие, ингиби-
рование фагоцитоза [77] Провоспалительное действие [33]

Антиангиогенное действие, препятствует 
трансэндотелиальной миграции [77]

Проангиогенное действие, стимуляция 
пролиферации эндотелиальных клеток, 

адгезии, формирования капилляров 
[33]

Стимуляция/ингибирование 
ангиогенеза, адгезии [9, 80] 

Синтез иммуносупрессорных цитокинов [77] Синтез провоспалительных цитокинов 
[33]

Стимулирует пролиферацию и ингибирует 
апоптоз децидуальных стромальных клеток 

в ранней беременности [79]

Стимулирует апоптоз децидуальных 
стромальных клеток в ранней беремен-

ности [79]

Стимуляция пролиферации/
апоптоза опухолевых клеток 

[74]

Препятствует адгезии и инвазии опухоле-
вых клеток [77]

Стимуляция инвазии и миграции 
опухолевых клеток, а также инвазии 

вневорсинчатого трофобласта [82]
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ГК-CD44 также включают активацию рецепторных 
тирозинкиназ (рецептора PDGF-β и ErbB2/Her2), 
белков семейства ERM, обеспечивающих взаимодей-
ствие актинового цитоскелета с цитоплазматической 
мембраной (мерлина, эзрина, радиксина и моэзина), 
белка IQGAP1, ассоциированного с актиновым ци-
тоскелетом, активация которого регулирует морфо-
логию клетки, подвижность, адгезию и клеточный 
цикл [34, 37, 88–93]. CD44 способен формировать 
комплекс с фактором обмена гуаниновых нуклеоти-
дов Tiam1 [94]. Связывание комплекса с ГК активи-
рует опосредованный Rac1 сигнальный путь, также 
регулирующий реорганизацию цитоскелета [37]. 
Предполагается, что метаболизм ГК может регули-
роваться при помощи CD44, поскольку показан бло-
кирующий эффект анти-CD44-антител на эндоцитоз 
и расщепление ГК in vitro [95].

Регуляцию метаболизма ГК осуществляют гиалад-
герины LYVE-1, STABILIN-1, а также STABILIN-2, 
основной рецептор ГК в печени [34]. Позитивная 
регуляция воспалительной реакции наблюдается 
при связывании НМВ-ГК или О-ГК с Тоll-подобными 
рецепторами (TLR2, TLR4) [33]. Связывание с рецеп-
тором инициирует MAP-киназный каскад, ядер-
ную транслокацию NF-κB и продукцию TNFα [96]. 
Функция стабилизации структуры ВКМ и гликока-
ликса клетки в основном обеспечивается крупны-
ми протеогликанами, ITI-протеогликанами, TSG-6 
и SHAP [33, 97], однако любой гиаладгерин, связыва-
ющий ГК, также принимает участие в стабилизации 
надклеточных структур. Характеристика наиболее 
изученных гиаладгеринов человека представлена 
в табл. 2.

ГИАЛУРОНОВАЯ КИСЛОТА И ЕЕ РЕЦЕПТОРЫ 
В ПЛАЦЕНТЕ
В тканях плаценты ГК обнаруживается в структурах 
стромы матки и плаценты, а также в очагах ангиоге-
неза децидуа базалис мезометрия [99], мезенхималь-
ных ворсинах и незрелых промежуточных ворсинах 
плаценты [101]. Показано также ее участие в деци-
дуализации эндометрия у мышей [126]. Изучение 
распределения ГК и ее рецептора CD44 в ткани пла-
центы человека при физиологической беременности 
показало, что в первой половине беременности ГК 
интенсивно экспрессируется только в строме ме-
зенхимальных ворсин, клетки которых интенсивно 
пролиферируют и дифференцируются, обеспечивая 
развитие ворсинчатого дерева плаценты. В ворси-
нах другого типа ГК выявлялась только в феталь-
ных сосудах и соединительной ткани, прилежащей 
к трофобласту, а также в ограниченных участках 
стромы ворсин, прилегающих к клеткам вневор-
синчатого цитотрофобласта и клеточным колоннам. 

Предполагается, что значительные количества ГК, 
обнаруженные в мезенхимальных и незрелых про-
межуточных ворсинах, необходимы в качестве суб-
страта, через который осуществляется миграция 
мезенхимальных клеток и прорастание кровеносных 
сосудов. В зрелой плаценте строма ворсин всех типов 
гомогенно окрашивается «на ГК» [101]. 

В ткани плаценты также экспрессируются ре-
цепторы ГК. Так, на децидуальных клетках, лимфо-
цитах, локализованных в области децидуа базалис, 
клеточных элементах стромы эндометрия при физи-
ологической беременности обнаружена экспрессия 
CD44 [99]. Инвазивный вневорсинчатый трофобласт 
экспрессирует CD44 в первой половине беременно-
сти. Увеличение экспрессии CD44 позитивно влияет 
на инвазивные свойства трофобласта в матригеле, 
причем ВМВ-ГК ингибирует CD44-опосредованную 
инвазию, а НМВ-ГК, напротив, усиливает [82]. R. 
Zhu и соавт. показали, что экспрессия ГК и HAS2 
трофобластом при физиологической беременности 
выше по сравнению с выкидышами ранних сроков, 
что также предполагает участие ГК в морфогенезе 
плаценты. Однако анализ влияния ГК разной моле-
кулярной массы на инвазию трофобласта в матриге-
ле показал, что ВМВ-ГК усиливает пролиферацию 
и инвазивные свойства трофобласта, ингибирует 
апоптоз и активирует сигнальные пути PI3K/AKT 
и MAPK/ERK1/2 в трофобласте, а НМВ-ГК не ока-
зывает такого эффекта. Блокирование сигналов 
PI3K/AKT или MAPK/ERK1/2 ингибирует ГК-
зависимую пролиферацию и инвазивные свойства 
трофобласта [79]. Аналогичные результаты получе-
ны для децидуальных стромальных клеток при бере-
менности ранних сроков: при выкидышах экспрессия 
ГК, HAS2 и CD44 была ниже, чем при физиологиче-
ской беременности, ВМВ-ГК позитивно регулировал 
пролиферацию, апоптоз и опосредованные PI3K/
AKT и MAPK/ERK1/2 сигналы децидуальных стро-
мальных клеток, что иллюстрирует роль ГК и ее ре-
цептора в децидуализации и плацентации на ранних 
сроках беременности [127].

При беременности ранних сроков рецептор 
CD44 детектируется в ограниченном числе клеток 
Хофбауэра стромы ворсин и эндотелиальных клеток 
мелких сосудов. Возрастание экспрессии отмечается 
к 16-й неделе гестации – рецептор выявлялся в инти-
ме фетальных сосудов и прилегающей к ним соеди-
нительной ткани; ограниченное окрашивание отмече-
но в цитотрофобласте островков базальной пластины. 
К концу беременности экспрессия рецептора наблю-
далась в ворсинах различных типов, наиболее вы-
раженным окрашивание было в стволовых ворсинах. 
Изменение регуляции экспрессии ГК и ее рецептора 
в тканях плаценты на разных сроках гестации позво-
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лило сделать вывод об активном участии ГК в раннем 
морфогенезе плаценты, а также о важной роли CD44 
в ремоделировании тканей на поздних сроках бере-
менности [128]. 

Рецептор ГК LYVE-1 идентифицирован в феталь-
ном эндотелии плаценты [104] и синцитиотрофобла-
сте [105], однако на сроке 33–34 недель гестации его 
экспрессия была выше по сравнению со зрелой пла-
центой [104]. LYVE-1 экспрессируется также в попу-
ляции плацентарных макрофагов с фенотипом DC-
SIGN+CD163+, локализованных в ворсинах хориона 
зрелой плаценты человека [105]. При эксперимен-
тальном моделировании перитонеального эндометри-
оза у мышей показано, что экспрессия LYVE-1 эндо-
телием лимфатических сосудов повышается только 
после наступления беременности. У пролеченных 
особей вне беременности такой эффект отсутствовал, 
что является косвенным свидетельством участия 
LYVE-1 в ангиогенезе [129]. В эндометрии человека 
отсутствуют лимфатические сосуды; беременность 
вызывает быструю индуцию лимфангиогенеза в де-
цидуальной оболочке матки [130]. Предполагается 
участие LYVE-1 в манифестации инвазивного фе-
нотипа трофобласта в плаценте, однако эти предпо-
ложения носят спекулятивный характер, поскольку 
имеются свидетельства отсутствия рецептора на фе-
тальном эндотелии и эндотелии лимфатических со-
судов при децидуализации [131, 132]. 

Высокое содержание ГК выявлено в зоне депо-
зитов фибрина в ворсинах и межворсинчатом про-
странстве при ПЭ [64, 70], однако, есть сообщения 
об отсутствии различий в содержании ГК в тканях 
плаценты при физиологической беременности и ПЭ 
[133]. Следует отметить, что распределение ГК и ее 
рецепторов у пациенток с ранней ПЭ плохо изуче-
но, что затрудняет интерпретацию результатов, по-
скольку именно развитие ранней ПЭ связано с нару-
шением морфогенеза плаценты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, ГК и ее рецепторы являются фак-
торами, регулирующими процессы морфогенеза, 
эпителиально-мезенхимальной трансформации, 
опухолевого метастазирования и тканевого ремо-
делирования. ГК стабилизирует эндотелиальный 
гликокаликс, обеспечивает его интактность и ре-

генерацию при повреждениях, т.е. поддерживает 
сосудистый гомеостаз и обеспечивает барьерную 
функцию эндотелия. В соответствии с вышесказан-
ным можно предположить, что при беременности ГК 
важна, во-первых, для морфогенеза плаценты, во-
вторых, для адекватного функционирования и регу-
ляции сердечно-сосудистой системы, включая ма-
точно-плацентарный кровоток. В-третьих, поскольку 
ГК регулирует системный воспалительный ответ, 
то гиалуроновые кислоты разной молекулярной мас-
сы могут оказывать разнонаправленное действие 
при беременности, в том числе способствовать раз-
витию патологии. Однако, несмотря на доказанное 
значение ГК в поддержании физиологического гоме-
остаза в организме, роль ГК и ее рецепторов при бе-
ременности изучена недостаточно. Это относится, 
прежде всего, к патогенезу ПЭ, поскольку основные 
клинические проявления заболевания связаны с не-
адекватной плацентацией, чрезмерным системным 
воспалительным ответом и дисфункцией эндотелия. 
Малоизученным остается распределение ГК и ее ре-
цепторов при ПЭ, особенно при ее тяжелой форме. 
Не изучен гликокаликс гломерулярного эндотелия 
и эндотелия сосудов при фатальных исходах заболе-
вания или на животных моделях, не охарактеризова-
на молекулярная масса гиалуроновых кислот в крови 
пациенток с ПЭ и не показана их связь с заболевани-
ем. Изучение ГК в данном контексте может оказаться 
предметом новых открытий в патогенезе ПЭ. 
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение ДНК, выделенной из археологических 
и палеонтологических образцов, позволяет по-
лучить информацию об эволюционном прошлом. 
Первое время работа с древней ДНК заключа-
лась в анализе нуклеотидных последовательно-
стей. На этом этапе исследователи сталкивались 
с множеством трудностей, связанных с качеством 
древней ДНК, ее контаминацией чужеродной ДНК 
и пр. Эти сложности удалось преодолеть, в частно-
сти, совершенствованием методов полногеномно-
го секвенирования. Однако развитие современных 
технологий секвенирования позволяет также ана-
лизировать информацию, содержащуюся в надгене-
тическом коде. С одной стороны, физические харак-
теристики, предрасположенность к заболеваниям 
и даже некоторые психологические особенности 
индивида обусловлены генетическими факторами. 
С другой стороны, нельзя забывать про воздействие 
окружающей среды. Экспрессия генов определяет-
ся не только нуклеотидной последовательностью, 
но и целым рядом адаптационно регулируемых 
процессов, которые приводят к изменению уров-
ня метилирования ДНК, гистонового кода, спектра 

микроРНК. Эти эпигенетические механизмы вовле-
чены в формирование структур хроматина, необхо-
димых для регуляции экспрессии генов. Благодаря 
комбинации высокотехнологического секвенирова-
ния и различных методических подходов получены 
карты полногеномного метилирования ДНК в раз-
личного типа клетках человека и мыши: соматиче-
ских, стволовых, половых, раковых и т.д. [1]. 

Основной характеристикой любой древней ДНК 
является ее деградация и дезаминирование остат-
ков цитозина. До недавнего времени считалось не-
возможным получить информацию о транскрипци-
онной активности генов на основе ДНК, выделенной 
через длительное время после смерти индивида. Тем 
не менее в 2010 году группой С. Паабо были предпри-
няты первые попытки получения карт метилирова-
ния древней ДНК, которые показали потенциальную 
возможность определения картины метилирования 
CpG in vivo в ДНК неандертальца [2]. Немного поз-
же с помощью бисульфитного аллель-специфично-
го секвенирования отдельных локусов ДНК бизона 
из образцов, относящихся к позднему плейстоцену, 
Б. Лламас и соавт. [3] показали, что в древней ДНК 
сохраняется метилирование. 
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РЕФЕРАТ Изначально работа с древней ДНК была основана на анализе ее нуклеотидной последователь-
ности. Этот подход позволяет изучать эволюционные изменения, происходящие в различных популяциях, 
определять влияние окружающей среды на генетический отбор. Однако усовершенствование методических 
подходов к проведению полногеномного анализа открыло новые возможности изучения эпигенетических 
механизмов, вовлеченных в регуляцию экспрессии генов. Один из наиболее ярких примеров влияния эпи-
генетических модификаций на эволюцию человека – изменение статуса метилирования регуляторных 
последовательностей целого ряда генов кластера HOXD и гена MEIS1. Эпигенетические изменения в этих 
генах играют ключевую роль в эволюции конечностей современного человека. Последние работы показали 
возможность определения транскрипционной активности генов в образцах древней ДНК путем комбини-
рования информации о метилировании ДНК и о наличии гиперчувствительных к ДНКазе I участков в по-
следовательностях, расположенных в стартах транскрипции генов. В дальнейшем при нахождении хорошо 
сохранившихся тканей появляется перспектива обнаружения эволюционных изменений, связанных с эпи-
генетическими различиями в высшей нервной деятельности современного и древнего человека. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА древняя ДНК, метилирование ДНК, эпигенетика.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ MpG – метилированные CpG; PMD – частично метилированные домены (partially 
methylated domains); DMV – «долины» метилированной ДНК (DNA methylation valley); MBD – метил-ДНК-
связывающий домен (methyl DNA binding domain).
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ МЕТИЛИРОВАНИЯ 
ДРЕВНЕЙ ДНК
Дезаминирование метилированных остатков ци-
тозинов и их превращение в тимин, происходя-
щее после смерти, затрудняет количественный 
анализ метилированных цитозинов. Только в 2014 
году был разработан метод, позволяющий прово-
дить полногеномный анализ метилирования древ-
ней ДНК [4–6]. При бисульфитном секвенировании 
неметилированные остатки цитозина химически 
конвертируются в остатки урацила, которые за-
тем считываются полимеразами, например Taq-
полимеразой, как тимины при ПЦР. В клетках 
позвоночных картирование таких С-Т-мутаций 
осуществляется с точностью до одного нуклеоти-
да. Аналогичное химическое превращение про-
исходит после смерти в естественных условиях 
в основном за счет гидролитического дезаминиро-
вания цитозинов, расположенных в одноцепочеч-
ных участках [7]. Применение Taq-полимеразы, 
например Taq platinum high fidelity (Hifi), нечув-
ствительной к присутствию урацила, приводит 
к увеличению количества С-Т-замен относитель-
но исходной цепи. Такие замены не могут наблю-
даться при использовании такой Pfu-полимеразы, 
как Phusion. Pfu-полимераза не способна продол-
жать синтез цепи в присутствии урацила. При этом 
5-метилцитозин дезаминируется в тимин, в отли-
чие от немодифицированного цитозина, и может 
быть успешно амплифицирован Pfu-полимеразой 
(рис. 1). Таким образом, увеличение количества 
С-Т-замен при анализе древней ДНК позволяет от-
личить метилированные цитозины от неметилиро-
ванных [5]. Дезаминирование – это стохастический 
процесс, значит, всегда есть метилированные CpG-
динуклеотиды (MpG), не дезаминированные с тече-
нием времени, которые будут амплифицироваться 
как обычные CpG (рис. 1). Поэтому данный метод 
позволяет определить метилирование не всех цито-
зинов, а только дезаминированных. Для определе-
ния метилированных цитозинов с однонуклеотид-
ным разрешением необходимо увеличивать уровень 
покрытия. Так, в работе группы Р. Смита [8] показа-
на возможность определять статус метилирования 
одиночного CpG-динуклеотида, расположенного 
в мобильном генетическом элементе LINE-1, в об-
разцах древней ДНК, полученной из скелетов пяти 
североамериканцев, возраст которых составлял 
от 200 до 4000 лет до нашей эры. Если не требуется 
определять MpG с точностью до одного нуклеотида, 
то достаточно анализировать количество CpG-TpG-
замен на интересующем участке ДНК. Такой подход 
применен к анализу генома неандертальского, дени-
совского, палеоэскимосского человека [4]. Удалось 

показать, что в костном мозге и в волосяном фолли-
куле современных и древних людей метилирование 
ДНК практически идентично.

АНАЛИЗ ЭПИГЕНОМА ДРЕВНЕЙ ДНК
При исследовании дифференциально метилиро-
ванных участков Д. Джохман и соавт. обнаружили, 
что промоторы и последовательности генов HOXD9 
и HOXD10, одних из ключевых регуляторов развития 
конечностей, метилированы в костном мозге древних 
образцов (человек неандертальский и денисовский) 
и неметилированы в ДНК современного человека [4]. 
На мышиных модельных системах показано, что из-
менения в экспрессии генов кластера HOXD, особен-
но генов HOXD9 и HOXD10, приводят к морфологиче-
ским изменениям [9], которые напоминают различия 
в строении конечностей неандертальца и современ-
ного человека. Этот факт позволяет предположить, 
что эпигенетические изменения в кластере генов 
HOXD играют ключевую роль в эволюции конечно-
стей современного человека. Более того, внутри гена 
MEIS1, кодирующего белок, который регулирует ак-
тивность генов кластера HOXD, найден дифферен-
циально метилированный участок [4]. Информация 
о метилировании древней ДНК больших геномных 
районов в виде количества С-Т-замен может исполь-
зоваться для поиска протяженных участков с из-
мененным уровнем метилирования в костном мозге 
и волосяных фолликулах наших предков. Такой ана-
лиз позволит обнаружить не только гиперметилиро-
ванные CpG-островки, но и: 

1) длинные (от нескольких сотен тысяч до несколь-
ких миллионов пар нуклеотидов) частично метили-
рованные домены (PMD), которые не содержат гены 
и колокализуются с ламинсвязанными структурами 
[10, 11];

2) «долины» метилированной ДНК (DMV) (не-
сколько тысяч пар нуклеотидов), гипометилирован-
ные в большинстве тканей, содержащие большое 
количество генов развития и участков связывания 
факторов транскрипции [12, 13], но гиперметилиро-
ваны в клетках рака кишечника [12];

3) недометилированные «каньоны» (десятки тысяч 
пар нуклеотидов), недавно открытые в гемопоэтиче-
ских стволовых клетках [14];

4) эпигенетические механизмы воспаления кишеч-
ника, которые характеризуются гиперметилирова-
нием DMV, низкой плотностью CpG, активными мар-
ками хроматина [15]. 

Все перечисленные исследования основаны 
на анализе уровня метилирования геномных обла-
стей, длина которых варьирует от нескольких ты-
сяч до нескольких миллионов пар нуклеотидов. 
Эпигенетический анализ древней ДНК, базирующий-
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ся на поиске регионов, обогащенных заменами С-Т, 
открывает перед нами новые возможности опреде-
ления адаптационных сигналов и/или маркеров за-
болеваний. Однако для этого необходимы хорошо со-
хранившиеся ткани (мозг, кишечник, мышцы, кровь), 
что характерно для останков, найденных в вечной 
мерзлоте, например, останков мамонтов, живших 
в эпоху плейстоцена (см. далее). В 2014 году была 
опубликована уникальная работа по составлению 
эпигенетической карты, полученной на ДНК одного 
волосяного фолликула палеоэскимосcкого человека, 
позволившая определить возраст индивида в момент 
смерти [5]. Это сделано на основе судебного исследо-
вания, показавшего возможность вычисления воз-
раста по уровню метилирования определенных CpG-
динуклеотидов [16]. Если предположить, что 6000 лет 
назад внешняя среда воздействовала на метилиро-
вание так же, как в наши дни, то, основываясь на со-

временных базах данных, можно определить возраст 
древнего человека. Группа Л. Орландо показала, 
что саккакский человек (палеоэскимосская эпоха 
в Гренландии) был сравнительно немолод, к моменту 
смерти ему, вероятно, было около 35–40 лет [5]. 

ПРОБЛЕМА КОНТАМИНАЦИИ ДРЕВНЕЙ ДНК
Значительную трудность при работе с древней ДНК 
представляет контаминация материала бактериаль-
ной ДНК. Недавно показали, что эпигенетические 
особенности позвоночных (метилирование CpG) мож-
но применить для разделения бактериальной и древ-
ней геномной ДНК человека [17]. Метилированные 
CpG-динуклеотиды найдены только в соматиче-
ских клетках позвоночных. В бактериальном гено-
ме также есть метилированные цитозины и адени-
ны, но не в СpG. В состав белков семейства MBD 
входит метил-ДНК-связывающий домен (MBD), 

Рис. 1. Схема определения метилирования цитозина в древней ДНК за счет увеличения количества С-Т-замен от-
носительно исходной цепи при дезаминировании. Taq-полимераза не чувствительна к урацилу, а Pfu-полимераза 
не может продолжать синтез цепи в присутствии урацила. Дезаминирование метилированных цитозинов (mC) 
не отразится на соотношении С-Т-замен, выявляемых с помощью Taq- и Pfu-полимераз. В случае неметилиро-
ванных цитозинов дезаминирование создает «непроходимый» для Pfu-полимеразы урацил. Таким образом, все 
чтения, которые начинаются на Т (в контексте геномного CG), в NGS-библиотеках, приготовленных с использова-
нием Pfu-полимеразы, однозначно говорят о метилированном состоянии соответствующего цитозина в древней 
ДНК 
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который взаимодействует с метилированной ДНК, 
содержащей одиночные метилированные CpG [18]. 
Аффинная хроматография на основе домена MBD 
является рутинным методом построения карт мети-
лирования геномов различных организмов. Этот ме-
тод позволяет не только охарактеризовать древние 
метиломы, но и разделить ДНК древних позвоноч-
ных и микроорганизмов. На примере палеоэскимос-
ского саккакского человека, шерстистых мамонтов 
(Юка и Хрома), полярных медведей и двух видов, 
принадлежащих к семейству лошадиных, показано, 
что метилирование сохраняется в различных тканях, 
при внешних воздействиях и при разном времени 
появления останков (от 4000 до 45000 лет до нашего 
времени). Обогащение с помощью аффинной хрома-
тографии с MBD-доменом позволяет проводить ана-
лиз микробиоты древних образцов, а также потенци-
ально патогенных геномов [17]. 

ТРАНСКРИПЦИОННАЯ АКТИВНОСТЬ ДРЕВНИХ ГЕНОВ 
НА ОСНОВЕ НУКЛЕОСОМНЫХ КАРТ
Метилирование ДНК может служить маркером по-
давления транскрипции генов, однако этой инфор-
мации недостаточно для того, чтобы утверждать, 
экспрессировался ген или нет. Для предсказания 
транскрипционной активности гена необходима до-
полнительная информация, например, о модифика-
циях гистонов, структуре хроматина, связывании 
факторов транскрипции с регуляторными участка-
ми. Предприняты первые попытки работы с белками 
из древних организмов [19]. Секвенирование древ-
ней ДНК выявило неожиданный источник эпигене-
тической информации. Исследователи из группы 
Л. Орландо обнаружили периодичность в плотно-
сти прочтения нуклеотидов [5]. Они предположили, 
что наблюдаемая периодичность не является ошиб-
кой выравнивания последовательностей или арте-
фактом секвенирования. В основе периодичности 
плотности прочтения нуклеотидов лежит защита 
ДНК путем связывания ее с нуклеосомами, при этом 
расщепление ДНКазой, которая попала в ядра 
во время клеточной смерти, либо посмертная дегра-
дация ДНК происходят в линкерных участках. В этом 
случае наблюдаемая глубина секвенирования отра-
жает положение нуклеосом на ДНК. Спектральные 
методы анализа ДНК применяются для поиска скры-
тых периодичностей. Так, в случае сравнительно 
коротких последовательностей использование пре-
образования Фурье позволяет получать статистиче-
ские критерии, обладающие свойством самоусред-
няемости [20]. Применение преобразования Фурье 
к функции, которая связывает плотность покрытия 
«чтениями» с координатой в геноме, имеет сильный 
пик на 180–190 нуклеотидов, указывая на то, что пе-

риодичность покрытия при секвенировании совпа-
дает с периодичностью организованного в нуклеосо-
мы хроматина (рис. 2). При анализе распределения 
плотности расположения 5’-конца чтений выясни-
лось, что на расстояниях с характерной длиной 100 
нуклеотидов проявляется также периодичность в 10 
нуклеотидов, которую связывают с одним оборотом 
спирали ДНК: нуклеотиды, обращенные к нуклеосо-
мам, не будут стартом чтений, поскольку они менее 
доступны для нуклеаз. В древней ДНК с высокой точ-
ностью удалось картировать положение нуклеосом 
на расстоянии 4 т.п.н. от сайтов связывания CTCF, 
расположение которых отрицательно коррелировало 
с метилированием ДНК. Активно транскрибируемые 
участки можно находить с помощью анализа гипер-
чувствительных к ДНКазе I участков, расположен-
ных в стартах транскрипции [21]. Предполагается, 
что участки с открытой структурой хроматина бу-
дут более чувствительны к расщеплению ДНКазой I 
при апоптозе или после смерти организма. Поэтому 
при полногеномном секвенировании плотность чте-
ний в районах старта транскрипции активных генов 
будет снижена по сравнению с молчащими генами. 
Если одновременно учитывать плотность чтений 
в области определенного старта транскрипции 

Рис. 2. График спектральной плотности (оценка спек-
тральной мощности). Анализ регионов вокруг стартов 
транскрипции (+/- 1000 п.н.) генов, проведена кор-
рекция относительно фонового распределения чтений 
при анализе современной ДНК слона. Использованы 
данные секвенирования генома детеныша мамонта, 
найденного в 2009 году в нижнем течении реки Хрома 
(Прохорчук Е.Б. и соавт, неопубликованные данные). 
Возраст находки более 50000 лет
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и информацию о гиперчувствительных к ДНКазе I 
участках из базы данных ENCODE, то появляется 
потенциальная возможность определения транс-
крипционной активности соответствующих генов.

ПЕРСПЕКТИВЫ 
Комбинирование информации о метилировании ДНК 
и сайтах гиперчувствительности к ДНКазе I в стар-
тах транскрипции позволит в ближайшее время 
восстановить количественную картину экспрессии 

генов в древних образцах. Если удастся найти хоро-
шо сохранившийся мозг древнего человека, то это 
будет прорывом в области изучения древней ДНК 
и эволюции человека. Подобную возможность под-
тверждает недавняя находка шерстистого мамонта, 
структуры мозга которого хорошо сохранились [22]. 
Предполагается, что основные отличия в высшей 
нервной деятельности древних и современных людей 
будут найдены на эпигенетическом уровне [23, 24]. 
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РЕФЕРАТ Получение новых полиоксиалканоатов (ПОА) – биоразлагаемых полимеров биомедицинского на-
значения и биоматериалов на их основе – перспективное направление современной биоинженерии. Изучена 
способность эффективного штамма-продуцента Azotobacter chroococcum 7Б синтезировать не только го-
мополимер поли-3-оксибутирата (ПОБ) и его основной сополимер поли-3-оксибутират-со-3-оксивалерат 
(ПОБВ), но и новый сополимер поли-3-оксибутират-со-3-окси-4-метилвалерат (ПОБ4МВ). Для биосинтеза 
сополимеров ПОБ мы использовали карбоновые кислоты в качестве дополнительных источников углерода 
и предшественников мономеров в цепи синтезируемых сополимеров. Определены основные параметры 
биосинтеза полимеров: урожай биомассы штамма-продуцента, продукция полимера, молекулярная масса 
и мономерный состав синтезируемых полимеров, а также морфология клеток A. chroococcum 7Б. Физико-
химические свойства полученных полимеров определены с использованием спектроскопии ядерного маг-
нитного резонанса (ЯМР), дифференциально-сканирующей калориметрии (ДСК), измерения контактного 
угла смачивания и др. Рост клеток на полученных полимерах in vitro оценен с использованием стромальных 
клеток (СК), выделенных из костного мозга крыс, и теста анализа жизнеспособности клеток ХТТ. Синтез 
нового сополимера ПОБ4МВ показан путем определения его химического состава методом спектроскопии 
ЯМР – добавление в культуральную среду 4-метилвалериановой кислоты приводило к включению в по-
лимерную цепь ПОБ мономеров 3-окси-4-метилвалерата (3О4МВ) (0.6 мол. %). Несмотря на малое моляр-
ное содержание 3О4МВ в составе сополимера, его физико-химические свойства значительно отличались 
от свойств гомополимера ПОБ: имел сниженную степень кристалличности и повышенный контактный угол 
смачивания, т.е. по своим физико-химическим свойствам сополимер ПОБ4МВ с содержанием 3О4МВ всего 
0.6 мол. % соответствовал сополимеру ПОБВ с молярным содержанием от 2.5 до 7.8%. Рост СК, определенный 
по тесту ХТТ, на полученном сополимере ПОБ4МВ in vitro не отличался статистически от их роста на по-
лимерах ПОБ и ПОБВ, что позволяет использовать его в биомедицинских разработках и исследованиях. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Azotobacter chroococcum 7Б, биосинтез, биосовместимость, кристалличность, поли-3-
оксибутират, поли-3-оксибутират-со-3-окси-4-метилвалерат, стромальные клетки костного мозга.
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ВВЕДЕНИЕ
В связи с интенсивным развитием таких биомеди-
цинских направлений, как регенеративная медици-
на, биоинженерия (в том числе тканевая инженерия), 
биофармацевтика, нанобиотехнология, возрастает 
потребность в создании новых биоматериалов, осо-
бенно биосовместимых и биоразлагаемых полимеров. 
В качестве материалов для изготовления медицин-
ских изделий и лекарственных форм используют 
целый ряд природных и синтетических полимеров: 
полиоксиалканоаты (ПОА), полиангидриды, поли-
алкилцианоакрилаты, полифосфазены, полифосфо-
эфиры, полиортоэфиры, некоторые полисахариды 
(хитозан, гиалуроновая кислота, агароза, декстран, 
альгинаты, хондроитинсульфат) и белки (коллаген, 
фибрин, фиброин щелка, спидроин, желатин) [1–5]. 
Эти полимеры применяются в медицинских имплан-
татах при восстановительной хирургии [4, 5], тка-
невой инженерии [3, 6, 7], для создания новых ле-
карственных форм в биофармацевтике [8, 9], новых 
материалов для стоматологии и в других приложе-
ниях [1, 2]. 

Несмотря на широкий ассортимент используемых 
в медицине полимеров, подавляющее большинство 
из них получают химическим синтезом или выделяют 
из природного сырья (водорослей, высших растений, 
грибов, ракообразных, тканей домашних животных). 
К сожалению, методы химического синтеза и выделе-
ния полимеров из природного сырья не могут в полной 
мере обеспечить набор свойств, необходимый для по-
лимеров биомедицинского назначения. Требуется 
глубокая и очень дорогая очистка получаемых по-
лимеров, которые должны иметь заданную в узких 
рамках химическую структуру и свойства, а также 
быть биобезопасными и т.п. Кроме того, синтетические 
полимеры и продукты их биодеградации могут быть 
токсичными, а природные полимеры могут обладать 
выраженной иммуногенностью или быть загрязнены 
вирусами или прионными белками [10, 11]. 

Среди разрабатываемых и используемых биоме-
дицинских полимеров особое внимание привлекают 
биоразлагаемые поли-3-оксиалканоаты – поли-3-
оксибутират (ПОБ) и его сополимеры (согласно оте-
чественной химической номенклатуре высокомо-
лекулярных соединений и ИЮПАК [12]). В отличие 
от природных полимеров (хитозана, альгината, дек-
страна, коллагена и др.) и химически синтезируемых 
полимеров, ПОА получают биотехнологическим пу-
тем, что позволяет добиваться высокой степени чи-
стоты, контролировать и задавать в узких пределах 
основные физико-химические свойства биополиме-
ров в процессе их биосинтеза. ПОА обладают набором 
уникальных свойств: высокой механической прочно-
стью и термопластичностью, что обеспечивает про-

стоту переработки и позволяет получать широкий 
спектр изделий, способностью к образованию ком-
позитов с синтетическими полимерами, неорганиче-
скими материалами и лекарственными веществами, 
а также к полному биоразложению с образованием 
нетоксичных продуктов, биосовместимостью (в том 
числе гемосовместимостью) с тканями и органами че-
ловека и животных и экологической безопасностью. 
В связи с этим ПОА считаются перспективными 
для применения в медицине [13–16].

ПОА обладают также уникальной нанострукту-
рой. Будучи частично кристаллическими, ПОА могут 
формировать различные супрамолекулярные струк-
туры, такие, как ламеллы и сферолиты. Подобная 
частично кристаллическая структура и морфология 
во многом определяют биологические свойства ПОА, 
например кинетику биодеградации [17, 18]. 

Однако ПОА, как и другие полимерные материалы, 
в частности гомополимер ПОБ, может обладать и не-
которыми недостатками: высокой гидрофобностью 
и кристалличностью, длительной биодеградацией 
и низкой пластичностью, что в ряде случаев серьезно 
ограничивает их применение в качестве биоинженер-
ных материалов в медицине, например для изготов-
ления протезов сосудов [19, 20]. В связи с этим разра-
ботка новых биотехнологических методов получения 
новых сополимеров ПОБ биомедицинского назначе-
ния с оптимальным сочетанием физико-химических 
и биологических свойств и биоматериалов на их осно-
ве считается наиболее перспективным направлением 
в современной биоинженерии [1, 2, 13–16]. 

Ранее мы показали возможность биосинтеза раз-
личных сополимеров ПОБ в высокоэффективном 
штамме-продуценте ПОА Azotobacter chroococcum 
7Б с использованием различных методических под-
ходов, провели комплексное исследование физико-
химических и биологических свойств полученных 
полимеров. Этот штамм характеризуется непри-
хотливостью к условиям культивирования и биотех-
нологического процесса (необходимо только самое 
базовое оборудование, не требуются высокоспеци-
фичные культуральные среды, газовое питание, 
высокоточный контроль специальных параметров 
и т.п.), высокой продуктивностью (высокий выход 
биомассы, содержание полимера и сухой биомассы 
в клетках до 80% и выше), высокой молекулярной 
массой синтезируемого полимера (более 1.5 × 106 Да). 
Такие характеристики крайне важны для биотехно-
логической продукции полимеров биомедицинского 
назначения в связи с необходимостью технически 
простой и глубокой очистки, помимо обеспечения 
их эффективной наработки [15, 21]. Однако у таких 
продуцентов имеются ограничения в синтезе сопо-
лимеров ПОБ, содержащих мономеры 3-оксикарбо-
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новых кислот с длиной более пяти атомов углерода 
[22, 23]. Биосинтез нового сополимера ПОБ, поли-
3-оксибутират-со-3-окси-4-метилвалерата, пока-
зан с использованием таких бактериальных про-
дуцентов, как Ralstonia eutropha, Burkholderia sp., 
Chromobacterium sp., способных к биосинтезу ПОА 
с короткоцепочечными и длинноцепочечными моно-
мерами карбоновых кислот [24–27]. Однако химиче-
ская структура этого сополимера (мономер 3-окси-4-
метилвалерат имеет Y-образную R-группу) особенно 
интересна для изучения его биосинтеза именно таки-
ми бактериальными продуцентами, как Azotobacter 
sp., из-за указанных ограничений.

Возможность биосинтеза новых сополиме-
ров ПОБ такими бактериальными продуцентами, 
как Azotobacter sp., представляет большой научный 
и практический интерес. Нами изучена возмож-
ность биосинтеза нового сополимера ПОБ – поли-
3-оксибутират-со-3-окси-4-метилвалерат – вы-
сокоэффективным штаммом-продуцентом ПОА A. 
chroococcum 7Б, определены физико-химические 
свойства этого сополимера и его биосовместимость 
in vitro.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Реактивы 
Натриевая соль валериановой кислоты, или вале-
рат натрия (ВК), натриевая соль 4-метилвалериа-
новой кислоты, или метилвалерат натрия (4МВК), 
натриевая соль гексановой кислоты, или гексано-
ат натрия (ГК); компоненты культуральной среды: 
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сахароза, агар, фосфатно-солевой буфер (ФСБ). 
Все реактивы закуплены в компании Sigma Aldrich 
(Германия) и использованы в том виде, в котором по-
лучены.

Биосинтез полимеров
Для биосинтеза полимеров использован высокоэф-
фективный штамм-продуцент ПОБ A. chroococcum 
7Б, несимбиотическая азотфиксирующая бакте-
рия, способная к сверхпродукции полимера (до 80% 
от сухого веса клеток) [28–31]. Штамм был выделен 
из ризосферы пшеницы (дерново-подзолистая по-
чва) и поддерживался на среде Эшби, содержащей 
0.2 г/л K

2
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розы и 20 г/л агара. Все эксперименты проведены 
в лабораторных условиях. Для достижения высокой 
продуктивности клеток культуру Azotobacter выра-
щивали в качалочных колбах в микробиологической 
качалке Innova 43 (New Brunswick Scientific, США) 

при постоянном перемешивании и 30°C на среде 
Берка в условиях избыточного содержания источни-
ка углерода в среде, содержащей 0.4 г/л МgSO
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2
, 1.05 г/л K

2
HPO

4
·3H

2
O, 
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 и 17 г/л (50 мМ) сахарозы как основ-

ного источника углерода. Объем среды в колбе со-
ставлял 100 мл, что при высокой продуктивности 
штамма A. chroococcum 7Б при отборе проб в конце 
эксперимента позволяет анализировать процессы 
биосинтеза и иметь достаточное количество проб 
для статистической обработки (каждый эксперимент 
проведен в восьмикратной повторности). Для био-
синтеза сополимеров ПОБ в культуральную среду 
добавляли соли карбоновых кислот (пропионовой, 
валериановой, 4-метилвалериановой, гексановой) 
в качестве дополнительных источников углерода. 
В качестве предшественника мономера 3-оксивале-
рата в составе ПОА в культуральную среду добав-
ляли ВК в концентрации 5 и 20 мМ сразу и через 12 ч 
культивирования штамма-продуцента. Эти концен-
трации и временные интервалы выбраны для полу-
чения сополимера ПОБВ с различным содержанием 
3-оксивалерата в цепи получаемого сополимера [28, 
29]. В качестве потенциальных предшественников мо-
номеров 3-окси-4-метилвалерата и 3-оксигексаноата 
в составе синтезируемого ПОА в культуральную сре-
ду добавляли 4МВК и ГК в концентрации 5, 10, 20 и 35 
мМ через 12 ч культивирования штамма-продуцента 
и в концентрации 20 мМ через 0 ч. Такие концентра-
ции этой карбоновой кислоты выбраны по аналогии 
с другими карбоновыми кислотами, используемыми 
для биосинтеза новых сополимеров ПОБ и согласно 
[24–27, 29]. Штамм-продуцент культивировали в те-
чение 72 ч. Оптическую плотность культуральной 
среды контролировали при помощи нефелометрии. 
Рост и накопление полимера контролировали также 
при помощи световой микроскопии с использованием 
микроскопа Биомед-1 («Биомед», РФ) с цифровой ка-
мерой. Параметры биосинтеза сополимеров: урожай 
биомассы (г/л среды) и общее содержание полиме-
ра в клетках (вес. % от сухого веса клеток) (табл. 1) 
измеряли согласно ранее разработанным методикам. 
Процесс выделения и очистки полимера из биомассы 
штамма-продуцента включал экстракцию хлорофор-
мом, фильтрование, осаждение изопропиловым спир-
том, очистку путем нескольких циклов растворения-
осаждения и высушивание [28–31].

Исследование химического состава полимера 
методом спектроскопии ядерного магнитного 
резонанса (ЯМР)
Спектры 1H ЯМР 1% (вес/об.) растворов полиме-
ров в дейтерированном хлороформе были сня-
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ты на спектрометре MSL-300 300 МГц (Bruker, 
Германия) с экспериментальными параметрами: 
температура 313 K, релаксационная задержка 2.5 
с, ширина спектрального окна 4000 Гц, и на спек-
трометре Bruker Avance III 500 МГц с трехканаль-
ным криодатчиком TCI Prodigy (Bruker, Германия) 
с экспериментальными параметрами: температура 
310 К, релаксационная задержка 3.3 с, ширина спек-
трального окна 10000 Гц. Химические сдвиги (в мил-
лионных долях) выставлены по сигналу остаточных 
протонов CDCl

3
 (7.24 м.д. по ТМС). Процентное со-

держание мономеров 3-оксивалерата (3ОВ) в со-
полимере ПОБВ рассчитывали по соотношению 
интегральных интенсивностей сигнала метильной 
группы гидроксивалерата (0.89 м.д.) и суммарных 
сигналов метильной группы гидроксивалерата (0.89 
м.д.) и метильной группы гидроксибутирата (1.27 
м.д.) [29, 31]. Процентное содержание мономеров 
3-окси-4-метилвалерата (3О4МВ) в сополимере 
ПОБ4МВ рассчитывали по соотношению суммы ин-
тегральных интенсивностей сигналов 4-метильной 
группы (g) (0.90 м.д.) и –CH (f) (1.91 м.д.) и суммы 
интегральных интенсивностей сигналов 4-метиль-
ной и –CH-групп остатка 3-окси-4-метилвалерата 
и метильной группы остатков 3-оксибутирата (1.27 
м.д.) (рис. 2).

Определение молекулярной массы полимеров
Молекулярную массу (ММ) полимеров определя-
ли методом гель-фильтрационной хроматографии 
(ГФХ). Данные, полученные методом ГФХ, были со-
отнесены с вискозиметрическими данными [28–31].

Получение экспериментальных образцов 
полимерных пленок 
С целью изучения физико-химических свойств и ро-
ста клеток in vitro на полимерных пленках получе-
ны экспериментальные образцы полимерных пленок 
толщиной 40 мкм и диаметром 30 мм. Для изготовле-
ния образцов использовали синтезированные в бак-
териях полимеры: ПОБ, ПОБВ1 (2.5 мол. % 3ОВ), 
ПОБВ2 (7.8 мол. % 3ОВ) и ПОБ4МВ, характеристики 
которых приведены в табл. 2. Полимерные пленки 
готовили из 2% (вес/об.) растворов соответствующих 
полимеров в хлороформе путем испарения раство-
рителя на стеклянной подложке. Вес пленок изме-
рен с помощью весов AL-64 (Max = 60 г, d = 0.1 мг, 
Acculab, США) и составил 61 ± 8 мг. Толщина пле-
нок, измеренная магнитным толщинометром, со-
ставила 38 ± 6 мкм. Для работ с культурами клеток 
пленки стерилизовали автоклавированием, их пред-
варительно инкубировали в дистиллированной воде 
при 37°С в термостате (ЕС 1/80 СПУ, РФ) в течение 
2 ч [30, 31].

Дифференциальная сканирующая калориметрия
Теплофизические характеристики полимерных пле-
нок (температуры плавления и кристаллизации, те-
плоты плавления и кристаллизации) измеряли с по-
мощью метода дифференциальной сканирующей 
калориметрии согласно [32, 33]. Температуру начала 
и максимума пика плавления или кристаллизации 
обозначали как Тпл.

0, Т
пл.

пик
 
и Т

кр.
пик соответственно. 

Кристалличность ПОА (X
c
) рассчитывали согласно 

[33]:
X

c
 = ΔH

m
(ПОА)/ΔH

0
 m(ПОБ) × 100%, 

где ΔH
0
 m(ПОБ) – теоретическое значение термо-

динамической энтальпии плавления, которая у 100% 
кристаллического ПОБ могла составить 146.6 Дж/г 
[34], а ΔH

m
(ПОА) – экспериментальная энтальпия 

плавления соответствующего образца ПОА. Расчеты 
степени кристалличности образцов и температуры 
плавления произведены для данных, полученных 
на втором цикле нагрева полимеров, температура 
кристаллизации – на основании данных, полученных 
на первом цикле охлаждения. Данные представлены 
как средние значения из трех измерений. 

Измерение контактного угла смачивания
Гидрофильность поверхности полимерных пленок 
оценивали, измеряя контактный угол смачивания, 
формирующийся между каплей воды и поверх-
ностью полимерной пленки, с помощью цифрово-
го угломера – системы анализа формы капли Drop 
Shape Analysis System – DSA100 (KRÜSS, GmbH, 
Германия) согласно [30, 31].

Исследование роста стромальных клеток 
на полимерных пленках
Стромальные клетки (СК) выделяли из костного моз-
га бедренных костей 3-дневных крыс линии Вистар 
по стандартной методике [35]. Животных забивали 
декапитацией, выделяли бедренные кости, отреза-
ли эпифизы, костный мозг вымывали из диафизов 
с помощью шприца (2 мм, игла 27G). Полученную су-
спензию инкубировали в среде DMEM с коллагена-
зой типа 1 (1075 ед/мл) («ПанЭко», Россия) в течение 
1 ч при 37°С, центрифугировали (10 мин, 100 об/мин), 
осадок высаживали на культуральный пластик. 
На следующий день меняли ростовую среду и далее 
культивировали до появления первичной монослой-
ной культуры.

Жизнеспособность клеток оценивали с исполь-
зованием теста XTT – аналога широко применя-
емого теста MTT [30, 31, 36]. Этот тест, основанный 
на превращении неокрашенной соли тетразолия 
в окрашенные соединения формазана под действием 
NADPH-зависимых оксидоредуктаз, позволяет оце-
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нить активность митохондриальных дегидрогеназ. 
Использовали набор для ХТТ (XTT Cell Proliferation 
Kit, Biological Industries, Израиль).

Задачей нашей работы была не проверка цитоток-
сичности, а выявление пролиферации клеток на ма-
триксах, т.е. биосовместимости полимерных пленок. 
Клетки поддерживали в среде DMEM (Dubecco’s 
Modified Eagle Medium, «ПанЭко», Россия), содер-
жащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(Biological Industries, Израиль), 100 МЕ/мл пени-
циллина и 100 мкг/мл стрептомицина («ПанЭко»), 
при 37°C в атмосфере с 5% CO

2
. Среду меняли каж-

дые 3 дня. Стерильные образцы пленок ПОБ, ПОБВ1 
и ПОБ4МВ (стерилизация автоклавированием) 
(n = 6) помещали в лунки 96-луночного планшета, 
клеточную суспензию наносили сверху из расчета 
1500 клеток на образец. Использовали клетки вто-
рого пассажа, так как пролиферация клеток перво-
го пассажа была не вполне стабильной, в повторных 
экспериментах наблюдались значительные разли-
чия в росте клеток первого пассажа на полимерных 
пленках. Мы определяли жизнеспособность клеток, 
культивируемых на полимерных пленках, на 1, 3, 7 
сут, так как важно было оценить данный параметр 
в динамике. Установлено, что рост клеток стабилен 
в этом временном промежутке, а данные точки наи-
более полно описывают динамику роста СК на плен-
ках. После заданного времени культивирования уда-
ляли среду из лунок, вносили 100 мкл свежей среды 
в новые чистые лунки и переносили туда наши об-
разцы. Это делалось для того, чтобы учитывать толь-
ко клетки, прикрепленные к полимерной подложке, 
и не учитывать клетки, которые могли открепиться 
от подложки и прикрепиться к полимерному план-
шету. Затем добавляли 50 мкл свежеприготовлен-
ного раствора ХТТ (по методике). По прошествии 
4 ч инкубации при 37°С при плавном покачивании 
вынимали образцы и измеряли оптическую плот-
ность на приборе Zenyth 3100 Microplate Multimode 
Detector (Anthos Labtec Instruments GmbH, Австрия) 
при 450 нм против 690 нм [30, 31]. 

Статистический анализ
Статистическую обработку параметров биосинтеза 
полимеров, контактного угла смачивания полимеров 
и их биосовместимости in vitro на культуре клеток 
проводили с использованием программного паке-
та SPSS/PC+ Statistics™ 12.1 (SPSS). Использовали 
однофакторный дисперсионный анализ (One-way 
ANOVA). В таблицах и на рисунках данные пред-
ставлены в виде средних величин и стандартной 
ошибки среднего (М ± SD) при уровне значимости 
p < 0.05, в подписях к рисункам и в примечании к та-
блицам указано число измерений (n). Представлены 

средние значения физико-химических свойств по-
лимеров, вычисленные из трех измерений. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биосинтез сополимеров П3ОБ с использованием 
дополнительных источников углерода
Результаты изучения биосинтеза сополимеров ПОБ 
штаммом-продуцентом A. chroococcum 7Б при до-
бавлении различных дополнительных источников 
углерода (солей пропионой, валериановой и 4-ме-
тилвалериановой и гексановой кислот) в культу-
ральную среду приведены в табл. 1. Результаты 
изучения биосинтеза сополимера ПОБВ подтверж-
дают полученные ранее данные: мономеры 3-ок-
сивалерата включаются в цепь сополимера ПОБВ 
при добавлении валериановой и пропионовой кислот 
в качестве дополнительных источников углерода, 
тогда как в присутствии более длинноцепочечной 
гексановой кислоты синтеза сополимеров не проис-
ходило. Причем молярное содержание 3ОВ в син-
тезируемом сополимере прямо зависит от концен-
трации ВК, добавляемой в культуральную среду. 
Молекулярная масса сополимера ПОБВ была ниже, 
чем у гополимера ПОБ, что, вероятно, связано с инги-
бирующим действием валерата на синтез полимера. 
Если же сахароза служит единственным источником 
углерода, то штамм-продуцент синтезирует высоко-
молекулярный ПОБ (1710 кДа) [29, 37–39].

С целью улучшения параметров биосинтеза по-
лимеров используют различные дополнительные 
источники углерода. Показано, что дополнительные 
источники углерода не только влияют на молекуляр-
ную массу синтезируемых полимеров, но и приво-
дят к синтезу сополимеров с новыми и модифициро-
ванными физико-химическими и биомедицинскими 
свойствами [29–31, 40–46].

Используя этот метод, показали возмож-
ность биосинтеза нового для штамма-продуцента 
A. chroococcum 7Б сополимера ПОБ4МВ путем до-
бавления в культуральную среду 4МВК в каче-
стве дополнительного источника углерода и пред-
шественника мономера 3О4МВ в цепи сополимера. 
Вхождение остатков 3О4МВ в состав синтезиро-
ванного полимера ПОБ4МВ подтверждено также 
данными спектроскопии ЯМР 1H. На спектре ЯМР 
1H 4-метильная группа (е) и –CH-группа (ж) моно-
мера 3О4МВ представлены пиками 1.91 и 0.90 м.д. 
соответственно (рис. 2), тогда как у гомополимера 
ПОБ и сополимера ПОБВ в этой области нет сиг-
налов. Мы предполагаем, что полученный сопо-
лимер, как и ПОБВ, является мультиблок-сополи-
мером, и его синтез осуществляется по следующей 
схеме: 4МВК → 4-метилвалерил-КоА → 3-кето-4-



90 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 3 (30)  2016

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

метилвалерил-КоА→ D-3-окси-4-метилвалерил-КоА 
→ 3О4МВ в составе ПОБ4МВ, т.е. подобно биосинтезу 
ПОБВ: ВК → валерил-КоА → 3-кетовалерил-КоА → 
D-3-гидроксивалерил-КоА → 3ОВ в составе ПОБВ 
[29, 37–39] (рис. 1).

Максимальное вхождение мономеров 3О4МВ в со-
став синтезированного полимера ПОБ4МВ состав-
ляло 0.6 мол. % при добавлении в культуральную 
среду 4МВК в концентрации 20 мМ в качестве до-
полнительного источника углерода, при других кон-
центрациях карбоновой кислоты-предшественника 
вхождение мономеров было гораздо ниже. Тем не ме-
нее подтвержден сам факт синтеза этого сополимера. 

Кодируемая геном phbC ПОБ-синтаза являет-
ся полимеразой короткоцепочечных карбоновых 
кислот, таких, как 3-гидроксибутират и 3-гидрок-
сивалерат. Эта полимераза не способна использо-
вать для синтеза ПОА средне- и длинноцепочечные 
3-гидроксикарбоновые кислоты, а именно кислоты, 
длиннее 3-гидроксивалериановой кислоты (5С 3-ги-
дроксикарбоновая кислота), т.е. 3-гидроксигекса-
новую и 3-гидроксигептановую кислоты этот фер-
мент не может инкорпорировать в состав растущей 
цепи ПОА [22, 23]. Тем не менее в качестве добав-
ки мы использовали ГК, которая как изомер 4МВК 
может служить контролем, поскольку известно, 
что присутствие ГК не приводит к синтезу сополи-
мера ПОБ клетками A. chroococcum. Однако влия-
ние ГК на сам процесс биосинтеза необходимо было 
проконтролировать. Полученные нами данные под-
тверждают ограничения по длине используемых 

мономеров для ПОБ-синтазы, что, по-видимому, 
связано со строгой специфичностью этого фер-
мента по отношению к субстратам, используемым 
для синтеза полимера. Включение остатков 3-окси-4-
метилвалерата лишь подтверждает это ограничение, 
так как несмотря на то, что 3-окси-4-метилвалерат 
является остатком 6С 3-гидроксикарбоновой кисло-
ты, его боковая группа имеет вилкообразную форму, 
что не приводит к увеличению длины боковой цепи. 
А вот линейная молекула – 3-оксигексановая кисло-
та (6С линейная 3-оксикарбоновая кислота) не может 
быть включена ферментом в состав растущей цепи 
полиэфира по тем же причинам. 

Интересно, что добавление в культуральную среду 
ВК и 4МВК вызывает небольшое снижение молеку-
лярной массы синтезируемого полимера, что можно 
объяснить ингибирующим действием карбоновых 
кислот на процесс биосинтеза ПОА (табл. 1). Однако 
если добавить 4МВК в культуральную среду не че-
рез 12 ч, а сразу же, то будет наблюдаться не только 
значительное снижение молекулярной массы поли-
мера, но, прежде всего, практически не будет син-
тезироваться собственно сам сополимер ПОБ4МВ. 
Аналогичный эффект наблюдается и при начальном 
добавлении ВК в культуральную среду, но в этом 
случае синтезируется сополимер ПОБВ с гораздо 
меньшим содержанием мономеров 3ОВ. Снижение 
молекулярной массы происходит и при добавлении 
в культуральную среду ГК, хотя сополимер при этом 
не синтезируется. Это также может быть связа-
но с ингибирующим действием карбоновых кислот 

Таблица 1. Биосинтез сополимеров ПОБ A. chroococcum 7Б на сахарозосодержащей культуральной среде с до-
бавлением солей карбоновых кислот

Субстрат

Время добавления 
соли карбоновой кис-

лоты в культуральную 
среду, ч

Урожай 
биомассы, 
г/л среды

Содержание ПОА  
в биомассе, % от сухого 

веса клеток

Молекулярная 
масса ПОА, 

кДа

Содержание 
3ОВ/3О4МВ 

в сополимере, 
мол. %

Сахароза, 50 мМ - 5.8 ± 0.6 83.4 ± 3.1 1710 0
С + 20 мМ ПК 12 2.2 ± 0.7* 63.3 ± 3.3* 890 2.9
С + 5 мМ ВК 12 4.4 ± 0.9* 76.2 ± 3.0* 1290 2.5

С + 20 мМ ВК 0 3.1 ± 1.3* 67.4 ± 4.6* 1020 7.8
С + 20 мM ВК 12 3.5 ± 0.8* 70.5 ± 3.2* 1270 21.3

С + 20 мМ 4МВК 0 2.6 ± 1.2* 71.2 ± 4.8* 620 0.04
С + 5 мМ 4МВК 12 3.7 ± 0.8* 79.3 ± 3.2* 1390 0.14

С + 10 мМ 4МВК 12 3.6 ± 0.9* 78.8 ± 3.4* 1340 0.23
С + 20 мМ 4МВК# 12 3.4 ± 0.9* 76.7 ± 3.3* 1300 0.60
С + 35 мМ 4МВК 12 2.7 ± 0.8* 71.4 ± 3.5* 1130 0.32

С + 20 мМ ГК 12 2.7 ± 0.7* 64.3 ± 3.7* 1020 0

*р < 0.05 при сравнении с группой «Сахароза» (С), n = 8.
# – экспериментальные данные для полученного согласно приведенным в данной строке условиям биосинтеза 
сополимера ПОБ4МВ показаны на рис. 2, 4 и в табл. 2.
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на ПОБ-синтазу, которое на ранних стадиях био-
синтеза полимера приводит к снижению включения 
молекул-предшественников в растущую цепь сопо-
лимера, хотя теоретически, напротив, должно приво-
дить к синтезу сополимеров с большим содержанием 
3ОВ и 3О4МВ. 

Влияние карбоновых кислот на биосинтез поли-
меров подтверждают результаты изучения роста 
культуры A. chroococcum 7Б. Полученные резуль-
таты свидетельствуют о том, что добавление в среду 
карбоновых кислот приводит к заметному подавле-
нию роста клеток, снижению содержания полимера 
и, как следствие, продукции полимера, причем сте-
пень такого ингибирующего влияния на рост клеток 
зависит от химической природы добавки [29]. Так, 
несмотря на то, что при использовании ГК в качестве 

дополнительного источника углерода, сополимер 
не синтезируется, ГК значительно подавляет рост 
клеток и продукцию полимера (табл. 1).

Несмотря на некоторое снижение параметров био-
синтеза ПОБ4МВ, следует отметить высокую про-
дуктивность (урожай биомассы – 3.4 г/л; содержание 
сополимера – 76.7%) штамма-продуцента и высо-
кую молекулярную массу сополимера (1.3 × 106). 
Биосинтез ПОБ4МВ был показан ранее с исполь-
зованием различных продуцентов: R. eutropha, 
Burkholderia sp., Chromobacterium sp., однако, со-
держание полимера в клетках штаммов-продуцен-
тов редко превышал 50%, а сам биотехнологический 
процесс требовал высокоспецифичных технических 
условий, что может существенно ограничивать ис-
пользование этих методик для продукции новых 

Рис. 1. Схема биосинтеза ПОБ и его сополимеров A. chroococcum 7Б. 1 – пируват-дегидрогеназный комплекс; 
2 – β-кетотиолаза; 3 – NADPH-зависимая ацетоацетил-КоА-редуктаза; 4 – ПОА-полимераза короткоцепо-
чечных карбоновых кислот; 5 – ацил-КоА-синтаза; 6 – ацил-КоА-дегидрогеназа; 7 – еноил-КоА-гидратаза; 
8 – NADН-зависимая ацетоацетил-КоА-редуктаза. Сокращения на схеме: 4М – 4-метил-; 2М – 2-метил-; 3ГБ – 
3-гидроксибутират-; 3ГВ – 3-гидроксивалерат-; 3Г4МВ – 3-гидрокси-4-метилвалерат; поли-3ОБ-3О4МВ – поли-
3-оксибутират-со-3-окси-4-метилвалерат; поли-3ОБ-3ОВ – поли-3-оксибутират-со-3-оксивалерат; поли-3ОБ – 
поли-3-оксибутират
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Поли-3ОБ

Цикл лимонной кислоты

Генерация энергии

Продукты биосинтеза
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полимеров биомедицинского назначения. Вероятно, 
в связи с подобными препятствиями биосовмести-
мость синтезированных по разработанным методи-
кам сополимеров не тестировали [24–27]. Поэтому ис-
пользование высокопродуктивных и неприхотливых 
к условиям культивирования штаммов-продуцентов 
для получения новых сополимеров, таких, как A. 
chroococcum 7Б [15, 29–31], представляется особенно 
важным. 

Добавление в культуральную среду карбоновых 
кислот также вызывает изменение морфологии бак-
териальных клеток (рис. 3). A. chroococcum харак-
теризуется высокой склонностью к плеоморфизму 
клеток, чем и может быть объяснен этот эффект. Так, 
если при добавлении валериановой кислоты в низ-
ких концентрациях (5 мМ) морфология клеток поч-
ти не изменялась, то добавление ВК в относительно 
высоких концентрациях (20 мМ) приводило к выра-
женному изменению клеточной морфологии – кок-
коидные клетки трансформировались в бациллярные 
формы (рис. 3Б). Добавление 20 мМ ГК приводило 
даже к возникновению нитеобразных клеток, хотя 
коккоидные и бациллярные формы также присут-
ствовали (рис. 3В). Такое влияние карбоновых кис-
лот на морфологию бактериальных клеток сходно 
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Рис. 2. Спектр ЯМР 1H 500 МГц сополимера ПОБ4МВ. А – полимерная цепь ПОБ: а – CH
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Рис. 3. Влияние добавления карбоновых кислот в куль-
туральную среду на морфологию клеток штамма-
продуцента A. chroococcum (световая микроскопия, 
×900). А – С + 5 мМ ВК (добавка через 12 ч), через 72 
ч культивирования; Б – С + 20 мМ ВК (добавка на 0 ч), 
через 72 ч культивирования; В – С + 20 мМ ГК (добавка 
через 12 ч), через 72 ч культивирования; Г – С + 20 мМ 
4МВК (добавка через 12 ч), через 72 ч культивирования
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с хорошо известным эффектом различных стресс-
индуцирующих веществ (кислот, щелочей, пептона) 
на форму клеток [47, 48].

Исследование физико-химических свойств 
полимеров
Изучение физико-химических свойств полиме-
ров, синтезируемых штаммом-продуцентом A. 
chroococcum 7Б, выявило значительное отличие фи-
зико-термических свойств и гидрофильности сопо-
лимеров ПОБ – ПОБВ1 (2.5 мол. % 3ОВ), ПОБВ2 (7.8 

мол. % 3ОВ) и ПОБ4МВ от гомополимера ПОБ, несмо-
тря на низкое молярное содержание 3ОВ и 3О4МВ 
в сополимерах ПОБВ1 и ПОБ4МВ соответственно 
(табл. 2). 

На рис. 4 представлены термограммы ДСК со-
полимеров ПОБВ и ПОБ4МВ в сравнении с ПОБ. 
Термограмма плавления полимеров содержит вы-
раженные пики плавления полукристаллических 
полимеров и их кристаллизации. Пики плавления 
сополимеров ПОБВ и ПОБ4МВ в сравнении с гомо-
полимером ПОБ характеризовались:

Таблица 2. Физико-химические свойства сополимеров ПОБ, полученных в клетках A. chroococcum 7Б

Полимер

Химический состав Физико-термические свойства Гидрофильность

Содержание 
3ОВ/304МВ, 

мол. %

Молекулярная 
масса, кДа M

w
/M

n

Температура 
плавления 
(нач. и пик) 

(T
пл

0/ T
пл

пик, °C)

Температура 
кристаллиза-

ции (нач. и пик)
(T

кр
пик, °C)

Кристалличность 
(X

c
), %

Контактный 
угол смачива-

ния, град

ПОБ 0 1710 1.7 166.8/176.9 62.2 86.6*/74.7** 70.1 ± 2.6
ПОБВ1 2.5 1290 1.9 166.0/174.8 60.3 56.4/52.8 70.7 ± 2.2
ПОБВ2 7.8 1020 1.8 161.2/169.0 66.3 47.5/45.2 76.4 ± 2.3*

ПОБ4МВ 0.6 1300 2.0 169.9/177.3 75.1 58.0/49.6 75.1 ± 1.1*

*Расчет по первому циклу прогрева.
**Расчет по второму циклу прогрева.
Примечание. Во всех столбцах, кроме последнего, приведены как средние данные, вычисленные по трем изме-
рениям; в последнем столбце «Контактный угол смачивания» – *р < 0.05 при сравнении с группой ПОБ, n = 10.
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Рис. 4. ДСК-термограммы ПОБ4МВ, полученного путем биосинтеза A. chroococcum 7Б: 1 – кривая первого 
цикла нагрева; 2 – кривая первого цикла охлаждения; 3 – кривая второго цикла нагрева; 4 – кривая второго цикла 
охлаждения; заштрихованы площади пиков плавления и кристаллизации соответственно 



94 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 3 (30)  2016

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

– незначительным изменением пика плавления, 
что свидетельствует об отсутствии значительного из-
менения температуры плавления сополимеров;

– смещением пика кристаллизации ПОБ4МВ в об-
ласть более высоких температур, что свидетельству-
ет об увеличении температуры кристаллизации этого 
сополимера; 

– уменьшением площади пика плавления, что сви-
детельствует об уменьшении энтальпии плавления 
и соответственно кристалличности сополимеров.

Расчет физико-термических параметров, полу-
ченных из анализа данных ДСК-термограмм, при-
веден в табл. 2. Из табл. 2 следует, что сополиме-
ры как ПОБВ, так и ПОБ4МВ обладают значительно 
меньшей степенью кристалличности, чем ПОБ (на 
21.9 и 25.1% соответственно), причем у нового сопо-
лимера ПОБ4МВ степень падения кристаллично-
сти даже выше, чем у сополимера ПОБВ1, несмотря 
на то, что молярное содержание 3О4МВ в ПОБ4МВ 
составляет всего 0.6 против 2.5% 3ОВ в сополимере 
ПОБВ, и сравнима со степенью кристалличности 
сополимера ПОБВ2, у которого молярное содержа-
ние 3ОВ составляет 7.8%. Частично такое падение 
кристалличности сополимеров может быть связано 
с более низкой их молекулярной массой (на более 
300 кДа по сравнению с ПОБ). Сами показатели кри-
сталличности (рассчитанные по первому и второму 
циклам прогрева полимерных образцов, табл. 2) со-
ответствуют опубликованным данным [49]. Показано, 
что уменьшение молекулярной массы полимеров мо-
жет приводить к довольно значительному (до 10% 
и более при уменьшении ММ в 2 раза) падению сте-
пени их кристалличности [49]. Однако основной вклад 
в падение степени кристалличности вносят мономе-
ры (3ОВ и 3О4МВ) в сополимерах с более длинной бо-
ковой группой, чем у 3ОБ. Это подтверждает данные 
о том, что введение мономеров 3ОВ в полимерную 
цепь ПОБ приводит к получению сополимера с изме-
ненными физико-химическими свойствами: с более 
низкой температурой плавления, с меньшей кристал-
личностью, более пластичного, менее прочного и об-
ладающего большей скоростью биодеградации [22, 
32], причем кристалличность сополимера ПОБВ зна-
чительно падает при увеличении молярного содер-
жания мономеров 3ОВ в составе его цепи [32]. Однако 
в случае ПОБ4МВ мы наблюдаем гораздо более вы-
раженный эффект: по своим физико-химическим 
свойствам сополимер ПОБ4МВ с молярным содер-
жанием 3О4МВ всего 0.6% соответствует сополиме-
ру ПОБВ с молярным содержанием от 2.5 до 7.8%. 
Аналогичную картину мы наблюдаем при анализе 
гидрофильности полимеров. Если контактный угол 
смачивания (как показатель гидрофильности поверх-
ности полимеров) гомополимера ПОБ и его сополиме-
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Рис. 5. Динамика изменения количества жизнеспо-
собных стромальных клеток костного мозга крыс, 
культивируемых на полимерных пленках ПОБ, ПОБВ1 
и ПОБ4МВ по данным теста XTT. *р < 0.05 при сравне-
нии с группой ПОБ, n = 6

ра ПОБВ1 не различались, то у сополимеров ПОБВ2 
и ПОБ4МВ этот показатель был значительно выше, 
но при этом контактный угол смачивания у ПОБ4МВ 
был лишь незначительно ниже ПОБВ2. Ранее пока-
зали, что контактный угол смачивания сополимера 
ПОБВ возрастает при увеличении в нем молярного 
содержания мономеров 3ОВ, а гидрофильность по-
лимерной пленки падает из-за увеличения концен-
трации гидрофобных групп на ее поверхности [50]. 
Таким образом, по данным анализа гидрофильно-
сти полимеров сополимер ПОБ4МВ с содержанием 
3О4МВ всего 0.6% соответствует сополимеру ПОБВ 
с молярным содержанием от 2.5 до 7.8%. Это может 
быть связано с гораздо более выраженным дестаби-
лизирующим влиянием вилко образной боковой груп-
пы остатков 3О4МВ на кристаллическую структуру 
полимера по сравнению с эффектом линейной груп-
пы 3ОВ в сополимере ПОБВ (рис. 1), что и объясняет 
столь непропорционально большой вклад столь низ-
кого содержания 3О4МВ в изменение физико-хими-
ческих свойств полимера.

Исследование роста стромальных клеток 
на пленках из полимеров
Изучение биосовместимости in vitro  полиме-
ров, полученных путем биосинтеза в клетках A. 
chroococcum 7Б с использованием культуры выде-
ленных из костного мозга стромальных клеток, вы-
явило значительное увеличение количества жизне-
способных СК на пленках из трех полимеров: ПОБ, 
ПОБВ1 (2.5 мол. % 3ОВ) и ПОБ4МВ в течение 5 сут. 
Не наблюдали статистических различий в пролифе-
рации клеток на пленках из различных полимеров. 
Таким образом, новый сополимер ПОБ4МВ можно 
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использовать для биомедицинских разработок и ис-
следований наряду с его аналогами – ПОБ и ПОБВ, 
в частности, для изготовления матриксов, применяе-
мых в инженерии костной ткани [51, 52]. 

ВЫВОДЫ 
Нами показано, что добавление 4-метилвалериано-
вой кислоты в культуральную среду штамма-проду-
цента A. chroococcum 7Б приводит к включению в по-
лимерную цепь ПОБ мономеров 6С-оксикарбоновой 
кислоты – 3-окси-4-метилвалерата, и синтезу 
сополимера поли-3-оксибутират-со-3-окси-4-
метилвалерат. Несмотря на малое молярное содер-
жание 3О4МВ в составе полученного сополимера, 
по своим физико-химическим свойствам ПОБ4МВ, 
содержащий всего 0.6% 3О4МВ, соответствовал со-

полимеру ПОБВ с молярным содержанием от 2.5 
до 7.8% 3О4МВ. Рост СК, определенный по тесту 
ХТТ, на сополимере ПОБ4МВ in vitro не отличался 
статистически значимо от их роста на ПОБ и ПОБВ, 
что позволяет использовать его в биомедицинских 
разработках и исследованиях. 
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мя в архивах центров репродуктивной биологии че-
ловека накоплен огромный фактический материал, 
тщательный анализ которого может не только усо-
вершенствовать прогностические возможности мор-
фокинетического подхода к выявлению перспектив-
ных эмбрионов, но и углубить общие представления 
о раннем развитии плацентарных млекопитающих.

Первая (меридиональная) борозда дробления по-
ляризованной зиготы плацентарных млекопитающих 
врезается на анимальном полюсе (в непосредствен-
ной близости к полярному тельцу) и распространя-
ется от анимального к вегетативному полюсу [6–10]. 
Борозды дробления бластомеров 2-клеточных эм-
брионов ортогональны первой борозде дробления 
и распространяются в плоскостях, приблизительно 
совпадающих с экваториальной и меридиональной 
плоскостями зиготы. Соответственно возможны че-
тыре варианта дробления бластомеров 2-клеточных 
эмбрионов: оба бластомера делятся экваториально 
(E) или меридионально (М) (варианты EE или ММ), 

ВВЕДЕНИЕ
Последние десятилетия в связи с бурным развитием 
и коммерциализацией технологий «вспоможения за-
чатию» (репродуктивных технологий) доимпланта-
ционные зародыши человека стали предметом самого 
пристального внимания в буквальном смысле этих 
слов. Этические нормы и юридические ограничения 
позволяют использование только неинвазивных ме-
тодов изучения концептусов, т.е. только микроско-
пические наблюдения. Итогом тщательных феноме-
нологических исследований стала система оценок 
морфологии и темпов развития ранних эмбрионов 
человека in vitro, позволяющая с большей или мень-
шей степенью уверенности предсказывать появление 
имплантационно-компетентных («качественных») 
бластоцист [1, 2]. Внедрение в практику репродук-
тивной медицины инкубаторов, оснащенных устрой-
ством непрерывной видеорегистрации, существенно 
расширило возможности диагностики и прогнозиро-
вания качества эмбрионов [3–5]. В настоящее вре-
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РЕФЕРАТ С целью выяснения природы вариабельности дробления проанализированы цейтраферные видео-
записи доимплантационного развития эмбрионов человека, аккумулированные в рамках стандартного про-
токола культивирования после процедуры внутриклеточной инъекции сперматозоида. Детально изучены 
топографические особенности и временные параметры дробления, определены продолжительности циклов 
и прослежена генеалогия бластомеров 2–8-клеточных эмбрионов человека. Обнаружено, что 4-клеточные 
эмбрионы распределяются в четыре группы в соответствии с ориентацией и последовательностью плоско-
стей второго дробления. Динамика развития эмбрионов с разными вариантами второго деления дробления 
существенно отличается как параметрами циклов дробления, так и продолжительностями циклов бласто-
меров. Анализ последовательностей делений бластомеров человека позволил предположить, что в итоге 
дробления элиминируются влияния зиготических детерминантов, после чего бластомеры приобретают 
способность к собственным синтезам и регуляциям, к поляризации и формированию функциональных 
контактов и, в конечном итоге, к собственным специфическим дифференциациям. Полученные с помощью 
неинвазивной методологии сведения о раннем развитии эмбрионов человека дополняют и расширяют пред-
ставления о событиях эмбриогенеза плацентарных млекопитающих и могут найти применение в практике 
репродуктивных технологий. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА анализ цейтраферной видеозаписи, дробление, генеалогия бластомеров, эмбрионы че-
ловека.
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либо первое деление меридиональное, а второе – эк-
ваториальное (вариант МE) и наоборот (вариант EМ). 

Перечисленные сочетания вторых делений дро-
бления описаны у эмбрионов мышей, причем вари-
анты 4-клеточных зародышей различаются «фено-
типами». При МЕ- или ЕМ-делениях бластомеры 
формируют тетраэдрическую структуру (т.е. про-
ецируются на вершины воображаемого тетраэдра). 
В результате ЕЕ- или ММ-делений бластомеры рас-
пределяются в виде «пластинки» или «розетки» [11, 
12]. Согласно каноническим описаниям, 4-клеточный 
эмбрион человека в отличие от 4-клеточных эмбри-
онов мышей формируется в результате последова-
тельных меридиональных и экваториальных делений 
бластомеров 2-клеточных эмбрионов и соответствен-
но приобретает тетраэдрическую форму [6, 10, 13]. 
Между тем, существование принципиальных отли-
чий, в том числе в способах формирования 4-клеточ-
ных эмбрионов, на столь ранних (филогенетически 
древних) базисных этапах эмбриогенеза лаборатор-
ных млекопитающих и человека кажется маловеро-
ятным.

Возникновение вариантов 4-клеточных эмбрионов 
в результате вторых делений дробления представля-
ется важным событием раннего онтогенеза. Различия 
в сегрегации ооплазмы сопряжены с различиями ди-
намического паттерна последующего развития эм-
брионов [14, 15], которое, вопреки этому, в норме за-
вершается формированием однотипной финальной 
структуры, т.е. бластоцисты. Иными словами, этот 
феномен следует полагать одной из причин вариа-
бельности последующего развития и соответственно 
наиболее ранним проявлением регуляционной спо-
собности эмбрионов млекопитающих.

В соответствии с представленными выше посыл-
ками целью этого исследования стал (1) детальный 
анализ топографических особенностей второго де-
ления дробления культивируемых эмбрионов чело-
века; и (2) анализ вариаций временных параметров 
последующих этапов дробления у эмбрионов, раз-
личающихся вариантами второго деления дробления. 
Сопоставление генеалогии бластомеров с последо-
вательностью их делений позволило предположить 
роль дробления, предопределяющую нормальное 
развитие событий компактизации и кавитации эм-
брионов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалом исследования послужили цейтра-
ферные видеорегистрации развития 101 эмбрио-
на человека (микроскоп Primo Vision, помещенный 
в термостат Thermo; видеозахват через каждые 15 
мин), полученные в рамках стандартного протокола 
культивирования от 20 анонимных пациенток в воз-

расте от 27 до 44 лет (в среднем 34.7 г). Ориентацию 
первых трех делений дробления относительно ани-
мально-вегетативной оси зиготы и последователь-
ные моменты делений зиготы и каждого бластомера 
вплоть до 16-клеточной стадии развития определя-
ли, просматривая кадры цейтраферной съемки от-
дельных эмбрионов. Параллельно прослеживали 
генеалогию бластомеров. На основании этих реги-
страций 4-клеточные эмбрионы классифицировали 
в соответствии с вариантами делений второго цикла 
дробления и рассчитывали продолжительности зи-
готического периода (от оплодотворения до деления 
зиготы) и циклов дробления, т.е. разницы времен на-
ступления третьего и первого делений бластомеров 
(второй цикл дробления), седьмого и третьего де-
лений (третий цикл дробления) и 15-го и седьмого 
делений (четвертый цикл дробления). Определяли 
также продолжительности периодов, не сопровожда-
ющихся клеточными делениями (разницы времен на-
ступления второго и первого, четвертого и третьего, 
восьмого и седьмого делений), и периодов клеточ-
ных делений (разницы времен третьего и второго, 
седьмого и четвертого, 15-го и восьмого делений) 
второго, третьего и четвертого циклов дробления 
(см. рис. 2). Эти же измерения позволили вычислить 
продолжительности циклов отдельных бластомеров 
как разницы моментов делений соответствующих 
материнских и дочерних бластомеров. На основании 
этих данных можно восстанавливать и сопоставлять 
генеалогию бластомеров до наступления 16-кле-
точной стадии, используя в качестве маркировки 
бластомеров длительность их циклов. Результаты 
измерений анализировали и сравнивали с помощью 
непараметрических методов вариационной статисти-
ки с использованием пакетов программ Stadia (А.П. 
Кулаичев, МГУ им. М.В. Ломоносова) и Statistica v6 
(StаtSoft). По истечении стандартного срока культи-
вирования диагностировали стадии развития заро-
дышей в соответствии с принятой классификацией 
[16, 17].

Уже в период первых делений дробления 33 эм-
бриона обнаружили разнообразные аномалии раз-
вития: чрезмерную фрагментацию, чрезвычайно 
короткие или длительные клеточные циклы (десят-
ки минут или двое и более суток, вплоть до полного 
отсутствия цитотомии на протяжении всего пери-
ода наблюдений), слияния бластомеров вскоре по-
сле деления, гигантские внутриклеточные вакуоли 
и внеклеточные полости у 4–8-клеточных эмбрионов. 
Эти зародыши были исключены из рассмотрения, 
но в отдельных случаях поддающиеся определению 
параметры их первых циклов сопоставляли с соот-
ветствующими параметрами у эмбрионов, развивав-
шихся без органических нарушений.
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Взаимоотношения делящихся бластомеров
Варианты ЕЕ-, ММ-, МЕ- и ЕМ-делений бластоме-
ров обнаружены у 10.3, 19.1, 27.9 и 42.6% 2-клеточных 
эмбрионов, развивавшихся без структурных анома-
лий (N = 68). В случае МЕ- или ЕМ-делений в силу 
ортогональности плоскостей деления бластомеров 
2-клеточного зародыша две пары сестринских кле-
ток оказываются ориентированными почти взаимно 
перпендикулярно, а 4-клеточный эмбрион приобре-
тает близкую к тетраэдру конфигурацию. Со време-
нем геометрическая правильность такого тетраэдра 
совершенствуется за счет медленных перемещений 
сестринских пар бластомеров (рис. 1). В результате 
ЕЕ- или ММ-делений образуются своего рода «пла-

стинка» или «розетка» бластомеров. И в этих случаях 
сестринские пары бластомеров смещаются, ориен-
тируясь взаимно перпендикулярно. В результате, 
«пластинка» или «розетка» также принимают форму 
тетраэдра (рис. 1). Таким образом, форма 4-клеточ-
ных эмбрионов человека становится однотипной вне 
зависимости от ориентации предшествующих борозд 
дробления. Смещения клеточных пар, вероятнее все-
го, связаны с оптимизацией формы 4-клеточных за-
родышей в результате уравнивания механических 
напряжений, возникающих в ограниченном объеме 
зародыша после делений бластомеров. Ассоциация 
сестринских бластомеров, вероятно, связана с дли-
тельно сохраняющимися цитоплазматическими мо-
стиками [8, 11, 18]. Длительный контакт между се-
стринскими бластомерами способствует появлению 

Рис. 1. Становление универсальной тетраэдрической формы 4-клеточных эмбрионов в результате последо-
вательных экваториальных (ЕЕ), меридиональных (ММ) и меридионального и экваториального (МЕ) делений 
во втором цикле дробления. Вариант экваториального и меридионального деления (не представлен) отличается 
от варианта МЕ только последовательностью делений. Время после внутриклеточной инъекции сперматозоида 
(ч:мин) указано в поле изображений. Звездочкой обозначено второе полярное тельце

ЕЕ

ММ

МЕ
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клеточных кластеров – компактному размещению 
потомков бластомеров 2-, 4- и 8-клеточных зароды-
шей, образование которых мы наблюдали при вос-
становлении генеалогии бластомеров.

Частоты встречаемости вариантов ЕЕ, ММ, МЕ 
и ЕМ у эмбрионов со структурными дефектами 
(30.3, 15.2, 24.2 и 30.3% соответственно; N = 33) не от-
личаются от частот у эмбрионов, развивавшихся 
без структурных аномалий (χ2 = 6.471, P = 0.091), 
но не соответствуют распределению, характерному 
для последних (χ2 = 15.130, P = 0.002). Это связано 
с тем, что доли ММ-, МЕ- и ЕМ-вариантов второго 
дробления в сравниваемых группах эмбрионов оди-
наковы (значения χ2 для соответствующих альтер-
нативных сравнений равны 0.17, 0.09, 0.65; P = 0.682, 
0.763 и 0.419 соответственно). Частота ЕЕ-вариантов 
деления у аномальных эмбрионов имеет явную тен-
денцию к превышению (почти втрое) частоты у нор-
мальных эмбрионов (χ2 = 4.30, P = 0.038; с поправ-
кой Йейтса P = 0.072). Вероятно, следует полагать, 
что ЕЕ-эмбрионы склонны к органическим наруше-
ниям развития в большей мере, чем эмбрионы с ины-
ми вариантами вторых делений дробления. Такая же 
тенденция отмечена у ЕЕ-эмбрионов мышей [19].

Циклы и траектории дробления
Варианты делений бластомеров во втором цикле дро-
бления небезразличны для последующего развития. 
Для ЕЕ-эмбрионов характерна сглаженная «волно-
образная» временная траектория развития. У ММ-, 
МЕ- и ЕМ-эмбрионов ярче выражена «ступенеобраз-
ная» траектория (рис. 2). Усредненные временные 
траектории (см. рис. 2) различаются между собой 
(парный критерий Вилкоксона; значимость разли-
чий (P) между ЕЕ- и ММ-, ЕЕ- и ЕМ-, ММ- и МЕ-, 
ММ- и ЕМ-вариантами равны 0.001; значимость раз-
личий между ЕЕ- и ЕМ-вариантами – 0.002; между 
МЕ и ЕМ – 0.023).

Различия продолжительности циклов дробле-
ния становятся явными в третьем цикле дробления 
и усугубляются в 4-м. Наиболее продолжительны 
циклы у ЕЕ-, наименее – у ММ-эмбрионов. ЕМ- 
и МЕ-эмбрионы занимают промежуточное положе-
ние. Удлинение полных циклов дробления связано, 
главным образом, с удлинением периодов клеточ-
ных делений. Соответственно частота делений мак-
симальна у ММ- и минимальна у ЕЕ-эмбрионов 
(табл. 1). ММ-эмбрионы достигают стадии 16 кле-
ток через 80.5 ± 4.85 ч (среднее ± стандартное от-
клонение); ЕМ-эмбрионы – через 87.7 ± 9.47 ч, а МЕ- 
и ЕЕ-эмбрионы – через 94.8 ± 11.29 и 98.1 ± 5.05 ч 
(различия средних величин статистически значи-
мы за исключением различий для ЕЕ- и МЕ-групп 
(P = 0.197); критерий Ван-дер-Вардена).

Вариабельность траекторий развития у МЕ- 
и ЕМ-эмбрионов заметно выше, чем у ЕЕ- и ММ-
эмбрионов (см. рис. 2; сравните соответствующие 
значения стандартных отклонений, представленные 
в табл. 1). МЕ- и ЕМ-эмбрионы можно распределить 
на три группы в соответствии со сходством траек-
торий. Усредненные траектории развития как МЕ-, 
так и ЕМ-эмбрионов из разных групп значимо разли-
чаются между собой (P = 0.0007 для всех вариантов 
сравнений, парный критерий Вилкоксона). Эмбрионы 
второй группы отличаются большей продолжитель-
ностью циклов. Циклы дробления у эмбрионов тре-
тьих групп могут быть сравнимыми или превышать 
по продолжительности соответствующие циклы 
эмбрионов из первых групп, а в отдельных случа-
ях – циклы эмбрионов из вторых групп (см. детали 
в табл. 2). 

МЕ-эмбрионы первой, второй и третьей групп 
достигают 16-клеточной стадии развития через 
85.1 ± 4.28 (среднее значение ± стандартное отклоне-
ние), 110.5 ± 6.10 и 94.6 ± 2.57 ч; ЕМ-эмбрионы – через 

Рис. 2. Траектории дробления отдельных эмбрионов, 
сгруппированные в соответствии с порядком и ориен-
тацией плоскостей делений во втором цикле дробле-
ния (ЕЕ, ММ, МЕ и ЕМ). Зеленые, красные и желтые 
линии в МЕ и ЕМ группах – траектории эмбрионов с вы-
соким (1), низким (2) и промежуточным (3) темпами 
дробления. Пунктирные линии – усредненные траекто-
рии дробления эмбрионов каждой из различающихся 
темпом развития групп. Сплошные линии с маркера-
ми – усредненные траектории развития для каждого 
из вариантов 4-клеточных эмбрионов. Горизонтальная 
ось – число бластомеров в эмбрионе. Вертикальная 
ось – время после внутриклеточной инъекции сперма-
тозоида, ч
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74.9 ± 3.10, 102.1 ± 5.20 и 88.8 ± 3.05 ч соответственно. 
Различия этих показателей статистически значимы 
(критерий Ван-дер-Вардена, P = 0.001, 0.024 и 0.001). 
В то же время усредненные траектории развития 
МЕ- и ЕМ-эмбрионов первой, второй и третьей групп 
не различаются (парный критерий Вилкоксона; 
P = 0.256, 0.158 и 0.112 соответственно). 

К завершению срока регистрации МЕ- и ЕМ-
эмбрионы из разных групп достигли разных стадий 
развития (табл. 2). Первые группы объединяют эм-
брионы, сформировавшие развитые бластоцисты 
(градации 4 и 5). Вторые группы включают медленно 
развивавшиеся эмбрионы, которые достигли стадии 
морулы или начинающей кавитировать бластоцисты. 
Третьи группы разнородны, поскольку к концу на-
блюдений составляющие их эмбрионы имеют весь 
спектр бластоцист, хотя большую часть составляют 
бластоцисты градаций 2 и 3 (табл. 2). Сопоставление 
альтернативных распределений (численности эм-
брионов, достигших градаций 5 и 4, с численностью 
более ранних эмбрионов в конце срока регистраций) 
показывает явное доминирование как МЕ-, так и ЕМ-
эмбрионов в группе 1 и соответственно доминирова-

ние отстающих в развитии зародышей в группе 2 
(двусторонний точный критерий Фишера, P = 0.021 
и 0.001). Такое же сопоставление групп 1 и 3 показа-
ло значимое различие альтернативных распределе-
ний у ЕМ-эмбрионов (P = 0.019), но сходство у МЕ-
эмбрионов (P = 0.277).

Срок развития ММ-эмбрионов до 16-клеточной 
стадии занимает промежуточное положение между 
показателями для МЕ- и ЕМ-эмбрионов из первых 
групп, значимо короче первого показателя (крите-
рий Ван-дер-Вардена, P = 0.017), но длиннее второ-
го (P = 0.001). Усредненная траектория дробления 
ММ-эмбрионов отличается от траектории у МЕ- 
и ЕМ-эмбрионов из первых групп (парный крите-
рий Вилкоксона, P = 0.001 и 0.000 соответственно). 
Альтернативное распределение (продвинутые про-
тив отстающих в развитии) в группе ММ не отлича-
ется от аналогичных распределений в первых груп-
пах МЕ- и ЕМ-эмбрионов (точный критерий Фишера, 
P = 0.590 и 0.148), но отличается от распределений 
во вторых группах (P = 0.015 для обоих сравнений).

Усредненные параметры дробления (и соответ-
ственно траектории развития в период дробления) 

Таблица 1. Временные параметры циклов дробления (среднее значение и стандартное отклонение, ч) эмбрио-
нов с различными вариантами последовательных делений бластомеров 2-клеточных зародышей 

ЕЕ ММ МЕ ЕМ

Численность и проспективные 
стадии развития зародышей*

B5(2), B4(1), B3(1), 
B1(3)

В5(7), В4(3),
B3(2), B1(1)

B5(3), B4(5), B3(2), 
B2(2), B1(5), M(2)

B5(8), B4(6), B3(5), 
B2(4), B1(5), M(1)

Зиготический период 28.6 ± 2.701 26.7 ± 1.441 28.2 ± 3.96 28.5 ± 3.61

Полная продолжи-
тельность циклов

цикл 2 13.1 ± 2.52 12.1 ± 1.05 12.4 ± 1.22 12.8 ± 1.85

цикл 3 24.4 ± 5.722,3,4 17.4 ± 3.332 18.1 ± 5.583 19.4 ± 4.964

цикл 4 32.1 ± 8.675,6 24.3 ± 3.065, 7, 8 36.0 ± 8.127, 9 26.9 ± 4.576, 8, 9

Период без делений

цикл 2 11.9 ± 1.33 11. 6 ± 1.12 11.5 ± 1.16 11.9 ± 1.48

цикл 3 14.3 ± 2.81 14.1 ± 2.78 13.2 ± 1.88 14.3 ± 3.72

цикл 4 12.1 ± 3.3610,11 17.5 ± 4.0510 16.8 ± 7.04 17.3 ± 4.6711

Период делений  
бластомеров

цикл 2 1.1 ± 1.60 0.5 ± 0.3112,13 0.9 ± 0.5512 1.0 ± 0.8913

цикл 3 10.0 ± 4.5714,15,16 3.3 ± 2.0814,17 4.9 ± 5.0715 5.1 ± 2.9916,17

цикл 4 20.0 ± 6.8718,19 6.8 ± 2.4718,20 19.2 ± 5.9320,21 9.6 ± 5.2919,21

Среднее время 
между последова-

тельными 
делениями клеток**

цикл 2 0.6 ± 0.80 0.2 ± 0.15 0.4 ± 0.28 0.5 ± 0.45

цикл 3 2.5 ± 1.14 0.8 ± 0.52 1.2 ± 1.27 1.3 ± 0.75

цикл 4 2.5 ± 0.86 0.9 ± 0.31 2.4 ± 0.74 1.2 ± 0.66

Примечание. Одинаковыми надстрочными цифрами указаны статистически значимые различия средних значений 
(критерий Ван-дер-Вардена, P < 0.05). 
*B – стадия бластоцисты; М – стадия морулы; цифрами указаны градации эмбрионов на стадии бластоцисты; 
в скобках указана численность эмбрионов, достигших указанной стадии.
**Средние значения различаются между собой так же, как средние значения продолжительностей периодов 
делений бластомеров. 



102 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 3 (30)  2016

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Таблица 2. Временные параметры циклов дробления (среднее значение, стандартное отклонение, ч) МЕ- и ЕМ-
эмбрионов с различными темпами развития (группы 1, 2 и 3) 

МЕ ЕМ

Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 1 Группа 2 Группа 3

Численность и проспек-
тивные стадии развития 

зародышей

В5(2), В4(4), 
В3(1), В1(1)

В2(2), В1(2), 
M(1)

B5(1), В4(1), 
В3(1), В1(2), 

M(1)
В5(5), В4(2) В1(4), M(1)

В5(3), В4(4), 
В3(5), В2(4), 

В1(1)

Зиготический период 25.5 ± 2.011,2 33.3 ± 3.291,3 27.7 ± 2.012,3 25.1±2.191,2 32.9 ± 3.601,3 28.7 ± 2.532,3

Полная продолжи-
тельность цикла

цикл 2 11.3 ± 0.624,5 13.3 ± 0.944 13.1 ± 0.875 11.7±1.254 15.0 ± 0.634,5 12.7 ± 1.815

цикл 3 15.3 ± 3.288 18.4 ± 1.21 21.7 ± 8.228 16.3±1.948 25.7 ± 6.088,9 18.8 ± 3.949

цикл 4 33.0 ± 3.6811 45.5 ± 6.4911,12 32.1 ± 7.9112 21.9 ± 3.1113,14 28.5 ± 4.5013 28.5 ± 3.6214

Период без делений

цикл 2 10.5 ± 0.976,7 12.4 ± 0.516 12.2 ± 0.647 10.8 ± 0.416 14.2 ± 0.566,7 11.6 ± 1.217

цикл 3 11.9 ± 0.879,10 14.6 ± 2.519 13.9 ± 1.0810 12.3 ± 1.4910 19.6 ± 4.9910,11 13.6 ± 2.4711

цикл 4 15.6 ±4.29 21.3 ± 9.22 14.8 ± 7.57 15.6 ± 1.74 15.1 ± 6.65 18.6 ± 4.65

Период делений 
бластомеров

цикл 2 0.8 ± 0.60 0.9 ± 0.57 0.93 ± 0.56 0.9 ± 1.01 0.76 ± 0.25 1.08 ± 0.98

цикл 3 3.4 ± 2.89 3.9 ± 2.18 7.75 ± 7.92 4.0 ± 1.4112 6.08 ± 2.1612 5.21 ± 3.59

цикл 4 17.5 ± 2.81 24.2 ± 9.63 17.3 ± 2.66 6.2 ± 2.9815 13.4 ± 6.0015 9.95 ± 5.19

Обозначения те же, что и в табл. 1.

Таблица 3. Продолжительности и сопоставления циклов бластомеров у эмбрионов с различными вариантами 
второго деления дробления 

Бластомеры
Средние значения ± стандартное отклонение

EE (N = 7) ММ (N = 13) МЕ (N = 19) EМ (N = 29)

1 11.9 ± 1.29a 11.6 ±1.13a 11.7 ± 1.09a 11.9 ± 1.46a

2 13.1 ± 2.51a 12.0 ± 1.09a 12.5 ± 1.21a 12.9 ± 1.83a

1:1 17.6 ± 6.20b 14.9 ± 2.76b,c 14.6 ± 2.16b,c 15.5 ± 4.01b,c,d

1:2 21.1 ± 6.151,6,b 16.6 ± 3.206,b 15.5 ± 2.581,9,b,d 18.2 ± 5.349,b,e

2:1 17.7 ± 2.862,7,c 15.0 ± 3.467,d 14.2 ± 2.442,10,d,e 16.3 ± 3.6010,c,e,f

2:2 24.4 ± 9.303,4,8,c 16.2 ± 3.475,8,c,d 17.9 ± 5.663,c,e 18.6 ± 4.334,5,d,f

1:1:1 23.6 ± 5.00d,e,f 21.8 ± 3.6415,e,f 25.3 ± 6.93f,g 24.4 ± 5.1515,g,h,k,l

1:1:2 29.7 ± 10.71d 23.8 ± 3.9912,16,e,g,h,k 32.4 ± 9.7112,f,h,k,l 28.0 ± 5.8916,g,m,n,p,q

1:2:1 22.4 ± 5.36g 21.5 ± 4.13g,l,m,n 23.0 ± 6.87h,m,n,p 24.3 ± 5.32m,r,s

1:2:2 32.2 ± 12.5020,e,g 22.7 ± 3.6717,20,l 28.1 ± 9.74m 27.1 ± 5.5517,h,r,t,u

2:1:1 25.4 ± 9.17h 21.4 ± 3.813,18,h,p 26.0 ± 7.8813,k,q 24.5 ± 4.4318,n,t,v,x

2:1:2 33.8 ± 11.3821,22,f,h,k 24.3 ± 3.6719,21,f,m,p,q 30.3 ± 10.76g,n,q,r 27.6 ± 4.7819,22,k,s,v,y,z

2:2:1 20.2 ± 3.77k,l 21.2 ± 3.26k,q,r 22.8 ± 6.30l,r,s 21.7 ± 5.94l,p,u,x,y

2:2:2 26.5 ± 10.22l 23.8 ± 3.3314,n,r 28.7 ± 6.3414,p,s 25.7 ± 5.01q,z

Примечание. Одинаковые надстрочные буквы указывают на статистически значимые различия (Р < 0.05, пар-
ный критерий Вилкоксона) длительностей циклов бластомеров у эмбрионов каждой из групп (различия значений 
в столбцах). Одинаковые надстрочные цифры указывают на статистически значимые различия (Р < 0.05, крите-
рий Ван-дер-Вардена) длительностей соответствующих циклов у эмбрионов из разных групп (различия значений 
по строкам).
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МЕ- и ЕМ-эмбрионов первых групп, так же как ММ-
эмбрионов (т.е., в совокупности, параметры быстро 
дробящихся зародышей), хорошо соответствуют про-
гностическим критериям успешно развивающихся 
зародышей (см. табл. 1 и 2). 

Генеалогия и циклы бластомеров
Продолжительности циклов бластомеров у 4- 
и 8-клеточных эмбрионов с разными вариантами 
второго деления дробления, в целом, различны (кри-
терий Крускала–Уоллиса, P < 0.000 в обоих случа-
ях). Наиболее короткие циклы свойственны ММ-
эмбрионам, наиболее длительные – ЕЕ-эмбрионам. 
Промежуточное положение занимают МЕ- и ЕМ-

Рис. 3. Генеалогия бластомеров ЕЕ-, ММ-, МЕ- и ЕМ-
эмбрионов. Вертикальная ось – время от момента 
внутриклеточной инъекции спермия, ч. Последова-
тельность цифр отражает порядок появления бласто-
меров: меньшая цифра кодирует бластомеры с менее 
продолжительным циклом. Вертикальные линии соот-
ветствуют средним значениям продолжительностей 
циклов бластомеров. Z – зигота
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Рис. 4. Распределения моментов делений бластомеров 
4- (левые диаграммы) и 8-клеточных (правые диаграм-
мы) ММ-, МЕ-, ЕМ-эмбрионов. Горизонтальные оси – 
последовательные деления дробления. Отличающиеся 
цветом столбцы – частоты делений отдельных бласто-
меров в % от совокупной частоты делений в каждом 
из последовательных делений (вертикальные оси). 
Цветовой код различающихся происхождением бла-
стомер представлен в поле правого верхнего рисунка

эмбрионы, у которых циклы соответствующих 
бластомеров (особенно на 8-клеточной стадии) до-
статочно близки между собой (см. табл. 3). Циклы 
бластомеров первых групп МЕ- и ЕМ-эмбрионов 
короче, чем соответствующие циклы у эмбрионов 
из вторых и третьих групп (значения продолжитель-
ностей циклов и их статистические сравнения пред-
ставлены в табл. 4). 

В силу генеалогической иерархии время деления 
того или иного бластомера складывается из продол-
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жительности цикла делящегося бластомера и про-
должительностей циклов предшествующих ему 
бластомеров. Неравенство циклов сестринских бла-
стомеров (рис. 3) является событием, «структури-
рующим» периоды делений бластомеров в каждом 
цикле дробления и траектории дробления в целом. 

Замена временных параметров траектории дро-
бления последовательностью (порядком) делений 
бластомеров (опосредующих сроки существования 
линий бластомеров, см. рис. 3) позволяет выявить 
вариабельность циклов отдельных бластомеров в со-
ставе различных эмбрионов. Распределения, связы-
вающие частоты делений сходных по происхожде-
нию бластомеров с последовательностью их деления 
в третьем и четвертом циклах траекторий дробления, 
значимо отличаются от соответствующих равнове-
роятных как для 4-клеточных ЕЕ-, ММ-, МЕ- и ЕМ-
эмбрионов (χ2 равны: 20.0, 40.3, 84.0 и 93.1 соответ-
ственно; пороговое значение χ2 (P < 0.05) равно 16.9), 
так и для 8-клеточных ММ-, МЕ- и ЕМ-эмбрионов 
(χ2 равны: 79.4, 98.9 и 133.8 соответственно; пороговое 
значение χ2 равно 66.3). Распределение для 8-клеточ-
ных ЕЕ-эмбрионов не отличается от равновероятного 
(χ2 = 56.0, P > 0.250), что связано с малочисленностью 
выборки таких эмбрионов.

У 4-клеточных МЕ-эмбрионов бластомер 1 : 1 де-
лится раньше остальных в 78.9% случаев (χ2 = 31.7, 
P < 0.000), а бластомер 2 : 2 – в 84.2% (χ2 = 40.6, 
P < 0.000). Бластомеры 1 : 1 : 1, 2 : 2 : 2 и 1 : 2 : 2 зна-
чимо чаще делятся восьмыми, 15-ми и 14-ми (36.8, 

42.1 и 36.8%; χ2 = 12.6, 26.1 и 15.1; P < 0.050, < 0.001 
и 0.050 соответственно). Бластомеры 1 : 1 и 2 : 2 у 72.4 
и 65.5% ЕМ-эмбрионов делятся четвертыми и седь-
мыми (χ2 = 40.6 и 34.6, P < 0.000); бластомер 1 : 1 : 
1 – восьмым и девятым (в 34.5% случаев, χ2 = 36.9 
и 22.0, P < 0.000 и < 0.005), бластомеры 1 : 1 : 2 и 2 : 2 : 
2 – 14-ми и 15-ми (в 31.0 и 34.5%, χ2 = 35.8, P < 0.000) 
(см. рис. 4). У ММ-эмбрионов первыми и последни-
ми делятся бластомеры 1 : 1 и 2 : 2 (69.2%, χ2 = 16.8, 
P < 0.025) и бластомеры 2 : 2 : 1 и 2 : 2 : 2 (в 38.5% 
случаях, χ2 = 15.9 и 18.4, P < 0.050 и < 0.025 соответ-
ственно).

Таким образом, на протяжении третьего и чет-
вертого циклов дробления в составе эмбрионов по-
являются и возрастают в численности бластомеры, 
у которых, вопреки сходству происхождения, су-
щественно различны последовательности делений 
(т.е. сроки существования линий бластомеров до мо-
ментов их делений). У подавляющего большинства 
4-клеточных эмбрионов два бластомера преемствен-
но делятся первыми и последними, в то время как по-
следовательности делений двух других бластомеров 
переменны. У 8-клеточных эмбрионов вероятность 
преемственного раннего или позднего делений бла-
стомеров снижается, но увеличивается количество 
бластомеров, момент деления которых варьирует 
у разных эмбрионов. Если такая тенденция продол-
жается в пятом и шестом циклах дробления, то по-
следовательность делений всех бластомеров – 16- 
и 32-клеточных – станет стохастичной. Поскольку 

Таблица 4. Продолжительности циклов бластомеров (средние значения, стандартное отклонение, ч) и их сопо-
ставления у МЕ- и ЕМ-эмбрионов с различными темпами развития (группы 1, 2 и 3)

Бласто-
меры 

ME EM
Группа 1

(N = 8)
Группа 2

(N = 5)
Группа 3

(N = 6)
Группа 1

(N = 7)
Группа 2

(N = 5)
Группа 3
(N = 17)

1 11.0 ± 1.211,2,a 12.4 ±0.511,a 12.2 ± 0.592,a 10.9 ±0.461,a 14.2 ± 0.591,2,a 11.7 ± 1.152,a

2 11.7 ± 1.113,4,a 13.3 ± 0.943,a 13.1 ± 0.854,a 11.9 ± 1.333,a 15.0 ± 0.663,4,a 12.7 ± 1.804,a

1:1 13.1 ± 2.105,8,b 16.5 ± 1.775 15.1 ± 0,818,b 13.2 ± 1.905,9,b,c 21.0 ± 6.445,10,b 14.9 ± 2.06b9,10,b,c

1:2 13.8 ± 2.436,9,b,c 17.5 ± 2.476 16.1 ± 1.259,b 15.2 ± 2.146,b 25.6 ± 6.956,11,b 17.3 ± 3.7611,b

2:1 12.4 ± 0.927,10,c,d 15.5 ± 2.797 15.5 ± 2.2410,c 14.2 ± 1.407,d 20.9 ± 4.437,12,c 15.8 ± 2.8512,d

2:2 14.9 ± 3.1313,11,d 18.2 ± 1.53 21.7 ± 8.2411,c 15.8 ± 2.068,c,d 23.0 ± 4.898,13,c 18.4 ± 3.9613,c,d

1:1:1 20.0 ± 4.0612,17,e,f,g 31.9 ± 5.9512b,c,d 26.9 ± 5.4517,d 20.4 ± 1.8314,21,e 24.3 ± 5.07d,e 26.0 ± 5.4014,21e,f

1:1:2 27.3 ± 6.7813,e,h,k 42.9 ± 9.1513,20,b,e,f 30.5 ± 7.1520,d,e,f 23.1 ± 3.0715,22,e,f,g 31.1 ± 6.1815,d,f 29.2 ± 5.72e22,g,h

1:2:1 20.1 ± 2.98h,l 27.2 ± 11.5e,g,h 23.5 ± 4.37e,g 19.9 ± 2.7916,23,h,k 25.1 ± 3.3716,g 25.9 ± 5.6923,g,k,l

1:2:2 25.8 ± 7.43f,l,m 32.9 ± 14.7f,g 27.1 ± 7.63g 21.5 ± 3.1617,24,h,l 28.3 ± 4.6817,g 29.0 ± 5.14f24,e,k,m,n,p

2:1:1 19.9 ± 2.6214,18,k,n,p,q 34.9 ± 7.1814,21,k 26.7 ± 5.7018,21,h,k 20.6 ± 3.1918,25,f,m 26.8 ± 5.9718,h,k 25.4 ± 3.5425,m,q

2:1:2 21.9 ± 3.5615,19,n,r 42.9 ± 9.9915,22,c,h,k,l 30.9 ± 6.8919,22,h,l 22.4 ± 2.9819,26,k,m,n 28.8 ± 6.3119,h,l 29.4 ± 3.3426,f,l,q,r,s

2:2:1 23.2 ± 5.00p,s 27.8 ± 5.1723,d,f,l,m 18.2 ± 6.0223,f,k,l,m 19.0 ± 2.2027,g,l,n,p 19.4 ± 10.43f,k,l,m 23.6 ± 4.8927,h,n,r,t

2:2:2 27.3 ± 5.3016,g,m,q,r,s 34.8 ± 4.6716,24,m 25.7 ± 6.0224,m 21.2 ± 2.9220,28,p 28.0 ± 6.86e20,e,m 26.8 ± 4.1828,p,s,t

Обозначения те же, что и в табл. 3.
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эмбрионы раньше или позже, но достигли финаль-
ной стадии развития (бластоцисты), можно полагать, 
что обсуждаемый феномен представляет собой одно 
из проявлений регуляционности бластомеров и за-
родышей в целом, возрастающей по мере дробле-
ния. Возрастание регуляционности, по определению, 
предполагает расширение спектра потенциальных 
дифференцировок. Соответственно можно ожидать 
расширение потенциальных возможностей к диф-
ференцировкам у бластомеров 8-клеточных и, тем 
более, 16- и 32-клеточных эмбрионов.

Традиционно считается, что ооцит и зигота тоти-
потенты. Однако по цитологическим критериям ооцит 
и зигота, наследующая структуру ооцита, пред-
ставляют собой высокоспециализированные клет-
ки. Помимо характерной морфологии и специфиче-
ских синтезов, специализация зиготы проявляется 
в поляризованности, обеспеченной неравномерным 
распределением в объеме (и по протяженности кор-
тикального слоя) клеточных органелл и комплекса 
специфических регуляторных макромолекул [18–20 
и др.]. Мы предполагаем, что только после элимина-
ции специфических особенностей организации зи-
готы и освобождения от влияний зиготических де-
терминантов бластомеры приобретают способность 
к собственным синтезам и регуляциям, к поляриза-
ции и формированию функциональных контактов 
и, в конечном итоге, к собственным специфическим 
дифференциациям [21–23]. На молекулярно-генети-
ческом уровне события, освобождающие бластомеры 
от «диктата зиготы» в период первых делений дро-
бления, исследованы слабо и, вероятнее всего, сопря-
жены с регуляциями клеточных циклов [24, 25].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
У плацентарных млекопитающих, в отличие от низ-
ших позвоночных, поляризованность («предразмет-
ка») зиготы достаточно лабильна, что предопределя-
ет вариабельность временных параметров раннего 
развития и при несовершенстве или недостаточности 
этой предразметки – довольно высокий уровень ано-
малий раннего развития. В результате реализации 
всех возможных комбинаций меридиональных и эк-
ваториальных борозд при дроблении 2-клеточных 
эмбрионов человека (так же как эмбрионов мышей 
и, вероятно, иных видов плацентарных млекопита-
ющих) формируются четыре варианта 4-клеточных 

эмбрионов. Бластомеры эмбрионов, относящихся 
к разным вариантам, включают в свой состав су-
щественно разные части зиготы, приобретая таким 
образом разные «дозы» детерминантов. Сегрегация 
зиготической цитоплазмы и детерминантов про-
должается в следующих делениях дробления. Это, 
в свою очередь, находит отражение в существенной 
вариабельности временных параметров (циклов бла-
стомеров, циклов дробления и траектории дробления 
в целом) в следующих раундах дробления каждого из 
вариантов 4-клеточных эмбрионов. Вариабельность, 
связанная со степенью «совершенства» организации 
зиготы, интерферирует с вариабельностью, при-
вносимой способом ее сегрегации, что проявляется 
в траекториях дробления. Примером могут служить 
траектории развития МЕ- и ЕМ-эмбрионов с суще-
ственно разными темпами дробления (первая, вто-
рая и третья группы). По предварительной оценке 
частоты формирования имплантационно-компетент-
ных бластоцист, восходящих к каждому из вариан-
тов 4-клеточных эмбрионов, различаются. Из этого 
следует, что вариант формирования 4-клеточных 
эмбрионов следует учитывать при раннем прогнозе 
перспективности отдельных зародышей.

Замена временных показателей на порядковые 
(последовательности делений бластомеров в траекто-
рии дробления или, иными словами, опосредованные 
сроки существования линий бластомеров) позволила 
обнаружить еще одну форму вариабельности, свя-
занную с особенностями собственно процесса дро-
бления: изменчивость моментов вступления в следу-
ющий цикл дробления сходных по происхождению 
бластомеров в составе разных эмбрионов. Мы пред-
полагаем, что это явление связано с градуальным 
снижением эффектов детерминантов в результате 
последовательной элиминации специфической орга-
низации зиготы в ее фрагментах (т.е. бластомерах). 
Достигаемая таким образом дедифференциация бла-
стомеров предшествует и, возможно, разрешает осу-
ществление их собственной экспрессии, регуляции 
и, в конечном итоге, собственных дифференцировок. 
В большей или меньшей мере успешная дедиффе-
ренциация бластомеров предопределяет большее 
или меньшее временное смещение событий асимме-
тричных делений и компактизации, что, возможно, 
сказывается на соотношениях внутренней клеточной 
массы и муральной трофэктодермы в бластоцистах. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Белки с ДНК-связывающим доменом «цинковые 
пальцы» С2Н2-типа – самый обширный класс транс-
крипционных факторов у высших эукариот [1]. 
Обычно C2H2-домены формируют кластеры, часть 
из которых отвечает за высокоспецифичное связы-
вание с ДНК. У членистоногих обнаружен подкласс 
транскрипционных факторов с цинковыми пальцами 
типа С2Н2, представители которого на N-конце со-
держат специфичный домен, названный ZAD (Zinc-
finger Associated Domain), в котором четыре остатка 
цистеина координируют ион цинка [2, 3]. В клетках 
Drosophila melanogaster насчитывается более 90 
транскрипционных факторов (рис. 1) с доменами 
С2Н2 и ZAD [3]. Геномы других представителей чле-
нистоногих могут кодировать от четырех (дафния 
обыкновенная) до 120 (малярийный комар) факто-
ров этого класса. Кристаллическая структура ZAD-
домена фактора Grauzone (Grau) показала, что он 
представляет собой димер (рис. 2А) [4]. Кроме того, in 
vitro показано, что ZAD-домены белков Serendipity-δ 
и Weckle также образуют димеры [5, 6]. До настояще-
го времени это семейство транскрипционных факто-
ров остается почти неизученным, определена только 
функциональная роль некоторых из них [7–9]. Три 
транскрипционных фактора с ZAD-доменом (Pita, 
ZIPIC и Zw5) можно отнести к классу инсулятор-

ных белков (рис. 2Б) [10, 11]. Инсуляторами назы-
вают регуляторные элементы, которые блокируют 
взаимодействие между энхансером и промотором 
только в том случае, если находятся между ними [12, 
13]. Недавно было показано, что инсуляторы могут 
участвовать в установлении дистанционных взаимо-
действий и организации архитектуры хромосом [14, 
15]. Белок Zw5 обнаружен в составе инсулятора SCS, 
расположенного на границе кластера генов теплового 
шока 70 [10]. Белки Pita и ZIPIC исходно идентифи-
цировали как партнеры инсуляторного белка СР190, 
который считается ключевым для формирования ар-
хитектуры хроматина [11]. Все инсуляторные белки 
связываются со специфическими нуклеотидными 
последовательностями длиной 9–15 п.н., мультипли-
кация которых формирует эффективный инсулятор 
[10, 11, 16]. С помощью полногеномного анализа по-
казано, что Zw5, Pita и ZIPIC преимущественно свя-
зываются с промоторами генов [11]. Предполагается, 
что ZAD-домен может участвовать в организации 
дистанционных взаимодействий между удаленными 
сайтами связывания одного и того же инсуляторного 
белка [15]. 

В настоящей работе изучена точечная мутация 
в ZAD-домене белка Zw5, которая приводит к ле-
тальному фенотипу. Показано, что эта мутация 
нарушает ядерную локализацию белка Zw5. ZAD-
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РЕФЕРАТ Многие транскрипционные факторы с мотивами цинковых пальцев типа С2Н2 содержат 
на N-конце характерный домен, названный ZAD (Zinc-finger Associated Domain), в котором четыре остатка 
цистеина координируют ион цинка. Показано, что некоторые ZAD-домены обладают способностью к го-
модимеризации. Однако функциональная роль этого домена остается почти неизученной. Нами показа-
но, что точечная мутация в ZAD-домене инсуляторного белка Zw5 нарушает его ядерную локализацию, 
не влияя на способность к димеризации. Установлено также, что ZAD-домены необходимы для ядерной 
локализации белков Pita и Grau. Таким образом, одна из функций ZAD-домена состоит в регуляции ядер-
ной локализации транскрипционных факторов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА инсуляторы, транскрипционные факторы, хроматин.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ZAD – домен, ассоциированный с цинковыми пальцами (Zinc-finger Associated 
Domain); ИПТГ – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид; ФМСФ – фенилметилсульфонилфторид.
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домены других двух белков, Pita и Grau, также нуж-
ны для ядерной локализации этих белков. Таким 
образом, одна из функций ZAD-домена состоит в ре-
гуляции ядерной локализации транскрипционных 
факторов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Экспрессия и очистка белков
ДНК, кодирующую ZAD-домен белка Zw5 (дикого 
типа и с заменой R14G) дрозофилы, клонировали 
в плазмиду pET32a(+) в рамке с шестью остатка-
ми гистидина и тиоредоксином. Плазмидами транс-
формировали компетентные клетки Escherichia 
coli штамма BL21(DE3). Экспрессию белка инду-
цировали 1 мМ ИПТГ, перед индукцией добавляли 
0.2 мМ ZnCl

2
, культуру инкубировали в течение ночи 

при 18°C на качалке. Бактериальные клетки разру-
шали ультразвуком в 50 мМ HEPES-KOH-буфере pH 
7.6, содержащем 500 мМ NaCl, 20 мМ имидазол, 5 мМ 
β-меркаптоэтанол, 1 мМ ФМСФ с добавлением 1 : 500 
Proteinase inhibitor cocktail VII (Calbiochem). Белки 
выделяли из лизата бактериальных клеток с помо-
щью аффинной хроматографии на Co-IDA-сефарозе. 
Элюцию проводили 50 мМ HEPES-KOH-буфером 
pH 7.6, содержащем 500 мМ NaCl, 250 мМ имидазол, 
5 мМ β-меркаптоэтанол.

Химическая сшивка белков
После выделения белки диализовали против буфера 
PBS. К препаратам добавляли глутаральдегид до ко-
нечной концентрации 0.01 или 0.1%, инкубировали 
при комнатной температуре в течение 10–15 мин. 
Реакцию останавливали, добавляя глицин до кон-
центрации 50 мМ, и инкубировали при комнатной 
температуре в течение 15 мин. Продукты сшивки 
визуализировали при помощи электрофореза в по-
лиакриламидном геле с последующим окрашиванием 
серебром.

Окрашивание препаратов клеток S2 
D. melanogaster
кДНК, кодирующие либо полноразмерные белки 
дикого типа, либо мутантные, клонировали в рамке 
с 3×FLAG-пептидом в плазмиду для транзиентной 
экспрессии под контролем промотора гена актина 
5С. Клетки трансфицировали по стандартной ме-
тодике с помощью реагента Cellfectin (Invitrogen). 
Окрашивание проводили на 3-и сутки после транс-
фекции.

В 35-мм чашке Петри на покровное стекло наноси-
ли 1 мл суспензии S2-клеток. Инкубировали в тече-
ние ночи при 24°C для осаждения клеток на стекло. 
Среду с неприкрепленными клетками удаляли.

Все растворы наносили по стенке чашки, чтобы 
не смыть клетки со стекла. Инкубацию проводили 
при комнатной температуре на качалке с низкой ско-
ростью.

Стекло промывали 1 мл фосфатно-солевого буфера 
(PBS) 2 раза по 5 мин. Клетки фиксировали 1 мл фик-
сирующего раствора (2% формальдегида, 50 мМ MgCl2

 
в PBS) в течение 20 мин. Промывали 1 мл PBS 3 раза 
по 5 мин. Для повышения проницаемости клеточных 
мембран клетки обрабатывали 1% раствором Triton 
X-100 в PBS в течение 10 мин. Промывали PBS (1 мл 3 
раза по 5 мин). Инкубировали в блокирующем раство-
ре (1% бычьего сывороточного альбумина (BSA), 0.05% 
Tween-20 в PBS) 2 раза по 30 мин. Инкубировали 
с 1 мл блокирующего раствора с первичными анти-
телами (1 : 30 антиламин (из коллекции Университета 
Айовы), 1 : 300 анти-FLAG (Sigma)) в течение 1 ч. 
Промывали раствором 0.25% BSA, 0.05% Tween-20 
в PBS (3 раза по 15 мин). Инкубировали с 1 мл блоки-
рующего раствора с вторичными антителами, конъ-
югированными с флуорофором (Invitrogen), и TO-
PRO-3 Iodide в течение 1 ч. Промывали раствором 
0.25% BSA, 0.05% Tween-20 в PBS (3 раза по 15 мин). 
Промывали 1 мл PBS в течение 5 мин, промывали 
стекло водой, удаляли избыток воды. Добавляли сре-
ду Vectashield для закрепления на предметном стекле. 
Края покровного стекла покрывали лаком. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Летальная мутация в ZAD-домене белка Zw5 
не влияет на его способность к димеризации 
Ген dwg (deformed wings), кодирующий белок Zw5, 
экспрессируется преимущественно в процессе эм-
бриогенеза. Описано много мутаций в гене dwg, ко-
торые имеют летальный фенотип, что предполагает 
важную роль Zw5 в эмбриональном развитии. Одна 
из охарактеризованных мутаций, dwg8 или zw562jl, 
приводит к замене аргинина на глицин в положении 
14 (R14G) ZAD-домена [10]. Эта рецессивная мутация 
летальна на личиночной стадии. Для доказательства 
того, что именно мутация zw562jl отвечает за леталь-
ный фенотип, получена конструкция, в которой ген 
dwg находится под контролем промотора гена hsp83. 
В качестве репортера для идентификации трансфор-
мантов использовали ген white, который определя-
ет пигментацию глаз. В результате трансформации 
в эмбрионы дрозофилы получены четыре транс-
генные линии с одной инсерцией конструкции. Все 
трансгены комплементировали летальный фенотип 
мутации zw562jl, что подтверждает роль этой мутации 
в проявлении летального фенотипа. 

Таким образом, точечная мутация в ZAD-домене 
приводит к полной инактивации функциональной ак-
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тивности Zw5. Из этого можно сделать вывод о важ-
ности R14 в составе ZAD-домена. Выравнивание по-
следовательностей ZAD-доменов различных белков 
показало, что большинство ZAD-доменов содержат 
остаток аргинина в положении 14 (рис. 1). Из 93 ко-
дируемых геномом Drosophila транскрипционных 
факторов с ZAD-доменом аргинин в положении 14 

(R14) найден у 81, у пяти аргинин заменен на лейцин, 
в трех – на фенилаланин, в двух – на цистеин, в од-
ном – на аспартат и гистидин. Ранее предположи-
ли, что R14 участвует в димеризации ZAD-домена 
[4], поскольку он (R5 у белка Grau) вовлечен в фор-
мирование водородных связей с Q74 (рис. 2А), 
хотя эти остатки являются лишь небольшой ча-

Рис. 1. Выравнивание ами-
нокислотных последова-
тельностей ZAD-доменов 
Drosophila. Стрелкой пока-
зано положение консерва-
тивного остатка аргинина
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стью протяженного интерфейса димеризации двух 
ZAD-доменов. С целью проверки этого предполо-
жения в векторе pET32a(+) клонировали кДНК, ко-
дирующие домены ZADwt и ZADR14G, слитые с тио-
редоксином, и экспрессировали их в клетках E. coli. 
Оказалось, что мутантный ZAD-домен выделяется 
в существенно меньших количествах по сравнению 
с доменом дикого типа. Это может свидетельствовать 
о меньшей стабильности и нарушении правильной 
конформации мутантного ZAD-домена, экспресси-
руемого в бактериях. 

Для сравнения димеризации нормального и му-
тантного ZAD-домена был проведен опыт по сши-
ванию ZAD-доменов с помощью глутаральдегида. 
Как видно из рис. 3, в концентрации 10 мкМ оба ZAD-
домена с примерно одинаковой эффективностью об-
разуют димеры. Таким образом, точечная мутация 
R14G не влияет на способность ZAD-домена белка 
Zw5 к димеризации in vitro, однако нельзя исклю-
чать возможности снижения стабильности димеров 
при низких концентрациях белка в клетке. 

ZAD-домены нужны для ядерной локализации 
белков в культуре клеток S2 
Установлено, что у мутантного ZAD-домена сохране-
на способность к димеризации, поэтому следующей 
задачей стало изучение распределения нормального 
и мутантного белков Zw5 в S2-клетках дрозофилы. 
C этой целью созданы векторы экспрессии, в кото-
рых гены, кодирующие нормальный и мутантный 
белки Zw5, слитые с эпитопом 3×FLAG, находились 

под контролем актинового промотора. Этими век-
торами трансфицировали клетки S2, и определяли 
распределение белков с использованием антител 
к эпитопу 3×FLAG, ламину и красителя TO-PRO-3 
Iodide, который окрашивает ДНК (рис. 4). Белок 
Zw5-3×FLAG локализуется преимущественно 

Рис. 3. Результаты химической сшивки при помощи 
глутаральдегида (GA) ZAD-домена белка Zw5 дикого 
типа и содержащего мутацию R14G, слитых с тиоре-
доксином (TRX). Концентрация белка 10 мкМ

GA, % 0 0.01  0.1 0 0.01  0.1

70

55

35

25
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Рис. 2. А – структура димера ZAD-домена белка Grau (1PZW в базе PDB). Показано формирование водород-
ных связей между R5 (остаток, гомологичный R14 в белке Zeste-white 5) и Q74, а также четыре консервативных 
цистеина, координирующие атом цинка. Б – доменная структура белков Zeste-white 5, Pita и Grauzone
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Рис. 4. Иммуноци-
тохимическое окра-
шивание S2-клеток, 
экспрессирующих 
белки с нарушен-
ным ZAD-доменом 
и белки дикого типа, 
слитые с 3×FLAG-
пептидом

Zw5-FLAG

Zw5-R14G-FLAG

Pita-FLAG

Pita-ΔZAD-FLAG

Grau-FLAG

Grau-ΔZAD-FLAG

TO-PRO-3 Iodide FLAG Ламин Наложение

в ядре. Неожиданно оказалось, что белок Zw5R14G-
3×FLAG находится почти исключительно в цито-
плазме. Таким образом, точечная мутация нарушает 
ядерную локализацию белка Zw5, что объясняет ле-
тальный эффект аллеля zw562jl. По данным сервиса 
NucPred [17], белок Zw5 не содержит выраженных 
сигналов ядерной локализации. 

Для выяснения роли ZAD-домена в ядерной лока-
лизации белков использовали два других хорошо из-
ученных белка с ZAD-доменом: Pita и Grau [4, 8, 11]. 
Эти белки имеют одинаковую структуру, сходную 
с Zw5: ZAD-домен находится на N-конце, и группа 
доменов цинковых пальцев типа C2H2 образует кла-
стер на C-конце (рис. 2Б). Показано, что домены типа 
«цинковые пальцы» могут определять ядерную лока-
лизацию белков [18, 19]. Согласно данным програм-

мы NucPred [17], Pita не имеет выраженных сигналов 
ядерной локализации (NLS), а у Grauzone выражен-
ный NLS находится в центральной части (170–190 
аминокислот). Сервис PredictProtein [20] предсказы-
вает ядерную локализацию всех трех белков с низ-
кой степенью значимости у Zw5 и Pita и с высокой – 
у Grauzone.

кДНК, кодирующие белки Grau и Pita с ZAD-
доменом и без него, были слиты с эпитопом 3×FLAG 
и встроены в экспрессионный вектор под контролем 
актинового промотора (Act5C). Полученными кон-
струкциями трансфицировали клетки S2, распреде-
ление белков изучали на препаратах с использова-
нием антител к эпитопу 3×FLAG и ламину (рис. 4). 
Белки Pita-3×FLAG и Grau-3×FLAG находятся 
преимущественно в ядре. Окрашивание эндогенных 
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белков Grau, Zw5 и Pita (данные не представлены) 
выявило их равномерное ядерно-цитоплазматиче-
ское распределение. Делеция ZAD-домена приводи-
ла к локализации FLAG-антител преимущественно 
в цитоплазме, что объясняется потерей способно-
сти белков без ZAD-домена попадать в ядро клеток 
(рис. 4). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные нами результаты предполагают, что то-
чечная замена аргинина на глицин в положении 14 
(R14G) ZAD-домена нарушает ядерную локализацию 
белка Zw5. R14 в ZAD-домене Zw5 соответствует пя-
тому аминокислотному остатку ZAD-домена Grau. 
Согласно данным рентгеноструктурного анализа, 
боковая цепь этого остатка экспонирована наружу 
и в то же время способна к образованию водород-
ной связи с Q74 [4]. На основе этого авторы статьи [4] 
предположили, что аргинин-5 участвует в димери-
зации ZAD-домена Grau. Однако, согласно нашим 
результатам, аргинин-14 в составе ZAD-домена Zw5 
не нужен для димеризации белка. Вероятно, струк-
тура ZAD-доменов может значительно различаться, 
что объясняет, почему ZAD-домены предпочтитель-
но гомодимеризуются (неопубликованные данные).

Предполагаемая локализация аргинина-14 на по-
верхности ZAD-домена может объяснить роль этого 
остатка во взаимодействии с белками, которые ре-
гулируют импорт в ядро. У белков Pita и Grau ZAD-
домены гомологичны между собой и с ZAD-доменом 

Zw5 не более чем на 58%. Однако эти ZAD-домены 
также необходимы для локализации соответствую-
щих белков в ядре.

Интересно, что c помощью биоинформатических 
подходов сигналы ядерной локализации были пред-
сказаны в средней части Grau и не найдены в составе 
белков Pita и Zw5. При этом белок Pita представлен 
в клетках в виде двух изоформ, которые различа-
ются наличием первых 60 аминокислот, входящих 
в состав ZAD-домена [по данным Flybase]. Согласно 
экспериментальным данным, локализация транс-
крипционных факторов с ZAD-доменом в клетке 
подвержена сложной регуляции. Так, изменение 
ядерно-цитоплазматической локализации белка 
Weckle в процессе развития было показано ранее [6]. 
ZAD-содержащий белок Trade Embargo, который 
связывается с хроматином, равномерно распределен 
между ядром и цитоплазмой [21]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты нашей работы показывают, что ядер-
но-цитоплазматическое распределение ZAD-
содержащих транскрипционных факторов, по всей 
видимости, имеет важное регуляторное значение, 
а ZAD-домены играют ключевую роль в этом про-
цессе. 

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда (проект № 14-24-00166).
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РЕФЕРАТ Рассеянный склероз (РС) – это тяжелое нейродегенеративное заболевание центральной нервной 
системы с полигенным типом наследования. Помимо генетических факторов, важную роль в развитии 
и течении РС могут играть эпигенетические механизмы, в первую очередь метилирование ДНК, влияющее 
на экспрессию генов. В настоящей работе для поиска дифференциально метилированных CpG-сайтов, ас-
социированных с развитием двух основных клинических форм заболевания – ремиттирующего РС (РРС) 
и первично-прогрессирующего РС (ППРС), впервые проведен полногеномный анализ профиля метили-
рования ДНК в мононуклеарных клетках периферической крови больных РРС и ППРС в сравнении со 
здоровыми индивидами контрольной группы. Проведено также прямое сравнение профилей метилирова-
ния ДНК у пациентов с РРС и ППРС. При всех попарных сравнениях выявлены существенные различия 
в профилях метилирования. При иерархической кластеризации по уровню метилирования обнаруженных 
дифференциально метилированных сайтов (ДМС) и при визуализации данных с помощью метода главных 
компонент наблюдается четкое объединение образцов ДНК каждой из сравниваемых групп в отдельный 
кластер. У больных ППРС в сравнении со здоровыми индивидами выявлено бóльшее число ДМС, чем 
у больных РРС в сравнении со здоровыми индивидами (67 против 30). Более половины всех ДМС располо-
жены в генах, что превышает число, ожидаемое при случайном распределении ДМС среди проб. В случае 
РРС бóльшая часть ДМС гипометилирована, при ППРС – гиперметилирована. В CpG-островках и соседних 
областях расположено 60% ДМС, выявляемых при сравнении РРС с контролем, и 79% – при сравнении 
ППРС с контролем. Прямое сравнение двух форм РС выявило 51 ДМС, из которых бóльшая часть (82%) 
гиперметилирована при ППРС. В целом, показано, что ППРС отличается от РРС бóльшими изменениями 
в паттерне метилирования ДНК. Полученные результаты свидетельствуют об участии метилирования ДНК 
в развитии РС. Впервые показано, что эпигенетический механизм метилирования ДНК вовлечен в форми-
рование клинически различных форм РС – РРС и ППРС.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА метилирование ДНК, мононуклеарные клетки крови, рассеянный склероз, эпигенетика.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ДМС – дифференциально метилированный сайт; МНК – мононуклеарные клетки 
периферической крови; РС – рассеянный склероз; РРС – ремиттирующий РС; ППРС – первично-прогрес-
сирующий РС; ЦНС – центральная нервная система; EDSS (Expanded Disability Status Scale) – расширенная 
шкала оценки степени инвалидизации; HLA (human leukocyte antigen) – главный комплекс гистосовмести-
мости.
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ВВЕДЕНИЕ
Рассеянный склероз (РС) – это тяжелое нейродеге-
неративное заболевание центральной нервной систе-
мы (ЦНС) со сложным комплексом патогенетических 
процессов, среди которых важнейшую роль играет 
хроническое аутоиммунное воспаление, направлен-
ное на миелиновую оболочку нейронов и приводя-
щее к демиелинизации, гибели олигодендроцитов, 
разрушению аксонов, глиозу и нейродегенерации. 
Этиология РС остается не выявленной. Проведенные 
в последние годы полногеномные исследования ясно 
показали, что наблюдаемый тип наследования РС, 
характерный для полигенных заболеваний, действи-
тельно определяется совместным вкладом множества 
независимо действующих или взаимодействующих 
полиморфных генов [1–3]. Однако если исключить 
из рассмотрения гены главного комплекса гистосов-
местимости (HLA), то каждый из аллелей риска РС, 
взятый отдельно, дает относительно малый эффект: 
отношения шансов для отдельных однонуклеотид-
ных полиморфизмов (SNP) находятся, за редкими 
исключениями, в диапазоне 1.1–1.3 [4]. Совокупный 
вклад всех генетических вариантов, идентифициро-
ванных при полногеномных исследованиях, может 
объяснить менее 27% наследуемости [5] – проблема, 
получившая название «недостающей», или «потерян-
ной» наследуемости (missing heritability). Эти наблю-
дения, а также низкий уровень конкордантности РС 
у монозиготных близнецов [6], влияние некоторых 
факторов внешней среды [7] и большая распростра-
ненность РС среди женщин [8] привели к предполо-
жению о том, что, помимо генетических факторов, 
важную роль в развитии и течении РС могут играть 
эпигенетические механизмы.

Эпигенетические модификации представляют со-
бой различные функциональные изменения в гено-
ме организма, которые влияют на экспрессию генов 
в различных клетках или тканях, но не связаны с из-
менением нуклеотидной последовательности ДНК. 
Один из наиболее хорошо изученных эпигенети-
ческих механизмов – метилирование ДНК, самым 
распространенным вариантом которого является 
присоединение метильной группы к цитозиновым 
основаниям в составе CpG-динуклеотидов в позиции 
С5 цитозинового кольца. Этот процесс модулирует 
экспрессию близлежащих генов. Хотя глобальное 
метилирование ДНК довольно стабильная эпигене-
тическая модификация, передающаяся дочерним 
клеткам в ходе митоза, различные факторы внеш-
ней среды могут вызывать динамические изменения 
эпигенома в течение жизни. Полученные в последние 
годы результаты свидетельствуют о том, что эпиге-
нетические модификации могут играть важную роль 
в формировании риска развития аутоиммунных 

и нейродегенеративных заболеваний, в частности РС 
[9, 10]. 

Сравнительный анализ метилирования отдель-
ных генов у больных РС и у здоровых доноров вы-
явил гипометилирование в промоторной области 
гена PAD2, кодирующего пептидиларгининдезами-
назу типа II, в белом веществе мозга [11] и в моно-
нуклеарных клетках периферической крови (МНК) 
[12]. Гиперметилирование гена протеинтирозинфос-
фатазы SHP-1 обнаружено в МНК больных РС [13]. 
В последние пять лет проведено несколько срав-
нительных исследований полногеномного профиля 
метилирования ДНК больных РС и здоровых инди-
видов. Анализ метилома проводили как в клетках 
крови (МНК, CD4+, CD8+ Т-лимфоцитах) [6, 14–16], 
так и в ткани белого вещества мозга [17]. Хотя все 
исследования проводили на небольшом количестве 
образцов, в CD4+ Т-лимфоцитах наблюдали диф-
ференциальное метилирование генов HLA класса II 
и некоторых других генов иммунной системы, ассо-
циация которых с заболеванием была показана ранее 
[15], а в тканях белого вещества выявлено дифферен-
циальное метилирование генов, связанных с выжива-
емостью олигодендроцитов [16].

РС характеризуется выраженной клинической ге-
терогенностью [8]. В цитированных работах объектом 
эпигенетических исследований были больные с наи-
более распространенной формой РС – ремиттирую-
щим РС (РРС), для которого характерно чередование 
периодов обострения и ремиссии. Примерно у 10–15% 
больных наблюдается первично-прогрессирующий 
РС (ППРС), проявляющийся непрерывным нарас-
танием неврологического дефицита с начала заболе-
вания. Протекает ППРС значительно тяжелее, чем 
РРС; уже на ранних стадиях ППРС отчетливо вы-
ражены признаки атрофии мозга. Пока не предло-
жено какого-либо специфического лечения больных 
ППРС, а все известные в настоящее время иммуно-
модулирующие препараты и кортикостероиды, при-
меняемые при РРС, в этом случае малоэффективны.

В настоящей работе впервые проведен полноге-
номный анализ профиля метилирования ДНК в МНК 
больных РРС и ППРС в сравнении со здоровыми ин-
дивидами контрольной группы для поиска диффе-
ренциально метилированных CpG-сайтов, ассоции-
рованных с развитием двух основных клинических 
форм заболевания, а также сравнили профили мети-
лирования ДНК у пациентов с РРС и ППРС. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Характеристика больных РС и контролей 
В работу включены 14 больных РРС (девять жен-
щин и пять мужчин) и восемь больных ППРС (шесть 
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женщин и два мужчины) в возрасте от 29 до 58 лет. 
Диагноз поставлен согласно критериям МакДональда 
в последней версии 2010 года [18]. Средний балл 
по шкале инвалидизации (EDSS) у больных РРС 
составлял 2.32 ± 0.82, у больных ППРС – 4.29 ± 
0.39. Включенные в исследование больные никог-
да не принимали иммуномодулирующих препара-
тов. В контрольную группу вошли шесть женщин 
и двое мужчин в возрасте от 28 до 50 лет без острых 
или хронических неврологических заболеваний. Все 
они проживали в Московском регионе; оба их роди-
теля были этническими русскими (по данным анке-
тирования). От всех участников получено инфор-
мированное согласие на проведение генетических 
исследований.

Выделение ДНК и анализ полногеномного 
метилирования 
Образцы периферической крови больных РС (8 мл) 
собирали в пробирки с EDТА (Vacuette® EDTA 
Tubes, Greiner Bio-One). Мононуклеарные клетки 
периферической крови (МНК) выделяли с помо-
щью центрифугирования на градиенте фиколл-ги-
пака. Геномную ДНК выделяли с помощью набора 
DNA Midi Kit (Qiagen, Santa Clara, CA, США) по ме-
тодике производителя. Бисульфильтную конвер-
сию геномной ДНК проводили при помощи набо-
ра EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research). 
Уровень метилирования ДНК анализировали 
на сканере iScan (Illumina) с использованием чипов 
Infinium HumanMethylation450 BeadChip [19] в ЦКП 
«Геномика» СО РАН (ИХБФМ СО РАН).

Биоинформатический анализ 
Первичная обработка данных и их нормализация 
были выполнены с помощью специально разрабо-
танных скриптов на языке программирования R [20].

Оценку уровня метилирования каждого CpG-
сайта в образце проводили с помощью вычисления 
показателя бета (beta-value), который представляет 
собой отношение интенсивности сигнала метилирова-
ния данной пробы к общей интенсивности этой пробы 
(суммы интенсивностей метилированного и немети-
лированного сигнала). Значение бета варьирует от 0 
(неметилированная проба) до 1 (полностью метили-
рованная проба). Вычисление значений показателя 
бета для каждой пробы в каждом образе проводили 
с помощью пакета methylumi [21]. 

Из последующего анализа были исключены про-
бы, содержащие однонуклеотидный полиморфизм 
на расстоянии до 10 п.н. от исследуемого CpG-сайта, 
и пробы, перекрывание которых с повторяющимися 
последовательностями ДНК обнаружено на расстоя-
нии до 15 п.н. от исследуемого CpG-сайта. Исключены 

также пробы, у которых величина р значимости об-
наружения сигнала (detection p-value) была больше 
0.05 более чем в 5% образцов, а также пробы, распо-
ложенные в Х и Y хромосомах. В итоге, из исходных 
примерно 485 000 CpG-сайтов анализировали 384 138.

CpG-сайт считали дифференциально метилиро-
ванным (ДМС), если различия между уровнями его 
метилирования в двух группах удовлетворяли двум 
условиям: абсолютные величины разности сред-
них по группам значений показателя бета долж-
ны быть > 0.1, а соответствующая величина p < 0.01. 
Локализацию индивидуального CpG-сайта в CpG-
островке определяли с использованием аннотации 
UCSC в hg19; соседние области (shore) локализова-
ны в 2 т.п.н. от CpG-островков, отдаленные обла-
сти (shelf) – в 2 т.п.н. от соседних областей (shore) 
[19]. Для оценки величины р использовали t-тест 
Стьюдента, модифицированный по эмпирическому 
методу Байеса и предоставляемый пакетом limma [22] 
в программном обеспечении R. Малый размер выборки 
не позволял вводить поправки на число гипотез (проб).

Визуализацию сигналов ДМС с помощью метода 
главных компонент (principal component analysis, 
PCA) и построение карт интенсивности сигналов 
(heatmap) осуществляли с использованием стандарт-
ных методов среды R и специально разработанных 
скриптов на языке программирования R [22]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
C целью изучения возможности вовлечения эпигене-
тического механизма метилирования ДНК в разви-
тие разных форм РС мы провели полногеномное про-
филирование сайтов метилирования ДНК из МНК 
периферической крови в репрезентативных груп-
пах больных РРС, больных ППРС и здоровых до-
норов (контроль) и сравнили образцы больных РРС 
с контрольными образцами, образцы больных ППРС 
с контрольными образцами, а также образцы боль-
ных РРС и ППРС между собой. 

Карты интенсивности сигналов ДМС, выявлен-
ных при этих трех типах сравнения, представлены 
на рис. 1А–В. Всего обнаружено 136 ДМС, наблю-
давшихся при одном или более попарном сравне-
нии. Сравнительный анализ метилирования ДНК 
при всех трех попарных сравнениях выявил суще-
ственные различия в профилях метилирования. 
При иерархической кластеризации по уровню мети-
лирования 136 ДМС наблюдается четкое объедине-
ние образцов ДНК больных каждой из сравниваемых 
групп в отдельный кластер. Визуальное сравнение 
интенсивности сигналов ДМС (соотношение синего 
и желтого цветов) указывает на более высокий уро-
вень метилирования ДНК больных ППРС, чем в кон-
троле и у больных РРС. 



116 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 3 (30)  2016

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Проведена визуализация данных для этих ДМС 
с помощью метода главных компонент (рис. 2). Видно, 
что включенные в исследование образцы хорошо 
дискриминируются в трехмерном пространстве пер-
вых трех главных компонент в три группы, и эти 
группы соответствуют трем фенотипам: РРС, ППРС 
и отсутствие этих заболеваний.

Характеристика найденных ДМС представлена 
в табл. 1. При сравнении больных РРС со здоровыми 
донорами (контроль) выявлены различия в уровнях 
метилирования 30 ДМС, больных ППРС с контроль-
ной группой – 67 ДМС, а при сравнении двух форм 
РС обнаружено различие в уровне метилирования 

51 сайта. В случае РРС бóльшая часть проб гипоме-
тилирована в сравнении с контролем (из 30 ДМС ги-
перметилированы только 43%). Напротив, у больных 
ППРС число гиперметилированных проб повышено 
как по сравнению с контролем (86% проб гипермети-
лированы), так и по сравнению с больными РРС (82% 
проб гиперметилированы). 

Более половины ДМС расположены в генах: 18 
из 30 при сравнении РРС vs контроль, 38 из 67 – 
при ППРС vs контроль, 35 из 51 при сравнении 
ППРС vs РРС (табл. 1). Поскольку в платформе 
HumanMethylation450 генные пробы составляют 
примерно треть всех проб [19], можно констатировать 

А Уровень метилирования ДНК

0 1

_сg10821226 

_сg09552548 

АТР11А_сg08484 

ASB2_cg0451752 

_сg14157578 

LEFTY2_cg27l79 

ILDR1_cg2035687 

KCNK15_cg25301 

ZFYVE28_cg0293 

FRMD4A_cg0762 

KLHL35_cg05353 

IFITM5_cg240187 

_cg14317384 

_cg03116837 

ESRRG_cg042171 

_cg17920646 

_cg02597199 

_cg03418136 

RPH3AL_cg21040 

CERS5_cg099183 

WRAP73_cg18021 

CACNA2D3_cg12 

_cg03256090 

RPH3AL_cg23246 

PLEKHA2_cg1686 

_cg05422022 

HOXC4:HOXC5 

_cg17172308 

_cg06379361 

GNAS_cg0988550

контроль

РРС

Б Уровень метилирования ДНК

контроль 

ППРС

0  1

VIPR2_cg13444538 
RBM46_cg00137234 
_cg18976044 
MTPN_LUZP6_cg21537187 
_cg15837308 
TCP10L_cg13033054 
CYB5D1:LSMD1_cg04615859 
IGSF9B_cg06067394 
CSGALNACT2_cg03680517 
_cg25447164 
_cg16980380 
CES1_cg02374984 
_cg10821226 
_cg09239150 
_cg16824113 
OPCML_cg24287362 
_cg25741116 
_cg06443034 
_cg12672189
GDF7_cg09074113 
TMEM44_cg18000598 
ATG16L2_cg04006327 
ATG16L2_cg00979931 
ATG16L2_cg13771313 
NTN1_cg01862363 
WRAP73_cg18021902 
TBX1_cg19092981 
ILDR1_cg20356878 
GDF7_cg10687131 
_cg07021052 
GDF7_cg07755735 
_cg04082016 
GDF7_cg14780466 
cg20933297 
_cg12495559 
_cg23733394 
_cg04554929 
_cg10090844 
_cg16423285 
_cg19214707 
_cg03600259 
_cg02153358
cg18954504
LDB2_cg14503564 
HKR1_cg12948621 
IGSF9B_cg03642635 
LOC441666_cg27119456 
LOC441666_cg23026554 
LOC441666_cg06833823 
LOC441666_cg06739303 
HLA-F_cg11201654 
_cg18405330 
_cg13045555 
_cg23108931 
LINC00116_cg08570243 
LINC00116_cg03250220 
OR2L13_cg20434529 
OR2L13_cg00785941 
OR2L13_cg08260406 
ZNRD1-AS1_cg08397993 
CSGALNACT2_cg07178550 
cg18479299 
HOXB13_cg23470128 
_cg15145296 
_cg25907132 
_cg21139150 
FAM110A_cg11979743

В Уровень метилирования ДНК

0  1

ППРС
РРС

ICAM5_cg04295144 
_cg08802841 
TRAF3_cg10920224 
PTH1R_cg02527881 
RASA3_cg16820615 
_cg20699586 
USP35_cg15243034 
LEFTY2_cg27179622 
FAM153C_cg03428951 
GIMAP5_cg05725719 
HIVEP3_cg17220055 
_cg25731401 
_cg19272540 
_cg25447164 
RPH3AL_cg05449108 
RNF39_cg01286685 
_cg03455424 
KCNQ1_cg17820828
_cg23118561 
_cg21158163 
_cg19181528 
RPH3AL_cg21040096 
ICAM5_cg10604476 
OLFM3_cg08867825 
_cg21260733 
CARS_cg17004353 
KLF4_cg03066050 
XKR5_cg27319216 
CBFA2T3_cg08317738 
_cg03363478 
RNF39_cg16078649 
RNF39_cg09279736 
RNF39_cg02188185 
RNF39_cg13185413 
RNF39_cg03343571 
RNF39_cg13401893 
RNF39_cg12633154 
RNF39_cg10568066 
_cg18025438 
FRMD4A_cg07629776 
ABCC5_cg01324343 
_cg13045555 
_cg23108931 
CCDC67_cg26827247 
AKAP12_cg15892964 
AKAP12_cg04221606 
RNF39_cg06249604 
RNF39_cg00947782 
_cg17172308 
_cg06379361 
FAM110A_cg11979743

Рис. 1. Карты интенсивности сигналов (heatmap) 
дифференциально метилированных сайтов (ДМС) 
в мононуклеарных клетках периферической крови 
больных РРС по сравнению с контролем (А), больных 
ППРС по сравнению с контролем (Б) и больных ППРС 
по сравнению с больными РРС (В).
Сверху. Дендрограмма показывает результат иерар-
хической кластеризации образцов. Зеленым цветом 
аннотированы образцы ДНК больных РРС, синим – 
больных ППРС, черным – контрольные образцы.
Слева. Дендрограмма показывает результат иерар-
хической кластеризации ДМС. Оттенками черного 
аннотированы ДМС по области локализации ДМС 
в геноме (черный цвет – CpG-островки; темно-серый 
цвет – соседние области (shore); светло-серый цвет – 
отдаленные области (shelf).
Справа. Представлены названия проб по стандартной 
аннотации Human Methylation450 BeadChip
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определенное превышение числа наблюдаемых вну-
тригенных ДМС над ожидаемым при случайном рас-
пределении ДМС среди проб. Некоторые гены содер-
жат по нескольку ДМС; поэтому число генов с ДМС 
меньше – 17, 25 и 22 соответственно. Список этих 
генов (отдельно белоккодирующих, которых боль-
шинство, и белокнекодирующих) также представлен 
в табл. 1. 53% генов содержат ДМС с более высоким 
уровнем метилирования в первой группе при сравне-
нии РРС vs контроль, 76% – при сравнении ППРС vs 
контроль и 86% – при сравнении ППРС vs РРС. В гене 
RPH3AL обнаружены два ДМС, из которых один ха-
рактеризуется повышенным, а второй – пониженным 
уровнем метилирования при сравнении больных РРС 
со здоровыми индивидами и при сравнении больных 
ППРС с РРС.

Согласно принятому в работе критерию, CpG-сайт 
считается ДМС при 10% разнице в средних уров-
нях его метилирования в сравниваемых группах 
(абсолютные величины разности средних по груп-
пам значений показателя бета должны быть > 0.1). 
Некоторые ДМС характеризовались более суще-

ственными различиями в уровне метилирования. 
При сравнении групп больных РРС и здоровых ин-
дивидов абсолютное значение разности средних 
значений показателя бета для пяти сайтов изменя-
лось более чем на 20%. Из этих сайтов три находят-
ся в генах: средний уровень метилирования сайтов 
cg07629776 (FRMD4A) и cg16866567 (PLEKHA2) 
в группе больных РРС повышен на 21.5 и 25.1% со-
ответственно, а сайта cg09885502 (GNAS) – понижен 
на 43.5% в группе больных РРС по сравнению с кон-
тролем. При сравнении больных ППРС со здоровы-
ми индивидами для шести сайтов из 67 абсолютное 
значение разности средних значений показателя 
бета отличалось между группами более чем на 20%. 
При этом наибольшая разница в уровне метилиро-
вания, а именно, его повышение на 41%, наблюдалась 
для сайта cg11979743 в гене FAM110A, и это един-
ственный из шести сайтов, расположенный в гене. 
При прямом сравнении ППРС и РРС обнаружено 
семь ДМС, уровень метилирования которых из-
менялся более чем на 20% (диапазон 20.1– 31.9%). 
Из них пять ДМС находятся в трех генах: средний 

Рис. 2. Двумерная (2D) 
(А–В) и трехмерная (3D) 
(Г) кластеризация об-
разцов в пространстве 
главных компонент (prin-
cipal component analysis, 
PCA) дифференциально 
метилированных сайтов. 
Зеленые точки – образ-
цы больных РРС, синие – 
образцы больных ППРС, 
черные – образцы кон-
трольных индивидов. 
По осям: главные ком-
поненты РС1, РС2, РС3, 
в скобках для каждой 
главной компоненты 
указана объясняемая 
ею доля вариабельности 
данных

PC1 (23% explained variance)

PC1 (23% explained variance)

А Г
-0.20 -0.18 -0.16 -0.14

-0.20 -0.18 -0.16 -0.14

PC
2 

(6
%

 e
xp

la
in

e
d

 v
ar

ia
nc

e
)

-0
.3

 
 -

0.
2 

 -
0.

1 
0.

0 
0.

1 
0.

2 
0.

3

Б В

PC
3 

(6
%

 e
xp

la
in

e
d

 v
ar

ia
nc

e
)

-0
.4

 
 -

0.
2 

 0
.0

 
 0

.2

-0
.4

 
 -

0.
2 

 0
.0

 
 0

.2

PC2 (6% explained variance)

-0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3

PC
3 

(6
%

 e
xp

la
in

e
d

 v
ar

ia
nc

e
)

PC1

PC
3

PC
2

-0.22  -0.20  -0.18  -0.16  -0.14  -0.12-0
.4

 
 -

0.
2 

 0
.0

 
 0

.2
 

 0
.4

  0.3
0.2

0.1
 0.0

-0.1
-0.2

-0.3



118 | ACTA NATURAE |  ТОМ 8  № 3 (30)  2016

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Таблица 1. Характеристика дифференциально метилированных сайтов (ДМС), выявленных при сравнительном 
анализе метилирования ДНК из МНК больных разными формами РС и здоровых индивидов (контроль)

Сравниваемые группы РРС vs контроль ППРС vs  
контроль

ППРС vs 
РРС

Количество ДМС 30 67 51
Из них ДМС с более высоким уровнем метилирования в первой 

из сравниваемых групп 13 (43%) 58 (86%) 42 (82%)

Количество ДМС в генах 18 38 35
Количество генов, содержащих ДМС 17 25 22

Из них генов, содержащих ДМС с более высоким уровнем метили-
рования в первой из сравниваемых групп 9 (53%) 19 (76%) 19 (86%)

Белоккодирующие гены, содержащие ДМС
(число ДМС в гене) #

ASB2
ATP11A

CACNA2D3
CERS5
ESRRG

FRMD4A 
GNAS 

HOXC4-HOXC6
IFITM5
ILDR1

KCNK15
KLHL35
LEFTY2

PLEKHA2 
RPH3AL (2)*

WRAP73 
ZFYVE28

ATG16L2 (3)
CES1

CSGALNACT2 (2)
CYB5D1;LSMD1

FAM110A
GDF7 (4)

HKR1
HLA-F

HOXB13
IGSF9B (2)

ILDR1
LDB2

MTPN;LUZP6
NTN1

OPCML
OR2L13 (3)

RBM46
TBX1

TCP10L
TMEM44

VIPR2
WRAP73

ABCC5
AKAP12 (2)

CARS
CBFA2T3
CCDC67

FAM110A
FRMD4A
GIMAP5
HIVEP3

ICAM5 (2)
KCNQ1
KLF4

LEFTY2
OLFM3
PTH1R
RASA3

RNF39 (11)
RPH3AL (2)*

TRAF3
USP35
XKR5

Белокнекодирующие гены, содержащие ДМС
(число ДМС в гене) # -

LINC00116 (2)
ZNRD1-AS1

LOC441666 (4)

FAM153C

Примечание. Жирным шрифтом отмечены гены, в которых обнаружены ДМС с повышенным уровнем метили-
рования в первой из сравниваемых групп.
*В гене RPH3AL выявлены два ДМС, один с повышенным уровнем метилирования, другой – с пониженным.
# Указано число ДМС, расположенных в каждом гене, если их более одного.

Таблица 2. Локализация дифференциально метилированных сайтов (ДМС), выявленных при сравнительном ана-
лизе метилирования ДНК из МНК больных разными формами РС и здоровых индивидов (контроль), относитель-
но CpG-островков генома человека

Локализация ДМС
Число ДМС при различных сравнениях групп индивидов

РРС vs контроль ППРС vs контроль ППРС vs РРС
Любая (общее число ДМС) 30 (100%) 67 (100%) 51 (100%)
В CpG-островках (island) 15 (50%) 42 (63%) 27 (53%)

В cоседних областях («берег», shore) 3 (10%) 11 (16%) 9 (18%)
В отдаленных областях («шельф», shelf) 6 (20%) 2 (3%) 5 (10%)

В прочих областях («море», sea) 6 (20%) 12 (18%) 10 (19%)

Примечание. Локализацию индивидуального CpG-сайта в CpG-островке (island) определяли с использованием 
UCSC-аннотации в hg19; соседние области (shore) локализованы в 2 т.п.н. от CpG-островков; отдаленные об-
ласти (shelf) – в 2 т.п.н. от соседних областей (shore); области, не относящиеся к упомянутым трем категориям, 
обозначены как «sea».
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уровень метилирования сайта cg11979743 (FAM110A) 
повышен на 31.9%, а cg01324343 (ABCC5) – пони-
жен на 21.8% в группе больных ППРС по сравне-
нию с больными РРС. В третьем гене, RNF39, най-
дено 11 ДМС, средний уровень метилирования трех 
из них (cg13401893, cg12633154, cg10568066) повышен 
на 20.1–21.0% в группе больных ППРС.

Анализ локализации выявленных ДМС пока-
зал, что более половины из них находятся в CpG-
островках и близлежащих зонах (табл. 2; см. также 
рис. 1). Это распределение примерно соответству-
ет доле таких проб среди всех проб платформы 
[19]. Сравнение больных РРС с контролем показы-
вает, что 50% ДМС расположено в CpG-островках 
и 10% – в соседних с ними областях, в случае боль-
ных ППРС доля таких ДМС возрастает до 63 и 16% 
соответственно, а при сравнении ППРС с PPC – 53 
и 18% (табл. 2). Таким образом, метилирование ДНК 
при ППРС затрагивает функционально более значи-
мые области генома. 

Совокупность полученных данных складывает-
ся в целостную картину: ППРС отличается от РРС 
бóльшими изменениями в паттерне метилирова-
ния ДНК. Действительно, при ППРС бóльшее число 
ДМС выявляется в геноме и его (известной) кодиру-
ющей части, причем значительно больше полови-
ны ДМС и в геноме, и в генах гиперметилированы. 
Кроме того, при ППРС бóльшее число ДМС, выяв-
ляемых при сравнении с контролем, локализовано 
в CpG-островках и соседних областях (79%), тогда 
как при РРС их доля составляет 60%.

ОБСУЖДЕНИЕ
C целью установить, участвуют ли эпигенетические 
механизмы в формировании клинически различных 
форм РС, мы впервые провели полногеномный ана-
лиз метилирования ДНК в МНК больных двумя фор-
мами РС – РРС и ППРС – и сравнили профили их 
метилирования со здоровыми индивидами и между 
собой. Выявлены существенные различия в профи-
лях метилирования ДНК: при попарном сравнении 
этих трех групп (14 больных РРС, восемь больных 
ППРС, восемь индивидов контрольной группы) об-
наружено 136 ДМС, характеризующихся различием 
средних показателей бета > 0.1 и величиной p < 0.01 
по t-тесту Стьюдента. При трехмерной визуализации 
этих ДМС с помощью метода главных компонент об-
разцы ДНК больных каждой из сравниваемых групп 
объединяются в отдельный кластер, что свидетель-
ствует об устойчивом вовлечении дифференциаль-
ного спектра метилирования ДНК в развитие разных 
форм РС. 

Анализ спектра ДМС показал, что ППРС, более 
агрессивная, чем РРС, клиническая форма РС, от-

личается от РРС бóльшими изменениями в спек-
тре метилирования ДНК при сравнении с нормой. 
При этом среди ДМС количество сайтов с более 
высоким уровнем метилирования ДНК у больных 
ППРС выше, чем в контрольной группе и при РРС. 
В то же время сравнение РРС с группой контро-
ля выявляет гипометилирование более половины 
ДМС. Сравнивать полученные результаты с опу-
бликованными данными мы можем только в случае 
РРС. Выявлено значимое гиперметилирование ДНК 
CD8+ Т-лимфоцитов у больных РРС [14], в то время 
как в CD4+ Т-лимфоцитах и в цельной крови не на-
блюдали изменений общего уровня метилирования 
ДНК [14] либо отмечали его небольшое уменьшение 
[15].

Анализ локализации дифференциально мети-
лированных при РС сайтов показал, что более по-
ловины из них расположены или в CpG-островках, 
или во фланкирующих зонах (в диапазоне 2 т.п.н. 
от CpG-островка, так называемый «берег») (см. 
табл. 2), что с высокой вероятностью указывает 
на функциональное значение наблюдаемого метили-
рования ДНК, которое, как известно, заключается 
в блокировании экспрессии ряда генов.

Мы провели поиск информации о функциях обна-
руженных нами ДМС-содержащих генов, используя 
базу данных генов человека GeneCards [23], ресурс 
Национального центра биотехнологической инфор-
мации США (NCBI) Gene [24] и ряд других источ-
ников. Сравнение групп больных РРС и здоровых 
индивидов выявляет различия в метилировании ге-
нов, которые кодируют белки, участвующие в раз-
витии иммунного ответа (ASB2, LEFTY2, PLEKHA2), 
в метаболизме липидов (ILDR1, CERS5), везикуляр-
ном транспорте (RPH3AL, ZFYVE28) и работе ион-
ных каналов (ATP11A, CACNA2D3, KCNK15), а так-
же в регуляции экспрессии многих генов (ESRRG, 
HOXC4–HOXC6). Среди них заслуживает отдельно-
го внимания ген ESRRG, кодирующий эстроген-по-
добный рецептор гамма. Этот орфанный рецептор 
относится к семейству ядерных рецепторов и ра-
ботает как активатор транскрипции ряда генов, 
в том числе гена основной ДНК-метилтрансферазы 
соматических клеток млекопитающих – ДНК-
метилтрансферазы 1 (DNMT1), за счет прямого свя-
зывания с промотором [25] и тем самым регулирует 
уровень метилирования ДНК в клетке. 

Данные о генах, дифференциально метилиро-
ванных в МНК больных РРС по сравнению со здо-
ровыми индивидами, полученные в нашей работе, 
не совпадают с результатами других исследований 
[6, 14–17]. Это не вызывает особого удивления, по-
скольку к настоящему времени сравнительный ана-
лиз метилирования ДНК больных РРС и здоровых 
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индивидов проводили только в клетках цельной кро-
ви, CD4+, CD8+ Т-лимфоцитах [6, 14–16] и в тканях 
белого вещества мозга [17] и также не наблюдали со-
впадения результатов для клеток и тканей разного 
типа. Несовпадение результатов может быть связано 
не только с использованием разных популяций кле-
ток, но и с разными критериями выбора ДМС.

Анализ функций генов, дифференциально мети-
лированных у больных ППРС по сравнению со здоро-
выми индивидами, показал, что среди них есть груп-
па генов, продукты которых в той или иной степени 
участвуют в развитии и дифференцировке нервной 
системы (GDF7, MTPN, VIPR2, NTN1, TBX1), в функ-
ционировании опиоидных рецепторов (OPCML) 
и в метаболизме различных ксенобиотиков, включая 
кокаин и героин (CES1). Метилирование генов этой 
функциональной направленности не было выявлено 
при сравнении больных РРС и здоровых индивидов. 
При ППРС дифференциальное метилирование за-
тронуло также гены, участвующие в развитии им-
мунного ответа (HLA-F, MTPN, VIPR2), в регуляции 
экспрессии многих генов (HKR1, HOXB13, LDB2, 
TCP10L, TBX1), в процессах аутофагии (ATG16L2), 
гемостаза (FAM110A) и в функционировании внекле-
точного матрикса (CSGALNACT2).

Среди дифференциально метилированных ге-
нов, выявленных при сравнении каждой из форм 
РС с контролем, обнаружено совпадение всего двух 
генов – ILDR1 и WRAP73(WDR8), причем и у боль-
ных РРС, и у больных ППРС уровень метилирования 
ДНК был ниже, чем у здоровых индивидов. Точное 
функциональное значение продуктов каждого 
из этих генов до конца не выяснено, однако актив-
ность рецептора ILDR1, по крайней мере частично, 
связывают с метаболизмом липидов [26], а содержа-
щий консервативные WD-повторы белок WRAP73 
может формировать мультимерные комплексы 
с другими белками, участвуя в митозе, передаче сиг-
нала в клетке [27] и в формировании ресничек [28].

В нашей работе впервые выявлены гены, метили-
рование которых отличается у больных двумя основ-

ными формами РС. Продукты этих генов участвуют 
в развитии и функционировании клеток иммунной 
системы (HIVEP3, GIMAP5, TRAF3), в регуляции экс-
прессии многих генов (AKAP12, RASA3, CBFA2T3), 
в процессах деградации (USP35), в работе эндокрин-
ной системы (PTH1R). Среди них заслуживают от-
дельного внимания два гена. Так, ген ICAM5 кодирует 
дендрит-специфичную молекулу адгезии суперсе-
мейства иммуноглобулинов, которая в ЦНС участву-
ет во взаимодействии нервных клеток друг с другом 
и с клетками иммунной системы [29]. Из 35 ДМС, 
обнаруженных при сравнении ППРС vs РРС и рас-
положенных в генах, 11 были локализованы в гене 
RNF39 и характеризовались более высоким уровнем 
метилирования ДНК при ППРС. У трех из этих ДМС 
разница в уровнях метилирования превышала 20%. 
Ген RNF39 расположен в области генов HLA класса 
I. Функция RNF39 пока не выяснена, однако показана 
ассоциация полиморфных вариантов этого гена с РС 
[30] и некоторыми другими аутоиммунными заболе-
ваниями [31]. Гиперметилирование этого гена в CD4+ 
Т-лимфоцитах выявлено также у больных системной 
красной волчанкой [32]. 

Результаты полногеномного анализа профилей 
метилирования ДНК в МНК больных РС, получен-
ные в нашей работе, свидетельствуют об участии 
метилирования ДНК – одного из основных способов 
передачи эпигенетической информации у млекопи-
тающих – в развитии РС. Впервые показано, что эпи-
генетический механизм метилирования ДНК вовле-
чен в формирование клинически различных форм 
РС – РРС и ППРС, причем в случае ППРС метили-
рование, судя по всему, приводит к подавлению экс-
прессии большего числа генов. 

Работа поддержана грантами РФФИ  
№ 13-04-40279-Н (ЛД, АФ), 13-04-40280-Н  

(МК, ОБ, ВВ) и 13-04-40281-Н (ЕП, НБ, АБ) в рамках 
комплексного проекта 13-00-40277-К и грантом 

РНФ № 14-14-00605 (ОК, ЕЦ, ИК).
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ВВЕДЕНИЕ
У взрослых животных головной мозг и особенно ги-
поталамус являются центральным звеном системы 
нейроэндокринной регуляции важнейших функций 
и поддержания постоянства внутренней среды ор-
ганизма. Особое внимание привлекают формирова-
ние и функционирование нейроэндокринной системы 
регуляции в онтогенезе, поскольку в процессе раз-
вития гипоталамические нейрогормоны и гормоны 
эндокринных желез контролируют не столько функ-
циональную активность органов-мишеней, сколько 
их развитие. В последнем случае действие этих сиг-
нальных молекул носит необратимый (импринтинго-
вый, морфогенетический) характер [1–3]. Согласно 
сложившейся к концу 1980-х годов концепции, 
до своего полного созревания, т.е. до формирования 
межнейронных синаптических связей и гематоэнце-
фалического барьера (ГЭБ), мозг не участвует в ней-
роэндокринной регуляции периферических органов. 
Только после окончательной дифференцировки ней-
ронов и установления синаптической нейротранс-
миссии он берет под свой контроль гипофиз, а через 
него и все остальные эндокринные железы [4, 5]. 

В последние годы представления о роли мозга 
в нейроэндокринной регуляции в онтогенезе пре-
терпели существенные изменения. При анализе 
опубликованных данных и результатов собственных 
исследований в нашей лаборатории было замечено, 
что нейроны начинают синтезировать и выделять 
сигнальные молекулы задолго до формирования 
межнейронных синаптических связей и ГЭБ [6–8]. 
Это наблюдение позволило сформулировать гипо-
тезу, согласно которой до формирования ГЭБ мозг 
функционирует как эндокринный орган, выделяя 
в общую систему циркуляции физиологически ак-
тивные вещества и влияя таким образом на развитие 
и функционирование периферических органов и кле-
ток-мишеней [8].

В данной гипотезе можно выделить два основных 
положения:

1) мозг является источником сигнальных молекул 
в общей системе циркуляции с момента образования 
нейронов и до окончательного формирования синап-
тических связей и закрытия ГЭБ;

2) сигнальные молекулы, секретируемые мозгом 
в общую систему циркуляции в данный период онто-

РЕФЕРАТ Исследование направлено на изучение эндокринной функции мозга в процессе развития орга-
низма. Ранее в нашей лаборатории было показано, что источником дофамина в общей системе циркуляции 
у крыс до формирования гематоэнцефалического барьера является головной мозг. В представленной рабо-
те получены прямые доказательства того, что дофамин, секретируемый мозгом непосредственно в общую 
систему циркуляции в этот период онтогенеза, ингибирует секрецию пролактина лактотрофами гипофиза. 
Полученные результаты создают основу для принципиально нового понимания роли мозга в нейроэндо-
кринной регуляции развития и функционирования периферических органов-мишеней, в данном случае – 
гипофиза. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА гематоэнцефалический барьер, гипофиз, дофамин, мозг, онтогенез, пролактин.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; ГЭБ – гематоэнцефали-
ческий барьер; 6-ГДА – 6-гидроксидофамин; ДА – дофамин; ДАА – декарбоксилаза ароматических амино-
кислот; ПРЛ – пролактин; ТГ – тирозингидроксилаза; L-ДОФА – L-диоксифенилаланин. 
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генеза, способны оказывать прямое парааденогипо-
физарное эндокринное влияние на периферические 
органы-мишени. 

Первое положение гипотезы нашло подтверж-
дение в работах нашей лаборатории. На модели об-
ратимого специфического ингибирования синтеза 
катехоламинов в мозге неонатальных животных [9] 
получены прямые доказательства того, что в раннем 
постнатальном периоде, еще до формирования ГЭБ, 
мозг является источником дофамина в общей системе 
циркуляции. 

В ходе проверки справедливости второго положе-
ния в экспериментах in vitro и ex vivo в нашей ла-
боратории получены данные, согласно которым до-
фамин в той концентрации, в которой он находится 
в общей системе циркуляции, оказывает ингибирую-
щее влияние на выделение пролактина лактотрофа-
ми гипофиза [10]. 

У взрослых животных нейроэндокринная регу-
ляция осуществляется в основном через гипотала-
мо-гипофизарную портальную систему циркуляции. 
В перинатальном периоде развития крыс в отсут-
ствие ГЭБ теоретически регуляция может осущест-
вляться как через портальную, так и через общую 
систему циркуляции. Однако до сих пор не получе-
ны данные о вкладе каждого из путей в нейроэндо-
кринную регуляцию функционирования и развития 
периферических органов. Ответ на данный вопрос 
принципиально важен не только для доказательства 
эндокринной функции мозга, но и для понимания 
развития и функционирования системы нейроэндо-
кринной регуляции в онтогенезе.

В связи с этим цель нашей работы состояла в из-
учении влияния дофамина, секретируемого мозгом 
в общую систему циркуляции, на синтез пролакти-
на гипофизом в онтогенезе. На модели хроническо-
го специфического выключения синтеза дофамина 
в мозге неонатальных крыс с помощью нейротоксина 
6-гидроксидофамина мы попытались оценить:

1) морфофункциональное состояние дофаминерги-
ческих нейронов тубероинфундибулярной системы 
мозга;

2) эндокринное влияние дофамина мозгового 
происхождения через общую систему циркуляции 
на синтез и выделение пролактина лактотрофами ги-
пофиза.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные, эксперименты
В работе использовали 90 самцов крыс Вистар на вто-
рой день постнатального развития (П2). Для получе-
ния модели хронического специфического выключе-
ния синтеза ДА в мозге крысам в боковые желудочки 

мозга стереотаксически вводили 100 мкг 6-гидрок-
сидофамина (6-ГДА, Sigma, США) – специфический 
нейротоксин катехоламинергических нейронов, а кон-
трольным животным – 0.9% NaCl [11]. Для того чтобы 
вызвать избирательную гибель только дофаминер-
гических нейронов и сохранить норадренергические, 
за 30 мин до введения 6-ГДА подкожно вводили 25 мг/
кг десметилимипромина (ДМИ) – ингибитор обрат-
ного захвата норадреналина и, следовательно, 6-ГДА 
в норадренергические нейроны. Через 72 ч после инъ-
екции 6-ГДА у крыс под наркозом (хлоралгидрат, 400 
мг/кг, Sigma, США) выделяли отделы мозга согласно 
рис. 1. Образцы замораживали в жидком азоте и хра-
нили при температуре –70°С до проведения высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с электро-
химической детекцией (ВЭЖХ-ЭД).

Для определения активности тирозингидроксила-
зы (ТГ) через 72 ч после стереотаксической инъекции 
6-ГДА и за 30 мин до получения образцов всем жи-
вотным (опытным и контрольным) внутрибрюшинно 
вводили ингибитор декарбоксилазы ароматических 
аминокислот (ДАА) – 3-дигидроксибензилгидразин 
(NSD-1015, Sigma, США) в концентрации 100 мг/кг 
веса тела [12]. Затем под наркозом выделяли медио-
базальный гипоталамус и остальную часть мозга. 
Активность ТГ в собранных образцах оценивали 
по накоплению L-диоксифенилаланина (L-ДОФА), 
измеренному с помощью ВЭЖХ-ЭД.

Количество моно- и биферментных нейронов 
в аркуатном ядре крыс оценивали иммуногисто-
химическим методом. С этой целью через 72 ч по-
сле стереотаксической инъекции 6-ГДА проводили 
транскардиальную перфузию сначала 0.02 М фос-
фатно-солевым буфером (ФСБ, рН 7.2–7.4) в течение 
10–15 мин, а затем охлажденным (до +4°С) 4% пара-
формальдегидом на 0.2 М фосфатном буфере (рН 7.3) 
в течение 15 мин. Затем выделяли мозг и проводили 

Рис. 1. Схема выделения структур мозга после вве-
дения нейротоксина. СТР – стриатум, ПК – передняя 
комиссура, Г – медиобазальный гипоталамус, НГ – 
ножка гипофиза, СМ – средний мозг, СТВ – ствол 
мозга, ОХ – оптическая хиазма
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постфиксацию в 4% параформальдегиде в течение 
12 ч при +4°C. После этого мозг промывали в 0.02 М 
ФСБ (3 раза по 15 мин), инкубировали в 20% сахарозе 
в течение 24 ч при +4°С и замораживали в гексане 
при –40°С. До проведения иммуногистохимического 
анализа образцы хранили в кельвинаторе при –70°С.

У животных под наркозом собирали кровь из серд-
ца, центрифугировали (7000 об/мин, 20 мин, +4°С), 
а затем в плазме крови иммуноферментным методом 
определяли пролактин (ПРЛ).

При определении ПРЛ в ткани гипофиза гормон 
предварительно экстрагировали в 0.05 M карбонатно-
бикарбонатном буфере [10]. 

Содержание мРНК ПРЛ определяли в передней 
доле гипофиза, выделенной после стереотаксиче-
ских инъекций. Каждая проба содержала материал 
от трех крыс. До выделения РНК образцы хранили 
в кельвинаторе при –70°С.

Высокоэффективная жидкостная хроматография
Содержание катехоламинов и метаболитов в ткани 
мозга определяли при помощи обращенно-фазовой 
ВЭЖХ с электрохимической детекцией [11].

Иммуногистохимия 
ТГ и ДАА выявляли на срезах медиобазального 
гипоталамуса толщиной 20 мкм, приготовленных 
на криостате и монтированных на стекла. Срезы по-
следовательно инкубировали с: (а) 3% бычьим сыво-
роточным альбумином (Sigma, США) и 0.3% Triton 
Х-100 (Sigma, США) на 0.02 М ФСБ в течение 30 
мин при +20°С; (б) 1% лаурилсульфатом натрия 
(SDS, Sigma, США) на 0.02 М ФСБ в течение 3 мин 
при +20°С; (в) поликлональными антителами овцы 
к ТГ (1 : 700) (Chemicon, США) и поликлональными 
антителами кролика к ДАА (1 : 300) (Abcam, США) 
на 0.02 М ФСБ, содержащем 1% бычий сывороточ-
ный альбумин и 0.1% Triton Х-100 в течение 24 ч 
при +20°С; (г) с FITC-конъюгированными антитела-
ми осла против гамма-глобулинов овцы (1 : 40) (FITC 
antisheep, Sigma, США) и Су3-конъюгированными 
антителами козы против гамма-глобулинов кроли-
ка (1 : 500) (CY3 antirabbit, Sigma, США) на 0.02 М 
ФСБ в течение 2 ч при +20°С. После каждой инкуба-
ции, кроме последней, срезы отмывали в 0.02 М ФСБ 
в течение 15 мин. После последней инкубации срезы 
промывали в 0.02 М ФСБ в течение 1 ч, а затем за-
ключали в гидрофильную среду Mowiol (Calbiochem, 
Германия). 

Срезы гипоталамуса после двойного мечения на ТГ 
и ДАА исследовали с помощью флуоресцентного ми-
кроскопа Zeiss Observer Z1, оснащенного фильтрами 
для FITC (для ТГ), Cy3 (для ДАА), с использованием 
программного обеспечения AxioVision 4.8.

Иммуноферментный анализ
Cодержание ПРЛ в ткани передней доли гипофи-
за, образцах плазмы определяли иммунофермент-
ным методом c использованием коммерческих на-
боров SPIbio-Rat Prolactin EIA Kit (Bertin Pharma, 
Франция). 

ПЦР в реальном времени
Суммарную РНК выделяли с применением TRI 
Reagent (Sigma, США) согласно протоколу произ-
водителя. Для удаления примеси геномной ДНК вы-
деленную РНК обрабатывали ДНКазой (Fermentas, 
США). РНК переосаждали в 4 М LiCl, концентра-
цию РНК измеряли на спектрофотометре Nanodrop 
8000 (Thermo Scientific, США). кДНК синтезировали 
с использованием обратной транскриптазы M-MLV 
и гексамерных олигонуклеотидов (Fermentas, США).

ПЦР в реальном времени проводили на ав-
томатическом амплификаторе 7500 Real-Time 
PCR System (Applied Biosystems, США) с ис-
пользованием смеси qPCRmix-HS SYBR+ROX 
(Fermentas, США) и специфических олигонуклео-
тидов («Литех», Россия): смысловая последователь-
ность 5’-ATAGATGATTGGGAGGGGAAGAG-3’; 
а н т и с м ы с л о в а я  п о с л е д о в а т е л ь н о с т ь 
5’-CATCATCAGCAGGAGGAGTGTC-3’. Значения, 
полученные для каждого образца, нормирова-
ли на экспрессию гена «домашнего хозяйства» 
GAPDH. Уровень экспрессии гена GAPDH опреде-
ляли с использованием праймеров: смыслового – 
5’-CTGACATGCCGCCTGGAGAAA-3’и антисмыс-
лового – 5’-TGGAAGAATGGGAGTTGCTGTTGA-3’.

Относительную экспрессию гена рассчиты-
вали методом ΔΔCt с учетом эффективности 
ПЦР. Эффективность ПЦР определяли методом 
построения стандартных кривых [13].

Статистическая обработка
Статистическую обработку данных выполняли 
при помощи интегрированных программ GraphPad 
Prism Version 6.0 для Windows (GraphPad Software, 
США). Данные представлены в виде: среднее 
арифметическое ± средняя ошибка среднего (M 
± m). Статистическую значимость результатов 
определяли с использованием параметрического 
t-критерия Стьюдента (t-тест) и непараметрического 
U-критерия Манна–Уитни (U-тест).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Концентрация дофамина в различных отделах 
мозга
Через 72 ч после введения 6-ГДА концентрация 
ДА в стриатуме снижалась на 92%, в среднем мозге 
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на 40%, в стволе на 44%. В то же время в гипоталаму-
се концентрация ДА не менялась по сравнению с кон-
тролем (рис. 2).

Активность ТГ в различных отделах мозга
Активность ТГ оценивали по уровню накопления 
L-ДОФА после введения ингибитора ДАА – NSD 
1015. При моделировании дефицита синтеза ДА 
в мозге неонатальных крыс концентрация L-ДОФА 
в гипоталамусе не менялась по сравнению с контро-
лем, в то время как в остальной части мозга наблю-
далось ее статистически значимое снижение (рис. 3).

Количество моно- и биферментных нейронов 
в аркуатном ядре
Через 72 ч после введения 6-ГДА в боковые же-
лудочки мозга крыс количество моноферментных 
ТГ+ДАА-, моноферментных ТГ-ДАА+ и бифермент-
ных ТГ+ДАА+ нейронов в аркуатном ядре не меня-
лось по сравнению с контролем (рис. 4, 5)

Пролактин в гипофизе и плазме крови
Через 72 ч после введения 100 мкг 6-ГДА в боковые 
желудочки  мозга крыс концентрация пролактина 
в плазме крови статистически значимо увеличива-
лась на 70%, а в гипофизе на 48%. В то же время со-
держание мРНК пролактина в гипофизе увеличилось 
в 2.5 раза (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
У взрослых животных ДА, поступающий из гипота-
ламуса к гипофизу, регулирует функционирование 
периферических мишеней только через портальную 
систему циркуляции. В то же время согласно нашей 
гипотезе у неонатальных животных ДА в отсутствие 
ГЭБ может также поступать из всех популяций ней-
ронов непосредственно в общую систему циркуля-
ции. Ранее в экспериментах in vitro мы показали, 
что дофамин в той концентрации, в которой он со-

Рис. 2. Концентрация дофамина в различных областях 
мозга через 72 ч после стереотаксического введения 
100 мкг 6-ГДА в боковые желудочки мозга на фоне 
подкожного введения 25 мг/кг ДМИ; в контроле 
вводили 25 мг/кг ДМИ и 0.9% NaCl. * – Статистически 
значимые различия между контролем и опытом 

Д
о

ф
ам

ин
, 

нг
/

г

6-ГДА

Стриатум  Средний мозг Гипоталамус Ствол

1600

1200

800

400

0

0.9% NaCl

L-
Д

О
Ф

А
, 

нг
/

г

0.9% NaCl 6-ГДА

Гипоталамус Ост. часть мозга

300

250

200

150

100

50

0

Рис. 3. Активность тирозингидроксилазы, оцениваемая 
по накоплению дигидроксифенилаланина (L-ДОФА) 
через 30 мин после введения ингибитора ДАА – NSD 
1015, в гипоталамусе и остальной части мозга на мо-
дели хронического ингибирования синтеза дофамина 
в мозге с помощью 6-ГДА. * – Статистически значи-
мые различия между контролем и опытом 
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Рис. 4. Количество моноферментных ТГ+ДАА-, моно-
ферментных ТГ-ДАА+ и биферментных ТГ+ДАА+ 
нейронов в аркуатном ядре через 72 ч после введения 
100 мкг 6-ГДА в боковые желудочки мозга на фоне 
системного введения 25 мг/кг ДМИ; в контроле вво-
дили 25 мг/кг ДМИ и 0.9% NaCl
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держится в периферической крови неонатальных 
крыс, ингибирует секрецию пролактина гипофизом 
[10, 14]. Однако в условиях in vivo лактотрофы на-
ходятся под постоянным тоническим воздействием 
ДА, тогда как в условиях in vitro клетки гипофиза 
долгое время содержатся в среде без ДА, что, по мне-
нию некоторых ученых, может качественно менять 
физиологию клетки [15]. Кроме того, этот подход 

не позволяет однозначно сказать, что регуляция осу-
ществляется именно через общую систему цирку-
ляции, так как концентрации ДА в периферической 
и портальной крови на данном этапе онтогенеза мо-
гут быть сопоставимыми. 

Анализ опубликованных данных позволил нам 
предположить, что эту проблему можно решить пу-
тем ингибирования синтеза ДА в мозге с помощью 
6-ГДА – специфического нейротоксина катехолами-
нергических нейронов, который попадает в клетку 
с помощью специфических переносчиков ДА и но-
радреналина и ингибирует процесс окислительного 
фосфорилирования [16].

В связи с тем, что уровень экспрессии мембранного 
переносчика дофамина в нейронах медиобазального 
гипоталамуса достаточно низкий и механизмы за-
хвата у неонатальных животных развиты еще доста-
точно слабо [17, 18], мы предположили, что исполь-
зование 6-ГДА при моделировании дефицита ДА 
в мозге неонатальных крыс позволит нам разобщить 
описанные выше пути регуляции функциональной 
активности лактотрофов гипофиза. В связи с этим 
нами разработана модель специфического выключе-
ния синтеза дофамина в мозге новорожденных крыс. 
В этой модели уровень дофамина в мозге снижался 
на 54%, при этом в плазме крови снижение было еще 
более резким (70%) [11]. На основании имеющихся 
данных нельзя сделать однозначный вывод о том, 
что эффекты, которые будут наблюдаться на модели, 
обусловлены только ДА, поступающим из мозга в об-
щую систему циркуляции. Для того чтобы оценить, 
влияет ли нейротоксин на ДА-синтезирующие ней-
роны медиобазального гипоталамуса, мы, в первую 
очередь, определили содержание ДА и его метаболи-
тов в этой области после введения 6-ГДА. Показано, 
что в нашей модели уровень ДА в медиобазальном 

Рис. 6. Концентрация 
пролактина в плазме 
крови (А) и концентрация 
пролактина и содержание 
его мРНК в гипофизе (Б) 
через 72 ч после введения 
100 мкг 6-ГДА в боковые 
желудочки мозга на фоне 
системного введения 
25 мг/кг ДМИ; в контроле 
вводили 25 мг/кг ДМИ 
и 0.9% NaCl. * – Статисти-
чески значимые различия 
между контролем и опы-
том
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Рис. 5. Флуоресцентная микроскопия. Изображения 
нейронов аркуатного ядра, меченных по тирозинги-
дроксилазе (А, Б), декарбоксилазе ароматических 
аминокислот (А’, Б’) и совмещенное изображение 
(А’’, Б’’) в контроле (А, А’, А’’) и после стереотакси-
ческого введения 6-ГДА (Б, Б’, Б’’). Стрелками отме-
чены нейроны разного фенотипа
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гипоталамусе не меняется по сравнению с контролем, 
в то время как в стриатуме, среднем мозге и стволе 
снижается статистически значимо. Эти данные мож-
но рассматривать как интегральный показатель того, 
что секреторная активность гипоталамуса не меняет-
ся под действием токсина.

ДА синтезируется из аминокислоты тирозина с по-
мощью двух ферментов: ТГ и ДАА. В данной цепи 
реакций скоростьлимитирующим этапом является 
синтез L-ДОФА из тирозина под действием ТГ [19]. 
Поэтому в качестве прямого показателя синтеза ДА 
в нашей модели мы оценивали активность ТГ, опре-
деляя накопление L-ДОФА в медиобазальном ги-
поталамусе после ингибирования второго фермента 
синтеза ДА – ДАА. Оказалось, что уровень L-ДОФА 
в данной области не менялся по сравнению с контро-
лем, т.е. активность ТГ не меняется под действием 
нейротоксина. В то же время в остальной части мозга 
концентрация L-ДОФА снижалась в 2 раза по срав-
нению с контролем.

Степень деградации нейронов мозга под действи-
ем 6-ГДА оценивают в основном методом иммуно-
мечения по ТГ. Однако известно, что, помимо истин-
но ДАергических нейронов, экспрессирующих оба 
фермента синтеза ДА, существуют также нейроны, 
содержащие только один из ферментов [20–22]. В на-
шей лаборатории ранее было показано, что в аркуат-
ном ядре у крыс в перинатальном периоде развития 
число моноферментных нейронов значительно пре-
вышает число биферментных. Так, на Э21 количество 
моноферментных нейронов в этой области составля-
ет 99%, а биферментных всего 1%. На стадии П9 би-
ферментные нейроны составляют 38% [23]. При этом 
показано, что моноферментные нейроны способны 
осуществлять совместный синтез ДА [24, 25]. Кроме 
того, при функциональной недостаточности туберо-
инфундибулярной системы гипоталамуса, вызванной 
введением в мозг 6-ГДА, у взрослых животных уве-
личивается число как ТГ-, так и ДАА-содержащих 
моноферментных нейронов [26]. По-видимому, такая 
реакция представляет собой проявление компен-
саторных процессов. В связи с этим на модели де-
фицита ДА мы оценили количество нейронов в ар-
куатном ядре с помощью двойного иммуномечения 
по ТГ и ДАА. Оказалось, что количество бифермент-
ных, моноферментных ТГ-содержащих и монофер-
ментных ДАА-содержащих нейронов не менялось 
по сравнению с контролем.

Таким образом, мы получили доказательство того, 
что специфическое выключение синтеза ДА в мозге 
с помощью нейротоксина 6-ГДА не меняет морфо-

функциональное состояние медиобазального гипота-
ламуса. Это означает, что если на этой модели будут 
наблюдаться изменения в синтезе ПРЛ, то они будут 
обусловлены влиянием ДА исключительно через об-
щую систему циркуляции.

В следующей серии экспериментов мы оценили 
влияние ДА, секретируемого мозгом в общую систе-
му циркуляции, на синтез пролактина гипофизом. 
Ранее в нашей лаборатории было показано, что инги-
биторное влияние ДА на секрецию пролактина впер-
вые обнаруживается на Э21 [27], т.е. в анализируе-
мый период этот механизм должен быть достаточно 
зрелым. Оказалось, что при снижении уровня ДА 
в плазме крови на 73% концентрация ПРЛ увеличи-
лась на 70%. Этот показатель характеризует уровень 
выделения ПРЛ лактотрофами гипофиза. Столь зна-
чительное увеличение концентрации ПРЛ в плазме 
в ответ на снижение концентрации ДА говорит о том, 
что дофамин, секретируемый мозгом в общую систе-
му циркуляции, оказывает ингибирующее влияние 
на выделение пролактина лактотрофами гипофиза. 
При этом концентрация ПРЛ в гипофизе увеличива-
ется на 48%. По-видимому, ДА, поступающий к гипо-
физу через общую систему циркуляции, не только 
ингибирует выделение ПРЛ, но и влияет на его син-
тез. Чтобы подтвердить влияние ДА на синтез ПРЛ 
в нашей модели, мы оценили уровень мРНК ПРЛ. 
Оказалось, что уровень экспрессии мРНК ПРЛ в ги-
пофизе животных с дефицитом ДА в 2.5 раза выше, 
чем в контроле. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нам удалось показать, что в раннем 
постнатальном периоде до формирования ГЭБ ДА, 
выделяемый мозгом в общую систему циркуляции, 
оказывает ингибирующее влияние на синтез и выде-
ление ПРЛ лактотрофами гипофиза. Согласно нашей 
гипотезе об эндокринной функции мозга до формиро-
вания ГЭБ в раннем постнатальном периоде возмож-
ны два пути дофаминовой регуляции секреции ПРЛ 
гипофизом: ДАергическими нейронами гипотала-
муса через портальную систему циркуляции и дру-
гими популяциями ДАергических нейронов через 
общую систему циркуляции. Можно предположить, 
что на протяжении исследуемого нами периода онто-
генеза регуляция функционирования лактотрофов 
гипофиза через общую систему циркуляции вносит 
существенный вклад в регуляцию секреции ПРЛ. 

Работа поддержана Российским научным фондом 
(грант № 14-15-01122).
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РЕФЕРАТ Лактатдегидрогеназа A играет важную роль в метаболизме глюкозы в опухолевых клетках чело-
века и представляет собой перспективную мишень для химиотерапии. С использованием компьютерного 
скрининга сульфонатов и экспериментальной проверки ингибиторных свойств выявлены молекулярные 
фрагменты, способные связываться в активном центре данного фермента и реализовать водородные связи 
заряженной сульфогруппы с гуанидиновой группой Arg168, а также дополнительные взаимодействия с пет-
лей 96–111 в закрытой конформации. Показано, что сульфогруппа занимает положение, соответствующее 
карбоксильной группе субстрата и его структурных аналогов, а присоединенная посредством линкера бен-
зотиазольная группа располагается на участке связывания кофермента NADH. Показана важность объеди-
нения отдельных структурных элементов ингибитора с помощью линкера, установлены пути дальнейшей 
модификации структуры для создания более эффективных ингибиторов лактатдегидрогеназы А.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА докинг, ингибитор, лактатдегидрогеназа, молекулярное моделирование, сульфогруппа, 
сульфонаты. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЛДГ – лактатдегидрогеназа; ЛДГ-A – изоформа А лактатдегидрогеназы.

ВВЕДЕНИЕ
Лактатдегидрогеназа (ЛДГ) катализирует пре-
вращение продукта гликолиза пирувата в лактат, 
сопровождающееся окислением NADH до NAD+ 
(рис. 1). В здоровом организме человека изоформа 
А ЛДГ (ЛДГ-А) находится преимущественно в ске-
летных мышцах, изоформа B – в сердечной мышце, 
С – в яичках [1, 2]. Во многих опухолевых клетках 
наблюдается изменение метаболизма, называемое 
эффектом Варбурга: активация превращения пиру-
вата с помощью ЛДГ и снижение окисления пирувата 
в митохондриях [3, 4]. Одна из причин усиления гли-
колитической активности – увеличенная экспрессия 
ЛДГ-А [5, 6]. Этот фермент считается перспектив-
ной мишенью в терапии опухолей, так как играет 
важную роль в обеспечении жизни и пролиферации 
опухолевых клеток [7–9]. В этой связи представляет 
интерес поиск селективных ингибиторов ЛДГ-А че-
ловека и изучение их влияния на клеточном уровне.

Известно несколько классов ингибиторов [10, 11], 
большинство из которых содержат в своей струк-
туре карбоксильную группу. В качестве примера 
можно привести структурный аналог субстрата ок-
самат и его многочисленные производные [12, 13]. 
Ключевыми для связывания пирувата и оксамата 
являются водородные связи карбоксильной группы 
с консервативным остатком Arg168 [14, 15]. Также 
в связывании субстрата, кофермента и ингибиторов 
участвуют остатки подвижной петли 96–111 [16], 
среди которых можно отметить Arg105 (стабилизи-
рует переходное состояние в ходе превращения суб-
страта). Установлены кристаллические структуры 
комплексов ЛДГ-А человека, в которых петля 96–111 
представлена в закрытой или открытой конформа-
ции в зависимости от строения ингибитора [17–19]. 
В последнее время при разработке ингибиторов 
ЛДГ-А предприняты попытки поиска соединений, 
способных взаимодействовать с участками связыва-
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ния субстрата и кофермента [20, 21]. Перспективным 
путем решения этой задачи представляется поиск 
молекулярных фрагментов – небольших молекул, 
способных образовать специфические взаимодей-
ствия с выбранными участками белка. В дальнейшем 
такие фрагменты, соединенные посредством подхо-
дящего линкера, могут стать основой новых, более 
эффективных ингибиторов фермента. Анализ опу-
бликованных данных о связывании субстрата, а так-
же производных оксаминовой и малоновой кислоты 
указывает на важность электростатических взаимо-
действий с гуанидиновой группой Arg168 в активном 
центре ЛДГ-А. С учетом этого фактора была постав-
лена цель – изучить возможность использования от-
рицательно заряженной сульфогруппы при дизайне 
структуры новых ингибиторов.

Сульфозамещенные производные нафтали-
на 2 и 3 (рис. 1) упоминались в работе, посвящен-
ной поиску ингибиторов ЛДГ из малярийного 
паразита Plasmodium falciparum, однако они про-
явили лишь слабую ингибиторную активность [22]. 
Кристаллографическая структура комплекса 2 с ЛДГ 
из P. falciparum (PDB ID 1u4s) показала, что сульфо-
группа ингибитора взаимодействует с Arg171 (соот-
ветствует Arg168 в ЛДГ-А человека). Предположили, 
что ингибитор 2 связывается схожим образом с апо-
формой и комплексом ЛДГ–кофермент, не конкури-
руя с NADH. Необходимо отметить важные различия 
в устройстве активного центра ЛДГ паразита и чело-
века, главным образом, связанные с расположением 
кофермента и подвижной петли активного центра, 
которая в ЛДГ человека короче на пять остатков 
[23]. Это позволяет предположить, что структурные 
фрагменты ингибиторов ЛДГ-А человека на основе 
сульфонатов должны отличаться от соединений 2 и 3. 
В ранее проведенном исследовании мы создали моде-
ли ЛДГ-А человека для поиска ингибиторов, конку-
рентных по отношению к субстрату и к коферменту, 
а также определили структурные критерии отбора 
потенциальных ингибиторов [24]. Разработанная 
методика использована для скрининга молекуляр-
ных фрагментов с сульфогруппой, которые могли бы 
стать аддитивными компонентами дизайна более эф-
фективных ингибиторов ЛДГ-А.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Компьютерный скрининг ингибиторов ЛДГ-А прово-
дили среди низкомолекулярных соединений из би-
блиотеки Vitas-M [25]. С помощью программы ACD/
Spectrus DB 14.0 [26] отобрали соединения, содер-
жащие сульфогруппу и удовлетворяющие правилу 
трех [27, 28]. Это правило определяет диапазон фи-
зико-химических параметров, которым характери-
зуются молекулярные фрагменты (молекулярная 

масса < 300, log P ≤ 3, доноры водородной связи ≤ 3, 
акцепторы водородной связи ≤ 3, вращаемые связи 
≤ 3). Молекулярный докинг соединений из созданной 
сфокусированной библиотеки проводили с использо-
ванием программы Lead Finder 1.1.15 [29, 30] в режи-
ме «extra precision» и моделей ЛДГ-А человека (со 
связанной молекулой NADH и без нее), полученных 
в нашей предыдущей работе [24]. На первом этапе 
отбор ингибиторов осуществляли путем отбраковки 
соединений, при связывании которых с ЛДГ-А рас-
стояние между серой сульфогруппы и углеродом гу-
анидиновой группы Arg168 составляло более 5.5 Å. 
В дальнейшем проверяли способность соединений, 
соответствующих критериям проведенной струк-
турной фильтрации, образовывать водородные связи 
и гидрофобные контакты с остатками петли 96–111 
[24]. Визуализацию и анализ структур осуществляли 
с помощью VMD 1.9.2 [31].

Ферментативную активность ЛДГ определя-
ли с использованием препарата из мышц кроли-
ка (Sigma-Aldrich). Для приготовления растворов 
и проведения измерений использовали 0.1 М калий-

Пируват

NADH NAD+

L-Лактат 1

2 3

4 5

Рис. 1. Химические структуры субстра-
тов и ингибиторов (1–5) ЛДГ-А человека. 
1 – оксамат, 2 – нафталин-2,6-дисульфонат, 
3 – 8-(фениламино)нафталин-1-сульфонат, 4 – 
2-(бензотиазол-2-илсульфанил)-этансульфонат, 
5 – 2-(7-гидроксибензотиазол-2-илсульфанил)-
этансульфонат 
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фосфатный буфер, pH 7.0. Раствор фермента, содер-
жащий 1% (г/мл) бычьего сывороточного альбумина 
(БСА), готовили непосредственно перед измерени-
ями. Активность ЛДГ-А измеряли спектрофотоме-
трически при 340 нм по уменьшению поглощения 
NADH в реакции превращения пирувата в лактат. 
Измерения проводили с использованием спектро-
фотометра Shimadzu UV-1800. В кювету помещали 
реакционную смесь, содержащую буфер, пируват 
(400 мкМ), NADH (20 мкМ) и ингибитор, термоста-
тировали в течение 5 мин при 37°С, после чего на-
чинали реакцию добавлением аликвоты фермента. 
Начальную скорость ферментативной реакции опре-
деляли в двух независимых опытах. Значения IC

50
 

(концентрация ингибитора, при которой активность 

фермента снижена на 50%) определяли при варьи-
ровании концентрации ингибитора в диапазоне от 0 
до 8 мМ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Кристаллографические исследования показали, 
что сульфозамещенное производное 2 способно свя-
зываться только с открытой конформацией ЛДГ 
из P. falciparum с неупорядоченной петлей актив-
ного центра. Очевидно, что структурные фрагменты, 
содержащие сульфогруппу и способные связываться 
с ферментом в закрытой конформации, т.е. в тех ус-
ловиях, когда можно ожидать эффективного взаи-
модействия с петлей 96–111, должны весьма сильно 
отличаться от соединений 2 и 3. Для выявления но-

Рис. 2. Позиции ингибиторов в активном центре ЛДГ-А человека, найденные в результате молекулярного моде-
лирования. А – связывание соединения 4: показаны водородные связи сульфогруппы с Arg168, а также взаи-
модействия с остатками петли активного центра Arg98, Gln99 и Arg105. Б – связывание соединения 5: показаны 
дополнительные водородные связи гидроксильного заместителя с Ala97 и Asn137, не показано взаимодействие 
с Arg98 и Gln99. Оранжевым цветом отмечена область связывания адениновой части кофермента

А Б

Arg168

Arg105

Gln99

Arg98

Arg168

Arg105

Asn137

Ala97
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вых фрагментов из библиотеки низкомолекулярных 
соединений были отобраны сульфоновые кислоты 
и их соли (71 соединение). Соединения докировали 
в активный центр разработанных ранее моделей 
ЛДГ-А человека, после чего анализировали их спо-
собность осуществлять важное электростатическое 
взаимодействие с остатком Arg168, а также допол-
нительные взаимодействия с остатками петли 96–111 
в закрытой конформации. В результате проведенного 
скрининга выбран наиболее перспективный ингиби-
тор – соединение 4, способное эффективно связы-
ваться с апоформой ЛДГ-А (ΔGcalc = –9.9 ккал/моль).

Экспериментально изучали ингибиторные свой-
ства соединения 4 в отношении к ЛДГ из мышц 
кролика, активный центр которой обладает вы-
соким структурным сходством с ЛДГ-А человека 
[32], определенное значение IC

50
 составило 1.2 мМ. 

Интересно, что ингибитор 4 связывается схожим об-
разом с исследованным ранее производным оксамата 
STK381370 (ΔGcalc = –7.9 ккал/моль, IC

50
 5 мМ) [24], 

образуя дополнительные контакты с петлей 96–111, 
однако эффективность его взаимодействия выше. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что используемая модель закрытой конформации 
фермента адекватно симулирует связывание соеди-
нений разных классов.

Локализация структурного фрагмента с заря-
женной сульфогруппой на участке связывания 
субстрата приводит к стабилизации положения 
ингибитора за счет образования водородных свя-
зей с гуанидиновыми группами Arg168 и Arg105 
(рис. 2А). Чрезвычайно большое значение для ди-
зайна ингибиторов ЛДГ-А имеет способ соединения 
отдельных элементов структуры. Так, например, 
благодаря гибкости линкера, связывающего сульфо-
группу и бензотиазольную группу, возможна реали-
зация одновременных взаимодействий соединения 4 
как с участком связывания субстрата, так и никоти-
намидного нуклеотида NADH. Тиоэфирный линкер 
образует водородную связь с боковой цепью Gln99, 
а бензотиазольная группа, расположенная на участ-
ке первого остатка рибозы кофермента, образует 
выгодный гидрофобный контакт с Сβ-атомом боко-
вой цепи Arg98. Необходимо отметить, что перечис-
ленные взаимодействия с остатками Arg98, Gln99 
и Arg105 реализуются только при переходе петли 
активного центра в закрытую конформацию и важны 
для ее стабилизации. Также при связывании сульфо-
ната имеют место дополнительные взаимодействия: 
характерные для оксамата водородные связи между 
сульфогруппой, Asn137 и Thr247, гидрофобные кон-
такты линкера с Ile241 и бензотиазольной группы 
с Val30, водородная связь гетероатома кольца с кар-
боксамидом Asn137 (на рисунке не показаны).

Среди изученных в ходе скрининга сульфопроиз-
водных представлены структуры без гибкого линке-
ра (в том числе, производные нафталина), с линке-
ром, удлиненным на одно метиленовое звено, а также 
с бензолом, пирролом и пиридином на участке бен-
зотиазола 4. Все эти соединения характеризова-
лись худшей энергией связывания и не обладали 
способностью вступать во взаимодействия, доста-
точные для стабилизации петли 96–111 в закрытой 
конформации. Это указывает на то, что структура 
остова 4 является наиболее оптимальной для связы-
вания в активном центре и может служить основой 
для дальнейших модификаций. Так, например, вве-
дение гидроксильной группы в положение 7 позво-
ляет этому заместителю занять место 3’-OH-группы 
первого остатка рибозы NADH и образовать соот-
ветствующие водородные связи с остовами Ala97 
и Asn137 (соединение 5, рис. 2Б). Расчет энергии 
связывания (ΔGcalc = –10.9 ккал/моль) показывает, 
что данная модификация приводит к дополнитель-
ному энергетическому выигрышу. Увеличение эф-
фективности ингибирования фермента при введении 
заместителей в бензотиазольную группу говорит 
о перспективности дальнейшего поиска структурных 
фрагментов и путей их объединения с целью полу-
чения аддитивного (а, может быть, и синергического) 
эффекта при создании новых ингибиторов ЛДГ-А.

ВЫВОДЫ
Целью настоящей работы был поиск новых моле-
кулярных фрагментов для дизайна ингибиторов 
ЛДГ-А, способных реализовать характерное для суб-
стратов и ранее описанных ингибиторов взаимо-
действие заряженной кислотной группы с Arg168 
и аминокислотными остатками петли активного цен-
тра на участке связывания субстрата, а также вза-
имодействие с участком связывания кофермента. 
В результате компьютерного скрининга и экспери-
ментальной проверки ингибиторных свойств обнару-
жены новые фрагменты, включающие сульфогруп-
пу, линкер и бензотиазольную группу. Проведенные 
исследования позволили выявить наиболее значимые 
взаимодействия и аминокислотные остатки, кото-
рые принимают участие в стабилизации положения 
ингибиторов с сульфогруппой (Ala97, Arg98, Gln99, 
Arg105, Arg168) в закрытой конформации фермен-
та. Таким образом, апробирована методология поис-
ка новых ингибиторов ЛДГ-А, и установлены пути 
дальнейшей оптимизации их структуры. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ (грант № 14-08-01251).
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РЕФЕРАТ Инфицирование вирусом гепатита С (ВГС) вызывает хроническое заболевание печени, которое 
сопровождается развитием различных патологий и метаболических нарушений. Одним из механизмов па-
тогенеза ВГС считается возникновение в инфицированных клетках окислительного стресса, вызываемого 
белками вирусного капсида и NS5A. Оба белка активируют систему защиты клетки от окислительного 
стресса, регулируемую фактором транскрипции Nrf2. В настоящей работе установлено, что данная акти-
вация опосредована доменом 1 белка NS5A и двумя фрагментами белка капсида. Показано, что активация 
фактора Nrf2 каждым белком осуществляется с использованием двух механизмов, один из которых опос-
редован активными формами кислорода (АФК) и протеинкиназой С, а второй – АФК-независимой актива-
цией казеинкиназы 2 и фосфоинозитид-3-киназы. АФК-зависимый механизм стимулировался фрагментом 
37–191 а.о. белка капсида, а АФК-независимый – фрагментом 1–36 а.о., что впервые показало независимость 
двух механизмов активации фактора Nrf2. Кроме того, сделан вывод о том, что внутриклеточная локали-
зация белков ВГС и различия в их биологических свойствах не играют роли в регуляции системы защиты 
клетки от окислительного стресса.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА вирус гепатита С, окислительный стресс, регуляция, фактор транскрипции, Nrf2.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АФК – активные формы кислорода; а.о. – аминокислотный остаток; ВГС – вирус 
гепатита С; ОС – окислительный стресс.

ВВЕДЕНИЕ 
Вирус гепатита С (ВГС) вызывает широко распро-
страненное и опасное заболевание печени человека. 
В большинстве случаев заражение ВГС приводит 
к хроническому гепатиту, при котором велик риск 
развития фиброза и цирроза печени, а также гепа-
тоцеллюлярной карциномы и различных метаболи-
ческих нарушений (стеатоз, сахарный диабет типа 2, 
нарушения метаболизма железа и другие патологии) 
[1]. Многочисленные фундаментальные и клиниче-
ские исследования выявили ряд патогенетических 
механизмов ВГС, среди которых важную роль играет 
окислительный стресс (ОС) [2]. ОС представляет со-
бой состояние клетки, при котором нарушается ба-
ланс между активными формами кислорода (АФК) 

и нейтрализующими их низкомолекулярными соеди-
нениями (антиоксидантами) и ферментами, вовле-
ченными в защиту от ОС (так называемые ферменты 
фазы II). Биосинтез многих ферментов метаболизма 
антиоксидантов и ферментов фазы II контролиру-
ется фактором транскрипции Nrf2 (nuclear factor 
erythroid-2 – related factor 2), который связывается 
с общим регуляторным элементом ARE (Antioxidant 
Response Element) в промоторах генов [3]. В отсут-
ствие стресса фактор Nrf2 находится в цитоплазме 
в комплексе с белком-партнером Keap1. При повы-
шении уровня АФК комплекс разрушается либо 
вследствие фосфорилирования фактора Nrf2 раз-
личными протеинкиназами, либо в результате мо-
дификации Keap1, после чего свободный фактор 
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транскрипции перемещается в ядро и активирует 
транскрипцию генов ферментов метаболизма анти-
оксидантов и ферментов фазы II, в частности, гемок-
сигеназы 1 (HO-1) и NADPH:хиноноксидоредуктазы 
1 (Nqo1) [3, 4]. 

Вирус гепатита С не только вызывает ОС, но и ак-
тивирует фактор Nrf2 [2]. Ключевую роль в обо-
их случаях играют вирусные белки – капсидный 
и NS5A [4–7]. Ранее мы установили, что эти бел-
ки активируют систему защиты при помощи двух 
механизмов, один из которых опосредован АФК 
и протеинкиназой С, а другой заключается в АФК-
независимой активации фактора Nrf2 казеинкиназой 
2 и фосфоинозитид-3-киназой [4]. Однако нельзя ис-
ключать, что оба пути активации Nrf2 индуцируют-
ся неким общим регулятором, расположенным выше 
в каскаде, все участники которого до сих пор не из-
вестны. Задача настоящей работы состояла в том, 
чтобы выявить наличие (или отсутствие) такой регу-
ляции и определить структурные элементы белков 
капсида и NS5A, принимающие участие в механиз-
мах активации Nrf2/ARE-каскада.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Линия клеток гепатомы человека Huh7.5 любезно 
предоставлена C. Rice (Рокфеллеровский универ-
ситет, США). Плазмида pCMV-core, кодирующая 
полноразмерный белок капсида ВГС генотип 1b 
(274933RU), описана ранее [4]. Плазмиды, кодиру-
ющие фрагменты 1–36, 37–191 и 1–151 а.о. белка 
капсида, сконструированы на основе вектора pVax1 
[8], а плазмиды, кодирующие полноразмерный бе-
лок NS5A ВГС генотип 1b (AJ238799) и его индиви-
дуальные домены D1 (1–249 а.о.), D2 (250–355 а.о.) 
и D3 (356–447 а.о.), созданы на основе вектора pCMV-
Tag3B [7].

В качестве ингибиторов протеинкиназ использо-
вали Ro 31-8220, вортманнин и 5,6-дихлор-1-β-D-
рибофуранозилбензимидазол (DRB) (Sigma).

Культуральные работы
Клетки Huh7.5 культивировали в среде DMEM, со-
держащей 10% фетальную сыворотку крупного 
рогатого скота (HyClone, США), 2 мМ глутамина, 
50 ед./мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина, 
при 37°С во влажной атмосфере 5% CO2

. 

Работа с репортерной плазмидой
Клетки Huh7.5 высевали на 24-луночные планше-
ты, трансфицировали смесью репортерной плазмиды 
pP-ARE (0.25 мкг) [4] и целевой экспрессионной плаз-
миды (0.25 мкг) с использованием реагента Turbofect. 
Через 30 ч лизировали клетки и измеряли актив-
ность люциферазы как описано ранее [4].

Обратная транскрипция и ПЦР в реальном 
времени
Клетки Huh7.5 трансфицировали описанным выше 
методом, через 40 ч отбирали культуральную сре-
ду, выделяли суммарную РНК, проводили обратную 
транскрипцию и ПЦР в реальном времени согласно 
[4].

Вестерн-блотинг
Клетки Huh7.5 трансфицировали на 6-луноч-
ных планшетах, лизировали через 40 ч после 
трансфекции, дальнейшие манипуляции про-
водили как описано ранее [4], используя моно-
клональные антитела мыши к гемоксигена-
зе 1 (ab13248), NADPH:хиноноксидоредуктазе 
1 (ab28947) и β-актину (ab3280) фирмы Abcam 
(Великобритания), а также вторичные антитела 
к IgG мыши, конъюгированные с пероксидазой хре-
на (sc-2005) компании Santa-Cruz (США). Для ана-
лиза внутриклеточной локализации фактора Nrf2 
клетки лизировали, фракции цитоплазматических 
и ядерных белков разделяли с использованием ком-
мерческого набора NE-PER (Thermo Scientific). Nrf2 
детектировали в каждой фракции методом иммуно-
блотинга, используя поликлональные антитела кро-
лика к Nrf2 (sc-722) и вторичные антитела к IgG кро-
лика (sc-2004) фирмы Santa-Cruz.

Статистическая обработка данных
Данные обрабатывали, используя программу 
StatPlus (AnalystSoft, Канада). Результаты представ-
лены как среднее значение ± стандартное отклоне-
ние. Статистическую значимость различий вычисля-
ли, используя парный критерий Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Участие фрагментов белков капсида и NS5A в ак-
тивации каскада Nrf2/ARE анализировали тре-
мя методами: оценивали относительные уровни 
экспрессии двух ферментов фазы II (Nqo1, HO-1) 
и определяли внутриклеточную локализацию фак-
тора Nrf2. Показано, что из всех описанных доменов 
белка NS5A только домен 1 (остатки 1–249 а.о.) об-
ладает способностью активировать фактор Nrf2, т.е. 
вызывать его транслокацию из цитоплазмы в ядро 
(рис. 1А) и усиливать экспрессию Nrf2-зависимых 
генов (рис. 1Б,В). Примечательно, что из трех доме-
нов белка NS5A лишь домен 1 обладает определен-
ной трехмерной структурой [9], в то время как доме-
ны 2 и 3 неструктурированные [10, 11]. Наши данные 
также свидетельствуют о том, что именно домен 1 об-
ладает прооксидантной активностью [7]. Кроме того, 
показано, что способность белка NS5A активировать 
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каскад Nrf2/ARE не связана ни с его посттрансляци-
онной модификацией – фосфорилированием доменов 
2 и 3 [12], ни со способностью нарушать экспрессию 
интерферона β в ответ на ВГС-инфекцию [1].

Для изучения вклада различных фрагментов 
белка капсида (1–191 а.о.) в активацию каскада 
Nrf2/ARE использовали его укороченные фрагменты 
1–36 и 37–191 а.о., каждый из которых проявил спо-
собность вызывать окислительный стресс с помощью 
различных механизмов [8]. Кроме того, использовали 
фрагмент 1–151 а.о., который активировал все АФК-
продуцирующие ферменты, как и полноразмерный 
белок капсида, но локализовался не на эндоплазма-
тическом ретикулуме, а в ядре, как и форма 1–36. 
Установлено, что все укороченные формы белка 
капсида активировали фактор Nrf2 (рис. 2А) и экс-
прессию Nrf2-зависимых генов (рис. 2Б,В). Таким об-
разом, в структуре белка капсида есть как минимум 
два участка, обладающих способностью активиро-
вать каскад Nrf2/ARE. 

Известно, что активация каскада Nrf2/ARE может 
происходить при участии разнообразных протеин-
киназ, включая протеинкиназу С, казеинкиназу 2, 
фосфоинозитид-3-киназу, р38, митоген-активиру-
емые протеинкиназы ERK1/2 и JNK и киназу гли-
когенсинтазы 3 (GSK3), причем вклад каждой кина-
зы зависит от стимула и типа клеток ([3, 4] и ссылки 
в них). В случае каждого фрагмента белка для уста-
новления механизма активации использовали анти-
оксидант пирролидиндитиокарбамат (PDTC), а так-
же ингибиторы протеинкиназы С (Ro 31-8220, Ro), 
казеинкиназы 2 (DRB) и фосфоинозитид-3-киназы 
(вортманнин, Wo), т.е. тех ферментов, которые, 
по нашим данным, участвуют в активации Nrf2 
полноразмерным белком NS5A. Используя репор-

Рис. 2. Фрагменты 1–36 а.о. и 37–191 а.о. белка 
капсида (Core) вируса гепатита С активируют каскад 
Nrf2/ARE, вызывая перенос фактора транскрипции 
Nrf2 из цитоплазмы в ядро (А) и активируя экспрессию 
генов, кодирующих NAD(P)H:хиноноксидоредуктазу 
1 (Nqo1) и гемоксигеназу (HO-1) человека (Б, В). Вну-
триклеточную локализацию фактора Nrf2 определяли, 
разделяя фракции цитоплазматических (Ц) и ядерных 
(Я) белков и определяя фактор Nrf2 в них методом 
иммуноблотинга. Уровни экспрессии Nqo1 и HO-1 
оценивали с помощью обратной транскрипции и ПЦР 
в реальном времени (Б) и иммуноблотинга (В). *p < 
0.01 и **p < 0.05 по сравнению с pVax1
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терную плазмиду pP-ARE, кодирующую люцифе-
разу под контролем минимального ARE-элемента 
гена Nqo1 человека [4], показано, что и фрагмент 
1–36, и фрагмент 37–191 действительно активиру-
ют транскрипцию ARE-зависимых генов. Обработка 
антиоксидантом или ингибитором протеинкиназы 
С снижала уровень экспрессии люциферазы в случае 
полноразмерного белка капсида (рис. 3A) и предот-
вращала активацию в случае фрагмента 37–191 а.о. 
(рис. 3В). В клетках, экспрессирующих N-концевой 
фрагмент, экспрессию люциферазы блокировали 
только ингибиторы казеинкиназы и фосфоинозитид-
3-киназы (рис. 3Б). Аналогичные результаты полу-
чены и при изучении действия ингибиторов проте-
инкиназ на транслокацию фактора Nrf2 (рис. 3Г). 
Примечательно, что в случае полноразмерного белка 
капсида ингибиторы всех трех протеинкиназ не пре-
дотвращали перенос Nrf2 в ядро, а лишь примерно 
в 2 раза снижали его, что свидетельствует о сопо-
ставимом вкладе двух рассмотренных механизмов 
активации каскада.

Полученные нами данные о том, что N-концевой 
домен белка капсида ВГС активирует Nrf2 по АФК-
независимому механизму при участии казеинкиназы 
2 и фосфоинозитид-3-киназы, а фрагмент 37–191 – 
по АФК-зависимому пути при участии протеинки-
назы С, позволили подтвердить полную независи-
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гибитор протеинкиназы С), DRB (ингибитор казеинкиназы 2) или вортманнин (Wo, ингибитор фосфоинозитид-3-
киназы) индивидуально или совместно с антиоксидантом пирролидиндитиокарбаматом (PDTC). *p < 0.01

мость этих двух механизмов. Более того, активация 
казеинкиназы 2 и фосфоинозитид-3-киназы проис-
ходит под действием того же домена белка капсида, 
который взаимодействует с различными белками 
клетки-хозяина, включая хеликазу DDX3, фактор 
транскрипции STAT1 и рецептор лимфотоксина β ([1, 
8] и ссылки в них). Кроме того, оба механизма акти-
вации каскада Nrf2/ARE запускались как при лока-
лизации различных вариантов белка капсида в ядре 
(фрагменты 1–36 и 1–151), так и при локализации 
на поверхности эндоплазматического ретикулума 
(фрагменты 37–191 и 1–191). Это говорит о возмож-
ном запуске каскада в процессе биосинтеза белка 
капсида в эндоплазматическом ретикулуме.

ВЫВОДЫ
В данной работе впервые установлены участки пер-
вичной структуры белков капсида и NS5A, акти-
вирующие каскад Nrf2/ARE. Показано, что АФК-
зависимый и АФК-независимый механизмы этой 
активации не имеют общих регуляторов. 

Исследование влияния белков вируса на Nrf2/
ARE-каскад выполнено при поддержке 

Российского научного фонда (грант № 14-14-
01021) (А.И.). Международное сотрудничество 

исследователей, включая работы 
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ВВЕДЕНИЕ
Аминогликозиды представляют собой класс бактери-
цидных антибиотиков (преимущественно активных 
в отношении аэробной грамотрицательной микро-
биоты, высокоэффективных при большинстве тя-
желых инфекций (туберкулез, эндокардит, сепсис)) 
[1]. Действие аминогликозидов не зависит от фазы 
размножения микроорганизма, они необратимо свя-
зываются с белками 30S субъединицы бактериаль-
ных рибосом, нарушая тем самым синтез белка в них. 
Однако необходимость аэробных условий делает их 
применение менее эффективным в плохо снабжае-
мых кровью и омертвевших тканях. Еще одним фак-
тором, влияющим на бактерицидную активность 

аминогликозидов, оказывается рН среды – в кислой 
и нейтральной средах они менее эффективны, чем 
в слабощелочной среде. Главным недостатком этой 
группы лекарств является их высокая ото- и нефро-
токсичность [2, 3] по сравнению с другими антибиоти-
ками, что требует проведения постоянного контроля 
их содержания не только в биологических жидко-
стях, но и в продуктах питания животного проис-
хождения. За несколько десятилетий использования 
этих антибиотиков в клинической медицине разрабо-
тано большое число лабораторных методов детекции 
аминогликозидов (с использованием ГХ-МС, ВЭЖХ, 
в том числе с дериватизацией, ИФА, капиллярного 
электрофореза и т.п.). Совсем недавно опубликованы 
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РЕФЕРАТ Детекция аминогликозидных антибиотиков как методами масс-спектрометрии, так и высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии представляет серьезную проблему, поскольку а) углеводная при-
рода молекул снижает их способность к ионизации по сравнению с другими органическими молекулами, 
особенно в методе МАЛДИ-МС; б) отсутствие в молекулах ароматических фрагментов и амидных связей 
делает невозможным применение обычных УФ-детекторов в ВЭЖХ. Разработанный нами ранее подход 
для дериватизации аминов с использованием трис(диметоксифенил)метилиевых солей успешно применен 
для селективной модификации аминогликозидных антибиотиков. Модификация происходит по амино-
группе при первичном атоме углерода; присоединяемый остаток имеет ароматическую природу и несет 
перманентный положительный заряд, что позволяет легко детектировать аминогликозидные антибиотики 
методами масс-спектрометрии и обращенно-фазовой ВЭЖХ как в индивидуальном виде, так и в смесях.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА аминогликозидные антибиотики, высокоэффективная жидкостная хроматография, 
масс-спектрометрия, тритильный катион.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ОФ-ВЭЖХ – обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография; 
ГХ-МС – газовая хроматография/масс-спектрометрия; ИФА – иммуноферментный анализ; МАЛДИ-МС 
(MALDI MS) – масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной десорбцией/ионизацией; НСМО 
(LUMO) – низшая свободная молекулярная орбиталь; ТСХ – тонкослойная хроматография; ЯМР – ядерный 
магнитный резонанс; СНСА – 1-циано-п-гидроксикоричная кислота; DMSO – диметилсульфоксид.
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два достаточно подробных обзора по этой тематике 
[4, 5]. Большое число публикаций [6–18] свидетель-
ствует об актуальности проблемы и необходимости 
поиска удобных, простых и быстрых процедур, по-
скольку большинство существующих оказываются 
либо трудоемкими и долгими, либо предполагают ис-
пользование дорогостоящих реагентов.

Молекулы аминогликозидных антибиотиков, 
как правило, содержат несколько аминогрупп 
(рис. 1). Помимо аминогрупп, непосредственно свя-
занных с гетероциклом или алициклом, молекулы со-
держат аминогруппы, связанные с первичным ато-
мом углерода (выделены красным цветом). Другая 
особенность аминогликозидов – прозрачность их рас-
творов в УФ-диапазоне, поскольку в их молекулах 
отсутствуют сопряженные связи или ароматические 
фрагменты. Поэтому их невозможно анализировать 
с помощью ВЭЖХ с УФ-детектором. Обилие гидрок-
сильных групп и аминогрупп, способных образовы-
вать водородные связи, затрудняет высвобождение 
индивидуальных молекул, что сильно снижает эф-
фективность ионизации аминогликозидов в масс-
спектрометрии, например, по сравнению с пептидами 
близкой массы. Кроме того, обнаружение аминогли-
козидов в МАЛДИ масс-спектрометрии может ос-
ложняться попаданием сигналов вещества в область 
«шумов» матрицы.

Недавно нами был разработан мягкий метод де-
риватизации низкомолекулярных аминов реакцией 

с катионом трис(2,6-диметоксифенил)метилия 1 [19]. 
Образующиеся производные 9,10-дизамещенного 
акридиниевого катиона (Q+-R) обладают перманент-
ным положительным зарядом (рис. 2). В результате 
дериватизации происходит также увеличение массы 
молекулы на постоянную величину (инкремент мас-
сы +359 Да), что позволяет успешно детектировать 
методом масс-спектрометрии МАЛДИ амины даже 
самой малой массы [19]. В то же время модификация 
гидрофильных алифатических молекул гидрофоб-
ным ароматическим катионом Q+ может иметь пер-
спективы с точки зрения обращенно-фазовой ВЭЖХ 
с УФ-детекцией.

Представляло интерес выяснить применимость 
этого метода для определения данного класса лекар-
ственных препаратов. В настоящей работе представ-
лен качественный метод обнаружения дериватизи-

Сисомицин, М = 447 Да Тобрамицин, М = 467 Да

Канамицин, М = 484 Да

Паромомицин, М = 615 Да

Рис. 1. Примеры структур аминогликозидных антибиотиков

1 Q+-R

30 мин
к.т.

Рис. 2. Общая схема метода дериватизации аминов 
с использованием трис(2,6-диметоксифенил)метилие-
вых солей (тетрафторбората или гексафторфосфата)
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рованных неотщепляемой масс-спектрометрической 
меткой аминогликозидных антибиотиков с помощью 
масс-спектрометрии и ВЭЖХ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы
В работе использовали следующие растворители: 
диметилсульфоксид, ацетонитрил (Panreac), осталь-
ные растворители – отечественного производства 
(«Химмед» и «ЭКОС-1») квалификации «х. ч.» (гек-
сан, метанол, дихлорметан, этилацетат, хлороформ, 
этанол) и «ос. ч.» (толуол, ацетон). Дихлорметан 
перегоняли над гидридом кальция, ДМФА пере-
гоняли над гидридом кальция в вакууме и хранили 
над молекулярными ситами 3Å. Реактивы и сорбен-
ты: триэтиламин, 1,3-диметоксибензол, н-бутиламин 
(Sigma-Aldrich-Fluka, США), аминогликозид-
ные антибиотики канамицин (ОАО «Биохимик», 
г. Саранск, Россия), сисомицин, тобрамицин, паромо-
мицин (Минхимпром СССР), алюминиевые пластины 
для тонкослойной хроматографии со слоем силика-
геля (Kieselgel 60 F

254
) или оксида алюминия, силика-

гель и оксид алюминия (активность I) для колоночной 
хроматографии (Merck, США).

Оборудование и условия
1D и 2D (COSY, HMBC, HSQC) спектры ЯМР реги-
стрировали при 500 МГц (1H), 125.7 МГц (13C) на спек-
трометре Bruker AC-500. Спектры калиброваны 
по остаточным сигналам протонов растворителя, 
DMSO-d

6
 (δ

H
 2.50 м.д. и δ

C
 39.7 м.д.) или CD

3
СN (δ

H
 

1.94 м.д. для 1H и δ
C
 1.32 м.д.); химические сдвиги при-

ведены относительно SiMe
4
 (1H и 13C). Визуализацию 

ТСХ-пластин проводили с помощью ультрафио-
летовой лампы при 254 и 360 нм. Масс-спектры ре-
гистрировали с использованием времяпролетного 
масс-анализатора Ultraflex II TOF/TOF (Bruker 
Daltonics, Германия), оснащенного азотным лазером 
(длина волны 337 нм), работающим при частоте 50 Гц 
в режиме регистрации положительно заряженных 
ионов с применением рефлектрона. Анализ и пре-
паративное разделение модифицированных амино-
гликозидных антибиотиков проводили с помощью 
ОФ-ВЭЖХ в градиенте ацетонитрила на хромато-
графе Agilent Technologies 1200 Series на обращен-
но-фазовой колонке Synergi Polar RP (4.5 × 250 мм) 
в следующих условиях: скорость потока 0.9 мл/мин, 
15–50% 80% MeCN + 0.1% TFA за 30 мин, 50–70% 
за 20 мин, 70–90% за 10 мин, 90% за 5 мин, изократич. 
в течение 5 мин. Поглощение определяли при 285 нм. 
Анализ конверсии соединения (1) в соединение (2) 
проводили с помощью ВЭЖХ в градиенте ацетони-
трила на хроматографе Agilent 1100 Series с муль-

тиволновым детектором на основе диодной матрицы 
на обращенно-фазовой колонке Symmetry C8

, Waters 
в следующих условиях: скорость потока 1 мл/мин, 
градиент ацетонитрила – от 50 до 70% за 20 мин, от 70 
до 98% за 10 мин.

Для проведения дериватизации, растворения 
аналитов и матричных соединений использова-
ли ацетонитрил (HPLC-grade, J.T. Baker), мета-
нол (HPLCgrade, Merck), хлороформ (HPLC-grade, 
Merck), ультрачистую воду типа I, полученную с ис-
пользованием системы Milli-Q (Millipore). В каче-
стве матриц применяли 2,5-дигидроксибензойную, 
синапиновую и 1-циано-4-гидроксикоричную кис-
лоты (раствор 20 мг/мл в ацетонитриле с добавкой 
0.1% трифторуксусной кислоты). Раствор образца (0.5 
мкл) в смеси с раствором матрицы (0.5 мкл) наносили 
в лунку стальной мишени (MTP 384 massive target 
gold plate T, Bruker Daltonics, Германия) и высуши-
вали на воздухе.

Гексафторфосфат трис(2,6-диметоксифенил)-
карбения (1) [20–22] 
К раствору 1,3-диметоксибензола (10.0 г, 72.4 ммоль) 
в 100 мл тетрагидрофурана при перемешивании 
в атмосфере аргона и охлаждении до –20оС прибав-
ляли по каплям 2.5 М раствор н-бутиллития (30 мл, 
76 ммоль). Через 1 ч медленно добавляли раствор ди-
этилкарбоната (2.85 г, 24 ммоль) в тетрагидрофуране 
(10 мл) и перемешивали при комнатной температу-
ре в течение 1 сут. Растворитель удаляли при по-
ниженном давлении. К остатку при перемешивании 
добавляли 200 мл диэтилового эфира, 50 мл дихлор-
метана и 30 мл HPF

6
. Через 3 ч растворитель уда-

ляли при пониженном давлении, затирали в 300 мл 
диэтилового эфира и отделяли выпавшие фиолето-
вые кристаллы. Получали 31.0 г (76%) соединения 1. 
1H-ЯМР-спектр (СD

3
CN, δ

Н
,
 
м. д.): 3.55 (м, 18Н, ОСН

3
), 

6.61 (6д, 6Н, J 8.54 Гц), 7.63 (3т, 3Н, J 8.54 Гц). Масс-
спектр (МАЛДИ, m/z, CHCA): 423.15.

Гексафторфосфат 1,8-диметокси-9-(2,6-
диметоксифенил)-10-(бутил)акридиния (2)
К раствору гексафторфосфата трис(2,6-димет окси-
фенил)метилия (1) (1.0 г, 1.76 ммоль) в ацетонитриле 
(15 мл) при перемешивании при комнатной темпе-
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ратуре в атмосфере аргона добавляли н-бутиламин 
(350 мкл, 3.52 ммоль). Цвет раствора изменялся 
от фиолетового к красному. Через 1 ч растворитель 
удаляли при пониженном давлении, твердый осадок 
затирали в диэтиловом эфире, образовавшийся крас-
ный осадок отфильтровывали и сушили в эксикаторе 
при пониженном давлении. Получали 1.0 г соедине-
ния 2 (98%). 1H-ЯМР-спектр (СD

3
CN, δ

Н
, м. д.): 1.15 (т, 

3H, J 7.3 Гц, Н-4′′), 1.73–1.80 (м, 2H, Н-3′′), 2.16–2.22 (м, 
2H, Н-2′′), 3.57 (с, 6H, OCH

3
), 3.59 (с, 6H, OCH

3
), 5.06–

5.09 (м, 2H, Н-1′′), 6.81 (д, 2H, J 8.5 Гц, H-3′, H-5′), 7.12 
(д, 2H, J 8.2 Гц, Н-2, Н-7), 7.45–7.48 (м, 1H, Н-4′), 7.93 
(д, 2H, J 9.2 Гц, Н-4, Н-5), 8.20–8.24 (м, 2H, Н-3, Н-6). 
13С-ЯМР-спектр (СD

3
CN, δ

С
, м. д.): 12.96 (4′′), 19.61 (3′′), 

29.52 (2′′), 52.37 (1′′), 55.64 (OCH
3
), 56.76 (OCH

3
), 103.74 

(3′, 5′), 106.50 (2, 7), 109.26 (4, 5), 119.67 (1′), 119.89 (9), 
129.40 (4′), 139.87 (3, 6), 141.61 (1, 8), 155.79 (2′, 6′), 
157.18 (8a, 9a), 160.58 (4a, 10a). Масс-спектр (МАЛДИ, 
m/z, CHCA): 432.30.

Общая методика получения конъюгатов 
гексафторфосфата трис(2,6-диметоксифенил)-
метилия с аминоуглеводами (аминоглюцитолом, 
тобрамицином, паромомицином, сисомицином)
К 150 мкл 0.5 × 10-2 М раствора гексафтор фосфата 
трис(2,6-диметоксифенил)метилия в ацетонитри-
ле добавляли 1 экв. соответствующего аминоу-
глевода в 200 мкл карбонатного буфера (рН 9.55). 
Реакционную смесь перемешивали в течение 30 мин 
при комнатной температуре. Анализ конъюгатов 
проводили прямо из реакционной смеси без допол-
нительной очистки.

Гексафторфосфат 1,8-диметокси-9-(2,6-
диметоксифенил)-10-(6′-дезазаканамицин-6′-ил)-
акридиния (3)
К раствору сульфата канамицина (7.8 мг, 0.015 
ммоль) в 2 мл буферного раствора (рН 9.55) при пере-
мешивании добавляли 2.8 мг (0.005 ммоль) гексаф-
торфосфата трис(2,6-диметоксифенил)метилия (1) 
в ацетонитриле. Реакционную смесь выдерживали 
в течение 30 мин и очищали с помощью препаратив-
ной ВЭЖХ. Получали 10.9 мг соединения (3) (74%). 
1H-ЯМР-спектр (DMSO-d

6
, δ

Н
,
 
м. д.): 1.69–1.72 (м, 1Н, 

Н-2), 2.31–2.33 (м, 1Н, Н-2), 3.17–3.22 (м, 1Н, Н-3′′), 

3.36 (м, 1Н, Н-2′), 3.38 (м, 1Н, Н-1/Н-3), 3.40 (м, 1Н, 
Н-4′), 3.45 (м, 1Н, H-1/Н-3), 3.48 (м, 3Н, OCH

3
), 3.50 (м, 

6Н, OCH
3
), 3.51 (м, 1Н, Н-3′), 3.52 (м, 1Н, Н-6′′), 3.53 (м, 

1Н, Н-4′′), 3.56 (м, 3Н, OCH
3
), 3.57 (м, 1Н, Н4/6), 3.60 

(м, 1Н, Н-6′′), 3.66 (м, 1Н, Н4/6), 3.68 (м, 1Н, Н-2′′), 3.73 
(м, 1Н, Н-5), 3.76 (м, 1Н, Н-5′′), 4.57–4.60 (м, 1Н, Н-5′), 
4.74 (c, 1Н, OН), 5.03 (д, J 3.7 Гц, 1Н, Н-1′′), 5.26 (с, 1Н, 
ОН), 5.32 (м, 1Н, Н-1′), 5.35 (м, 1Н, Н-6′), 5.55 (м, 1Н, 
Н-6′), 6.49 (м, 1Н, ОН), 6.79–6.83 (м, 2Н, Н-3′′′′, Н-5′′′′), 
6.91 (с, 1Н, ОН), 7.17 (м, 1Н, Н-2′′′), 7.20 (м, 1Н, Н-7′′′), 
7.42–7.45 (т, 1Н, J 8.5 Гц, Н-4′′′′), 8.18 (м, 1Н, Н-3′′′), 
8.19 (м, 1Н, Н-6′′′), 8.33–8.35 (м, 1Н, Н-5′′′), 8.45 (м, 
1Н, Н-4′′′). 13С-ЯМР-спектр (DMSO-d

6
, δ

С
,
 
м. д.): 27.48 

(2), 46.78 (1/3), 49.28 (1/3), 53.34 (6′), 55.32 (3′′), 55.87 
(OCH

3
), 57.06 (OCH

3
), 59.49 (6′′), 65.28 (4′′), 68.39 (2′′), 

70.49 (5′), 70.94 (5), 70.98 (2′), 72.33 (4′), 72.58 (3′), 73.08 
(5′′), 80.33 (6/4), 83.46 (4/6), 95.66 (1′), 99.28 (1′′), 103.57 
(3′′′′/5′′′′), 103.79 (3′′′′/5′′′′), 106.50 (2′′′), 106.75 (7′′′), 110.78 
(5′′′), 111.12 (4′′′), 117.60 (1′′′′), 119.21 (2′′′′/6′′′′), 119.30 
(2′′′′/6′′′′), 129.19 (4′′′′), 139.08 (3′′′), 139.68 (6′′′), 142.32 
(1′′′/8′′′), 143.00 (8′′′/1′′′), 155.65 (9′′′), 156.39 (10a′′′/4a′′′), 
158.37 (9a′′′/8a′′′), 159.63 (8a′′′/9a′′′), 159.70 (4a′′′/10a′′′). 
Масс-спектр (МАЛДИ, m/z, СНСА): 843.67. 

Методика дериватизации смеси антибиотиков
Смешали по 10 мкл 0.005 М растворов каждого ан-
тибиотика (канамицина, сисомицина, тобрамицина 
и паромомицина) в карбонатном буфере (pH 9.55). 
К полученному раствору добавили 100 мкл карбо-
натного буфера (pH 9.55) и 50 мкл 0.005 М раствора 
соли 1 в ацетонитриле. Пробы для анализа отбирали 
прямо из реакционной смеси.

Экспериментальная оценка значения pKR+ 
соединения 2 [21, 22]
Для оценки значения pK

R+
 соединения 2 был приго-

товлен ряд растворов в смеси H
2
O/ DMSO/Bu

4
NOH 

с различным содержанием DMSO при постоянной 
концентрации вещества. Стоковый раствор исход-
ного соединения добавляли непосредственно перед 
спектрофотометрическими измерениями. В сильно-
основных условиях в системе присутствуют как кар-
бокатион R+, так и его неионизированная форма 
в виде соответствующего тританола ROH, имеющие 
максимальное поглощение при различных длинах 
волн. Полученные значения оптической плотности 
в области максимального поглощения карбокатиона 
(λ = 289 нм) использовали для расчета соотношения 
[R+]/[ROH]. Для определения значения pK

R+
 были 

построены зависимости log([R+]/[ROH]) от функций 
основности H_ и С_, значения которых в каждом рас-
творе определяются мольным содержанием DMSO. 
С учетом погрешности измерений полученное значе-
ние pK

R+
 составляет 18.1 ± 0.5.
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Квантово-химические расчеты
Структуры участников модельного механизма пре-
вращений рассчитывали посредством программного 
пакета Gaussian-09 [23] полуэмпирическим методом 
PM3 с полной оптимизацией геометрических 
параметров молекул реагентов и продуктов. 
Последующее вычисление частот нормальных 
колебаний по стандартной процедуре пакета 
Gaussian-09 показало, что рассчитанные структуры 
отвечают критериям стационарной точки (минимумы 
и седловые точки ППЭ). Результаты расчетов 
визуализировали при помощи программы ChemCraft 
[24].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С целью определения оптимальных условий функ-
ционализации аминов была изучена реакция гек-
сафторфосфата трис(2,6-диметоксифенил)метилия 
1 с н-бутиламином (рис. 3). 

Установлено, что при избытке амина полная кон-
версия исходного субстрата 1 в единственный про-
дукт 2 завершается уже при комнатной температуре 
в течение 10 мин в ацетонитриле. Полнота превра-
щения легко контролируется обычной ОФ-ВЭЖХ, 
поскольку соединение 2 поглощает свет в УФ-
диапазоне (рис. 4). Реакция не требует каких-либо 
специальных условий.

Структура аддукта 2 была подтверждена с по-
мощью 1D и 2D ЯМР-спектроскопии с полным от-
несением сигналов в спектрах ЯМР 1H и 13C (см. 
«Экспериментальную часть»). Механизм образова-
ния вещества 2, по-видимому, включает ипсо-атаку 
аминогруппы в ортоположение одного из бензольных 
колец с последующим элиминированием метокси-
группы в виде метанола и повторным нуклеофиль-
ным замещением во второе кольцо [21].

В сильнощелочной среде окрашенный катион 2 
способен присоединять гидроксид-анион и перехо-
дить в бесцветный тританол. Один из параметров 
для оценки стабильности карбокатиона – величи-
на pK

R+
, физический смысл которой заключается 

в значении pH, при котором равны концентрации 
катионной (окрашенной) и неокрашенной формы. 
Для соединения 2 экспериментальная оценка дает 
значение pK

R+ 
≈ 18, что свидетельствует об ис-

ключительно высокой стабильности катиона: даже 
в слабощелочных условиях доля катионной формы 
составляет 100%.

Квантово-химический расчет полуэмпирическим 
методом PM3 показывает, что для катиона 1 ха-
рактерна структура пропеллерного типа (рис. 5А). 
Рассчитанная геометрическая конфигурация ка-
тиона 2 (на примере Q+-Et) характеризуется ярко 
выраженным выведением диметоксифенильной 

Рис. 3. Схема реакции катиона 1 с н-бутиламином

1 2

30 мин
к.т.

Рис. 4. Профиль ОФ-ВЭЖХ исходного соединения 1 
(верхний) и реакционной смеси с 1 с н-бутиламином 
(нижний). Условия – в «Экспериментальной части». 
На врезке – спектр поглощения вещества 2
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группы в плоскость, ортогональную акридиновому 
фрагменту, и высокой симметрией (рис. 5Б).

Также были оценены формальные заряды, кото-
рые составляют 0.324 на C-атоме и 0.300 на N-атоме 
центрального кольца акридинового фрагмента. 
С этим распределением зарядов совпадает и рас-
считанная плотность НСМО-орбитали на тех же ато-
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мах (рис. 5В). Таким образом, положительный заряд 
в большей степени локализован на центральном ато-
ме углерода и резонансная структура 2a лучше от-
ражает строение веществ типа Q+-R (рис. 6).

Затем была изучена дериватизация простейше-
го аминоуглевода, аминоглюцитола. Аминоглюцитол 
в свободном виде невозможно определить методом 
масс-спектрометрии МАЛДИ из-за небольшой мо-
лекулярной массы (181 Да) и затрудненной ионизу-
емости молекулы. Контролируя методом ТСХ исчез-
новение пятна исходного аминоспирта при действии 
на него избытка дериватизирующего агента, установ-
лено, что реакция проходит за 30 мин при комнатной 
температуре, и в спектре МАЛДИ-МС виден четкий 
сигнал, соответствующий ожидаемой массе конъю-
гата (рис. 7).

Для изучения возможности аналогичной дерива-
тизации аминогликозидных антибиотиков мы выбра-
ли канамицин, сисомицин, паромомицин, тобрамицин 

(рис. 1). Поскольку коммерчески доступный препарат 
канамицина выпускается в форме сульфата канами-
цина, образец был растворен в карбонатном буфере 
(pH 9.55). Как и в случае с н-бутиламином, реакция 
идет практически с полной конверсией (рис. 8).

Особенностью строения исследуемых аминоглико-
зидов является присутствие нескольких аминогрупп, 
и модификация может проходить по любой из них. 
Однако реакция протекает гладко и дает один основ-
ной продукт (рис. 8), который был выделен препара-
тивно методом ОФ-ВЭЖХ. Анализ 2D ЯМР-спектров 
вещества 3 показал, что дериватизация проходит се-
лективно по аминогруппе первичного атома углерода 
(см. «Экспериментальную часть»). По-видимому, это 
связано с более высокой стерической доступностью 
этой аминогруппы по сравнению с аминогруппами, 
непосредственно связанными с атомами углерода 
шестичленных циклов и экранированных соседними 
гидроксильными группами.

Продукт дериватизации легко детектируется 
масс-спектрометрически: при нанесении в ячейку 
мишени масс-спектрометра 2 × 10-12 моль конъюга-
та 3 в спектре МАЛДИ-МС (рис. 9) наблюдается со-
ответствующий сигналу вещества отчетливый пик 
с высоким соотношением сигнал/шум. Стоит отме-

А

Б  В

Рис. 5. Рассчитанные методом PM3 – конфигурация 
НСМО-орбитали исходного гексаметокситрильного 
карбокатиона (А); 3D-структура катиона Q+-Et (Б); 
конфигурация НСМО-орбитали катиона Q+-Et (В). 
Б и В – атомы углерода показаны желтым цветом, 
кислорода – красным, азота – розовым, водорода – 
бирюзовым

Рис. 6. Резонансные структуры соединения 2

2a   2b

Рис. 7. Масс-спектр МАЛДИ конъюгата 1 с аминоглю-
цитолом (матрица – синапиновая кислота)
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Рис. 8. Профиль ВЭЖХ соединения 1 (верхний) 
и конъюгата 3 (1 с канамицином) (нижний). Условия 
см. в «Экспериментальной части» 
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Рис. 9. Пик в масс-спектре конъюгата 3 при нанесении 
2 × 10-12 моль вещества в ячейку мишени для масс-
спектрометра (матрица – синапиновая кислота) 
(s/n 47.2)

тить, что увеличение массы исследуемого вещества 
на 359 Да позволяет сместить сигнал в спектре в сто-
рону бóльших значений, что исключает перекрыва-
ние с сигналами матрицы.

Чтобы ответить на вопрос, как дериватизация вли-
яет на чувствительность обнаружения канамицина 
в МАЛДИ-МС, был проведен эксперимент по со-

вместной детекции канамицина и продукта его дери-
ватизации. На рис. 10 представлен спектр МАЛДИ-
МС эквимолярной смеси немодифицированного 
канамицина и соединения 3.

Интенсивность пика тритил/акридиниевого про-
изводного настолько высокая, что превосходит 
интенсивность пика немодифицированного анти-
биотика не менее чем на два порядка, и визуально 
полностью нивелирует его. При увеличении соот-
ношения канамицин/канамицин-Q+ до 200 : 1 вид-
но, что интенсивности сигналов становятся одного 
порядка, но интенсивность пика производного 3 все 
равно превосходит таковую для немодифициро-
ванного соединения (рис. 11). Таким образом, Q+-
дериватизация снижает предел обнаружения кана-
мицина в МАЛДИ-МС на несколько порядков.

При обработке канамицина избытком соли 1 про-
дуктом все равно остается соединение 3: реакци-
онная способность остальных аминогрупп значи-
тельно уступает активности группы -CH

2
NH

2
. Это 

свойство было использовано для одновременной 
детекции нескольких аминогликозидных антибио-
тиков с помощью масс-спектрометрии. На смесь 
четырех антибиотиков действовали избытком соли 
1 и регистрировали МАЛДИ-масс-спектр обра-
зующихся аддуктов (рис. 12). В полученном масс-
спектре видны сигналы аддуктов канамицин-Q+ 
(3) (m/z 843, s/n 142.8), сисомицин-Q+ (m/z 806, 
s/n 166.4), тобрамицин-Q+ (m/z 826, s/n 233.2) 
и паромомицин-Q+ (m/z 974, s/n 56.7).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложенный метод дериватизации аминосодер-
жащих углеводов позволяет определять их с по-
мощью масс-спектрометрии МАЛДИ и ОФ-ВЭЖХ 
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Рис. 10. Спектр МАЛДИ-МС эквимолярной смеси со-
единения 3 (m/z 843 (s/n 301.3)) и немодифицирован-
ного канамицина (m/z 485 (s/n 1.8) [M+H+]) (матри-
ца – синапиновая кислота)
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Рис. 11. Спектр МАЛДИ-МС смеси канамицина (m/z 
485 (s/n 49.1) [M+H+]) и конъюгата 3 (m/z 843 (s/n 
89.5)) в соотношении концентраций 200 : 1 (0.01 М : 
0.00005 М) (наносили по 0.9 мкл каждого) (матрица – 
1-циано-4-гидроксикоричная кислота)

с УФ-детектором. Показано, что модификация 
идет по аминогруппе, связанной с первичным ато-
мом углерода. Дериватизация позволяет увели-
чить чувствительность масс-спектрометрической 
детекции аминогликозидов на несколько порядков. 
Преимуществами метода являются экспрессность, 
экспериментальная простота и доступность реаген-
тов. 
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Рис. 12. Спектр МАЛДИ-МС смеси модифицирован-
ных антибиотиков (матрица – синапиновая кислота). 
Условия в «Экспериментальной части»
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РЕФЕРАТ Антимикробные пептиды (АМП) нейтрофилов играют важную роль в осуществлении защитных 
функций организма человека и животных. Из лейкоцитов домашней козы Capra hircus нами выделены 
два пептида (средние молекулярные массы 2895.5 и 2739.3 Да), обладающие высокой антимикробной ак-
тивностью и представляющие собой N-концевые фрагменты (1–22 и 1–21) пролин-богатого пептида бак-
тенецина 7.5 козы, структура гена которого представлена в базах данных, но соответствующий белковый 
продукт до настоящего времени не был выделен. Полученные АМП названы мини-бактенецинами (mini-
ChBac7.5Nα и mini-ChBac7.5Nβ) по аналогии с описанным ранее С-концевым фрагментом бактенецина 7.5, 
выделенным из лейкоцитов овцы [Anderson, Yu, 2003]. Мини-бактенецины козы в концентрации 0.5–4 мкМ 
проявляют высокую антимикробную активность в отношении грамотрицательных бактерий, включая 
устойчивые к ряду применяемых в медицине антибиотиков штаммы Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., 
Acinetobacter baumannii, а также некоторых штаммов грамположительных бактерий (Listeria monocytogenes 
EGD, Micrococcus luteus). Исследуемые пептиды, как и большинство пролин-богатых АМП, оказывают анти-
микробное действие без существенного повреждения бактериальных мембран, обладают липополисахарид-
связывающей активностью. Мини-бактенецины не токсичны по отношению к культивируемым клеткам 
человека, что дает основание рассматривать их как перспективные прототипы новых антибактериаль-
ных терапевтических препаратов. Обнаружение высокоактивных фрагментов антимикробного пептида 
в нейтрофилах козы свидетельствует в пользу гипотезы о том, что фрагментация АМП кателицидинового 
семейства важна для образования функционально активных молекул, в ряде случаев более активных, чем 
полноразмерные пептиды, и может играть значимую роль в антиинфекционной защите.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА антимикробные пептиды, кателицидины, мини-бактенецины.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АМП – антимикробные пептиды; МИК – минимальная ингибирующая концентра-
ция; ОФ ВЭЖХ – обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография; ПААГ – поли-
акриламидный гель; ПБ-АМП – пролин-богатые антимикробные пептиды; ЭФ – электрофорез; MALDI-
TOF-MS – времяпролетная масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной десорбционной 
ионизацией; MRSA – устойчивый к метициллину золотистый стафилококк, PG-1 – протегрин 1.

ВВЕДЕНИЕ
В защите человека и животных от возбудителей ин-
фекционных заболеваний участвуют антимикробные 
пептиды (АМП) – катионные молекулы, содержащи-
еся в лейкоцитах, клетках барьерного эпителия и не-
которых других типах клеток. Кроме антимикроб-

ной активности АМП обладают и иными свойствами, 
в том числе иммуномодулирующими, что позволяет 
рассматривать эти соединения как прототипы новых 
антибиотических лекарственных средств комплекс-
ного действия. С этой точки зрения особый интерес 
представляют АМП семейства кателицидинов – об-
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ширной группы пептидов, широко распространен-
ных у позвоночных. Пептиды данного семейства 
образуются из белков-предшественников путем 
протеолитического отщепления N-концевой части 
(кателиноподобного домена) от С-концевого участ-
ка, представляющего собой зрелый АМП. Протеолиз 
происходит при активации нейтрофильных грануло-
цитов и клеток барьерного эпителия при инфекци-
онных процессах. У некоторых кателицидинов, на-
пример, кателицидина человека LL-37, процессингу 
подвергается и молекула зрелого АМП [1], что при-
водит к появлению фрагментов, каждый из которых 
имеет свой спектр биологических свойств, включая 
антибактериальную, противоопухолевую и другие 
виды активности. Подобное протеолитическое рас-
щепление пептидов описано и для бактенецинов овцы 
[2]. Предполагается, что фрагментация зрелых АМП 
имеет биологический смысл, и именно эти фрагменты 
могут играть ключевую роль в осуществлении мно-
жественных защитных реакций [1, 2].

Из известных к настоящему времени АМП ка-
телицидины животных отряда парнокопытных 
привлекают особое внимание благодаря высокой 
антимикробной активности и сочетанию свойств, де-
лающих эти пептиды перспективными для практи-
ческого применения. В число пептидов, полученных 
из лейкоцитов парнокопытных, входят такие АМП, 
как протегрины, PR-39 свиньи [3, 4]; бактенецины, 
ВМАР-27, -28, додекапептид, индолицидин быка 
[5–8]; SMAP-29 овцы [9] и др. Некоторые из этих 
пептидов стали объектами детальных исследований, 
направленных на разработку лекарственных препа-
ратов. Интересно, что в нейтрофилах ряда парноко-
пытных, в том числе коз, отсутствуют АМП семей-
ства дефенсинов [10], что свидетельствует о важной 
роли кателицидинов в защите этих животных от ин-
фекций. Таким образом, изучение АМП нейтрофилов 
парнокопытных актуально как для возможного об-
наружения новых биологически активных молекул, 
которые могут служить прототипами лекарствен-
ных средств, так и для развития фундаментальных 
представлений о роли кателицидинов в иммунитете. 
Целью представленной работы стал поиск и харак-
теристика новых АМП лейкоцитов домашней козы 
Capra hircus. Ранее из лейкоцитов козы нами уже 
были получены два пептида – бактенецины ChBac5 
и ChBac3.4 [11, 12]. В данной работе изучены и другие 
АМП. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты
Использовали хлорид натрия (S9625), трис-
(гидрокси метил)аминометан (T1503),  агаро-

зу (Type I, low EEO, A6013), трифтор уксусную 
(302031) и гептафтормасляную (52411) кислоты, 
о-нитрофенил-β-D-галактопиранозид (N1127), МТТ 
(3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил тетра-
золий бромид; M5655), бромистый цетилтриметил-
аммоний (H6269) фирмы Sigma, США; нитроце-
фин (484400) фирмы Calbiochem, США; уксусную 
кислоту, хлористый аммоний, ацетат натрия фир-
мы «Вектон», Россия; эмбриональную телячью сы-
воротку (1.1.8.3.), питательные среды RPMI-1640 
(1.3.4) и DMEM (1.3.5.1.) фирмы «Биолот», Россия 
для культивирования клеток; питательную среду 
Сабуро (бульон) сухой ЗАО НИФЦ, Россия; пита-
тельный бульон Мюллера–Хинтона (M391) фир-
мы HiMеdia, Индия. В качестве пептидов сравне-
ния использовали химически синтезированные 
пептиды – протегрин 1, любезно предоставлен-
ный Р. Лерером (Калифорнийский университет 
г. Лос-Анджелеса, США) и бактенецины ChBac5, 
ChBac5 20-43 и ChBac3.4, любезно предоставленные 
Н.И. Колодкиным («Гос. НИИ ОЧБ» ФМБА). 

Выделение и очистка антимикробных пептидов 
из лейкоцитов домашней козы 
Лейкоцитарную массу, обогащенную нейтрофилами, 
получали из крови взрослых здоровых коз (C. hircus). 
Гемолиз эритроцитов осуществляли раствором хло-
ристого аммония. Из 1 л цельной крови получали 2.5 г 
лейкоцитарной массы (на сырой вес). Использовали 
два варианта экстракции белков. В первом случае 
клетки разрушали гомогенизацией в 10% раство-
ре уксусной кислоты, гомогенат суспендировали 
на магнитной мешалке при 4оС в течение 18–24 ч, 
затем центрифугировали при 15000 g в течение 1 ч. 
Супернатант высушивали, перерастворяли в 0.1 М 
трис-HCl-буфере рН 7.5 и инкубировали при 37оС 
в течение 4 ч для расщепления предшественников 
кателицидинов. Во втором случае для экстракции 
использовали 0.3% раствор бромистого цетилтриме-
тиламмония в 0.02 М натрий-ацетатном буфере рН 
4.5. При использовании данного метода экстракции 
создавались условия для осуществления фермен-
тативных реакций уже в ходе процесса экстракции. 
Полученный после экстракции материал подвергали 
ультрафильтрации через мембрану YM-10 (НОММ 
10 кДа) фирмы Amicon (США) для отделения низ-
комолекулярной белковой фракции, далее концен-
трировали и обессоливали при ультрафильтрации 
через мембрану YM-1 (НОММ 1 кДа). Материал, 
содержащий кислоторастворимые полипептиды 
с молекулярной массой менее 10–15000 Да, наноси-
ли на электрофоретическую колонку для разделе-
ния с помощью препаративного электрофореза (ЭФ) 
в 12.5% полиакриламидном геле в кислой буферной 
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системе в присутствии мочевины [13] в аппарате 
фирмы Bio-Rad (США) при непрерывной элюции 
белков из геля. Фракции, в которых была выявлена 
антимикробная активность, отбирали и разделяли 
содержащиеся в них пептиды с помощью несколь-
ких последовательных циклов обращенно-фазо-
вой высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (ОФ ВЭЖХ) на установке Gold System фирмы 
Beckman (США) с использованием колонок Vydac 
C-18 (4.6 × 250 мм; диаметр частиц сорбента 5 мкм). 
Чистоту полученных после ОФ ВЭЖХ фракций 
оценивали с помощью аналитического ЭФ [14], масс-
спектрометрии, а также аналитической ОФ ВЭЖХ. 
Концентрацию белка в очищенных препаратах 
определяли по методу Брэдфорд, а также по мето-
ду Вольфа [15]. Концентрацию растворов химически 
синтезированных пептидов рассчитывали по сухому 
весу порошка пептида.

Оценка антимикробной активности пептидов
Для характеристики антимикробной активности 
мини-бактенецинов использовали два метода – ме-
тод радиальной диффузии в агарозном геле и метод 
серийных разведений в жидкой питательной среде. 
Штаммы микроорганизмов любезно предоставлены 
Р. Лерером (Калифорнийский университет г. Лос-
Анджелеса, США), А. Тосси (университет г. Триеста, 
Италия), Е.И. Ермоленко («ИЭМ»); сотрудниками 
Военно-медицинской академии; Г.Е. Афиногеновым 
(РНИИТО им. Вредена Минздрава России). 
Использован клинический изолят Pseudomonas ae-
ruginosa, устойчивый к азтреонаму, цефтазидиму, 
цефотаксиму, клинический изолят Klebsiella spp., 
устойчивый к тетрациклину (оба штамма получены 
из мочи больного циститом), клинический изолят 
Acinetobacter baumannii, устойчивый к меропене-
му (из инфицированной раны); клинический изолят 
Staphylococcus intermedius (из инфицированной 
раны, полученной после укуса собакой), устойчи-
вый к ципрофлоксациму, цефуроксиму, клиндами-
цину, эритромицину, рифампицину, гентамицину, 
бензпенициллину, оксациллину; клинический изо-
лят дрожжеподобного грибка Candida parapsilosis, 
устойчивый к амфотерицину и клотримазолу (соскоб 
с ногтевой пластины).

Метод радиальной диффузии в агарозных гелях. 
Применяли методику, предложенную Лерером и др. 
[16] и подробно описанную [12]. Для количественной 
оценки антибиотического действия АМП измеряли 
диаметр зоны ингибирования роста микробов вокруг 
лунок в агарозном геле, в которые были внесены 
пептиды. За 1 условную единицу принимали размер 
0.1 мм. Из измеренного значения вычитали 20 единиц, 

соответствующих диаметру лунки. Минимальную 
ингибирующую рост микробов концентрацию (МИК) 
АМП определяли, строя графики зависимости анти-
микробной активности пептидов от их концентра-
ции в программе Sigma Plot 11 (Systat Software Inc., 
США) и рассчитывая значение для точки пересе-
чения графика линейной регрессии с осью абсцисс 
(концентрация пептидов в мкМ), которое и прини-
мали за МИК. В каждом опыте использовали по две 
параллельных пробы. Опыты повторяли 3 раза, рас-
считывали среднее значение МИК ± среднеквадра-
тичное отклонение.

Метод серийных разведений препаратов в жидкой 
питательной среде. Использовали стандартную ме-
тодику, применяемую в микробиологии для тести-
рования антибиотиков, но с небольшими модифика-
циями, разработанными с учетом специфики АМП 
[17] согласно [12]. За МИК принимали наименьшую 
концентрацию пептида, при которой полностью инги-
бировался видимый рост микроорганизмов в лунках 
96-луночных планшетов. В каждом опыте использо-
вали по три параллельных пробы. Результаты пред-
ставлены как медианы, полученные по трем–пяти 
независимым экспериментам.

Оценка влияния пептидов на проницаемость 
наружной и цитоплазматической мембран E. coli 
ML35p для хромогенных маркеров
Действие пептидов на барьерную функцию мембран 
грамотрицательной бактерии изучали с использова-
нием метода [18] в модификации [19]. Штамм E. coli 
ML35p характеризуется отсутствием пермеазы лак-
тозы, конститутивным синтезом β-галактозидазы 
в цитоплазме, а также содержит β-лактамазу в пе-
риплазматическом пространстве. О состоянии на-
ружной и цитоплазматической мембран клеток E. coli 
ML35p судили по их проницаемости для хромоген-
ных маркеров – нитроцефина и о-нитрофенил-β-D-
галактопиранозида (ONPG), субстратов β-лактамазы 
и β-галактозидазы соответственно. Пробы вносили 
в лунки 96-луночного планшета согласно [12] и из-
меряли оптическую плотность (OD) раствора, об-
условленную появлением продукта гидролиза 
нитроцефина или ONPG при λ = 486 и 420 нм соответ-
ственно с помощью спектрофотометра SpectraMax 
250 (Molecular Devices, США) при 37°С и периодиче-
ском встряхивании планшетов в течение 2 ч. Данные 
обрабатывали в программе Sigma Plot 11. 

Оценка липополисахаридсвязывающей активности 
пептидов
Липополисахаридсвязывающую (липополисахарид-
нейтрализующую) активность пептидов изучали 
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с помощью количественного хромогенного Лимулюс-
теста (Quantitative Chromogenic Limulus Amebocyte 
Lysate; Lonza Walkersvile, США). При проведе-
нии экспериментов и обработке результатов ис-
пользовали подходы, описанные Zhao и соавт. [20]. 
Приготавливали серийные двукратные разведения 
пептидов в воде с 0.01% уксусной кислоты и инку-
бировали АМП с липополисахаридом (ЛПС) E. coli 
O111:B4 в конечной концентрации 0.5 Ед/мл в те-
чение 30 мин при 37оС в планшетах Costar 3596 
(Corning, США). Проводили количественное опре-
деление свободного ЛПС в соответствии с рекомен-
дациями производителя набора. Планшет помеща-
ли в термостатируемую камеру спектрофотометра 
SpectraMax 250 (Molecular Devices, США), инкуби-
ровали при 37оС, измеряя OD раствора при 405 нм; 
вычисляли разницу величин OD в начале инкубации 
и через 10 мин – ∆OD

405
. 

Долю связанного ЛПС (%) определяли по формуле: 

% связанного ЛПС = α(ЛПС без пептида) – 
– α(ЛПС с пептидом) / α(ЛПС без пептида), 

где α  = ∆OD
405

(пептид (или вода) с ЛПС) – 
∆OD

405
(пептид (или вода) без ЛПС). Строили кривые 

зависимости доли связанного ЛПС от концентрации 
АМП в инкубационной среде (программа Sigma Plot 
11, Systat Software Inc., США) и определяли ЭК

50
 

(эффективная концентрация 50% или концентрация 
пептидов, при которой 50% ЛПС находится в связан-
ном состоянии). 

Анализ гемолитической активности пептидов
Эритроциты получали из крови здоровых доно-
ров по стандартной методике. Из осадка эритро-
цитов (считали, что осадок содержит 100% суспен-
зию клеток) получали 2.8% суспензию эритроцитов 
в забуференном физиологическом растворе (ЗФР). 
В анализируемые пробы вносили 27 мкл суспензии 
эритроцитов и 3 мкл исследуемого пептида (в разных 
концентрациях) в ЗФР или 3 мкл ЗФР (контроль). 
Пробы (по три повторности) инкубировали при 37°С 
в течение 30 мин, добавляли по 75 мкл охлажденного 
ЗФР и центрифугировали при 5000 g в течение 4 мин. 
Оптическую плотность супернатантов измеряли 
при λ = 540 нм. 

Оценка влияния пептидов на жизнеспособность 
культивируемых клеток 
Жизнеспособность культивируемых клеток человека 
после их 20-часовой инкубации с пептидами оцени-
вали с помощью стандартного МТТ-теста [21] соглас-
но [12]. Культивирование клеток, выделение нейтро-
филов и мононуклеарных клеток периферической 

крови здоровых доноров проводили по стандартным 
методикам.

Масс-спектрометрия
Молекулярные массы выделенных пептидов опреде-
ляли на MALDI-времяпролетном масс-спектрометре 
Reflect III (Bruker, Германия), оснащенном УФ-
лазером с длиной волны 336 нм. В качестве матри-
цы использовали 2,5-дигидроксибензойную кислоту 
(Sigma, Германия) в 20% ацетонитриле, 0.1% ТФУ 
в концентрации 10 мг/мл. Указаны средние молеку-
лярные массы.

Определение аминокислотной последовательности
Аминокислотную последовательность определя-
ли, используя систему для секвенирования бел-
ков Procise cLC 491 (Applied Biosystems, США). 
Фенилтиогидантоиновые производные аминокис-
лотных остатков идентифицировали на анализаторе 
120A PTH (Applied Biosystems, США).

Синтез мини-бактенецинов
Mini-ChBac7.5Nα и mini-ChBac7.5Nβ синтезиро-
вали с помощью твердофазного синтеза и Fmoc/
tBu-стратегии на пептидном синтезаторе Syro2000 
(MultiSynTech GmbH, Германия) [22]. После за-
вершения синтеза пептиды снимали смесью 5% 
воды, 4% м-крезола, 5% тиоанизола и 2% этандити-
ола в ТФУ при комнатной температуре в течение 
4 ч и осаждали охлажденным диэтиловым эфиром. 
Синтезированные пептиды очищали с использо-
ванием ВЭЖХ Äkta (Amersham Bioscience GmbH, 
Германия) на колонке Jupiter C18 (20 мм × 250 мм, 
Phenomenex Inc., США) в линейном градиенте ацето-
нитрила с 0.1% ТФУ. Молекулярные массы пептидов 
подтверждали с помощью MALDI-TOF-MS, чисто-
ту – ОФ ВЭЖХ.

Статистическая обработка результатов
Статистическую значимость различий между 
опытными и контрольными группами при опреде-
лении цитотоксической активности АМП для кле-
ток человека оценивали с применением t-критерия 
Стьюдента (p < 0.05), n = 6 в программе Prism 5 
(GraphPad Software Inc., США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Выделение и очистка новых антимикробных 
пептидов из лейкоцитов козы
При выделении пептидов обеспечивали условия, 
при которых возможен процессинг предшественни-
ков кателицидинов с высвобождением зрелых АМП. 
Для разделения катионных пептидов, полученных 
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после ультрафильтрации экстрактов лейкоцитов 
козы через мембрану YM-10, использовали препа-
ративный электрофорез. Фракции анализировали, 
измеряя оптическую плотность растворов при длине 
волны 280 нм, а также оценивая антимикробную ак-
тивность методом радиальной диффузии (рис. 1А). 
Фракции 17–24 содержали компоненты с наиболь-

шей электрофоретической подвижностью по направ-
лению к катоду – пептиды с молекулярными массами 
от 2.8 до 6 кДа, обладающие антимикробной активно-
стью (пик 1), в пиках 2 и 3 – бактенецины ChBac3.4 
и ChBac5 (рис. 1А). 

Для получения индивидуальных пептидов, выхо-
дящих во фракциях, соответствующих пику 1, при-

Рис. 1. Выделение и очистка мини-бактенецинов из экстракта лейкоцитов домашней козы. А – профиль элюции 
белков с электрофоретической колонки при проведении препаративного электрофореза (ПЭФ) белков 
из экстракта лейкоцитов козы после ультрафильтрации материала через мембрану YM-10. Пик 1 – пептиды 
с молекулярными массами 2.8–6 кДа, в состав которых входили мини-бактенецины; пик 2 – ChBac3.4; пик 3 – 
ChBac5. Антимикробная активность белков во фракциях против E. coli ML35p и Listeria monocytogenes EGD 
(ось ординат – справа). Б, В – профиль элюции пептидов с колонки Vydac C-18 при проведении ОФ ВЭЖХ 
с использованием градиента концентраций ацетонитрила от 0 до 60% за 60 мин (с 0.1% трифторуксусной 
кислоты) для разделения объединенных фракций 19–24 после ПЭФ (Б) или 0–20% за 20 мин, 20–50% за 60 мин, 
50–60% за 10 мин (с 0.13% гептафтормасляной кислоты) для разделения мини-бактенецинов (В). Стрелками 
отмечены пики, в которых выходили пептиды со средними молекулярными массами 2895.5 и 2739.3 Да – мини-
бактенецины mini-ChBac7.5Nα и -β
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меняли последовательные циклы ОФ ВЭЖХ с ис-
пользованием различных противоионов. На рис. 1Б 
представлены результаты, полученные при про-
ведении первого этапа хроматографического раз-
деления пептидов, содержащихся в объединенных 
фракциях 19–24. Антимикробная активность выяв-
лена во фракциях, отмеченных стрелкой (24–26-я 
минута) и содержащих два пептида со средними мо-
лекулярными массами 2895.5 и 2739.3 Да. Для раз-
деления пептидов проводили рехроматографию 
с применением в качестве противоиона гептаф-
тормасляной кислоты (рис. 1В). Получили инди-
видуальные пептиды (названные нами мини-бак-
тенецинами), выходящие с колонки во фракциях, 
соответствующих пикам, отмеченным стрелками 
на хроматограмме, – пептид со средней молекуляр-
ной массой 2895.5 Да – mini-ChBac7.5Nα и 2739.3 
Да – mini-ChBac7.5Nβ. 

Анализ первичной структуры выделенных 
АМП показал, что оба пептида представляют со-
бой N-концевые фрагменты бактенецина 7.5 козы, 
информация о структуре которого, полученная пу-
тем клонирования гена, представлена в базе данных 
(Q9XSQ9, (Q9XSQ9_CAPHI) UniProtKB/TrEMBL) 
[23], но соответствующий белковый продукт не был 
выделен ранее из лейкоцитов (рис. 2). Описано вы-
деление фрагмента бактенецина 7.5 овцы (пептида, 
структурно сходного с бактенецином 7.5 козы), одна-
ко эта молекула представляла собой С-концевой уча-
сток бактенецина 7.5 [2]. Учитывая, что этот пептид 
был назван OaBac7.5mini, мы по аналогии назвали 
наши пептиды mini-ChBac7.5Nα и -β, добавив букву 
N, указывающую на то, что это N-концевые фраг-
менты (Ch – аббревиатура C. hircus, домашняя коза). 

Процедуру выделения и очистки повторя-
ли в нескольких сериях экспериментов, по-
лучая при этом одни и те же фракции ми-

ни-бактенецинов. Приведенные выше данные 
получены при использовании материала, в котором 
белки экстрагировали с помощью 10% уксусной кис-
лоты. Мини-бактенецины выявлены также при экс-
тракции белков детергентом – бромистым цетилтри-
метиламмонием. Ингибиторы протеаз не применяли, 
так как в этом случае не удается получить зрелые 
формы АМП семейства кателицидинов.

Таким образом, из лейкоцитов козы впервые вы-
делены пептиды – N-концевые фрагменты бактене-
цина 7.5. Полноразмерный бактенецин 7.5 выявить 
не удалось, вероятно, бόльшая его часть подверглась 
протеолитическому расщеплению. 

Антимикробная активность мини-бактенецинов
Антимикробную активность мини-бактенецинов, по-
лученных с помощью химического синтеза, анализи-
ровали с применением двух методов – радиальной 
диффузии в агарозном геле (РД) и метода серийных 
разведений в жидкой питательной среде (таблица). 
При оценке активности бактенецинов методом РД 
пептиды инкубировали с микроорганизмами в раз-
ных условиях: в среде с низкой ионной силой (0.01 М 
натрий-фосфатный буфер рН 7.4 без добавления со-
лей) и в той же среде, но с добавлением 100 мМ хло-
рида натрия. 

Установлено, что известные к настоящему вре-
мени пролин-богатые АМП (ПБ-АМП) обладают 
высокой антимикробной активностью в отношении 
грамотрицательных бактерий и сниженной в отно-
шении большинства грамположительных, особенно 
стафилококков [24]. Нами показано, что в среде с низ-
кой ионной силой мини-бактенецины проявляют ши-
рокий спектр антимикробного действия и высокую 
активность в отношении как грамотрицательных, 
так и грамположительных бактерий, включая ста-
филококков, а также C. albicans (таблица). Однако 

mini-ChBac7.5Nα RRLRPRRPRLPRPRPRPRPRPR 
mini-ChBac7.5Nβ RRLRPRRPRLPRPRPRPRPRP
ChBac7.5 RRLRPRRPRLPRPRPRPRPRPRSLPLPRPQPRRIPRPILLPWRPPRPIPRPQPQPIPRWL
BtBac7 RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPGPRPIPRPLPFPRPGPRPIPRPLPFPRPGPRPIPRP
OaBac7.5 RRLRPRRPRLPRPRPRPRPRPRSLPLPRPQPRRIPRPILLPWRPPRPIPRPQPQPIPRWL
OaBac7.5mini                                RRIPRPILLPWRPPRPIPRPQPQPIPRWL
ChBac5 RFRPPIRRPPIRPPFNPPFRPPVRPPFRPPFRPPFRPPIGPFP*
ChBac3.4 RFRLPFRRPPIRIHPPPFYPPFRRFL*

Рис. 2. Первичная структура выделенных из лейкоцитов козы антимикробных пептидов – мини-бактенецинов 
mini-ChBac7.5Nα и -β в сравнении со структурами ряда бактенецинов: Bac7 быка (BtBac7 – отличающиеся амино-
кислотные остатки подчеркнуты) [5], OaBac7.5 [9] и OaBac7.5mini [2] овцы, и ChBac5 [11] и ChBac3.4 [12] козы. 
Приведена также структура полноразмерного ChBac7.5. * – амидированный С-конец молекулы
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при повышении ионной силы среды активность АМП 
снижается в отношении как стафилококков, так и С. 
albicans. В случае грамотрицательных бактерий за-
висимость активности мини-бактенецинов от ионной 
силы среды менее выражена.

При изучении антимикробной активности пепти-
дов методом серийных разведений в жидкой пита-
тельной среде (таблица) показана высокая анти-
микробная активность мини-бактенецинов против 
грамотрицательных бактерий, включая штаммы, 
устойчивые к ряду применяемых в клинике анти-
биотиков: P. aeruginosa (устойчивость к азтреонаму, 
цефтазидиму, цефотаксиму), Klebsiella spp. (устой-
чивость к тетрациклину), A. baumannii (устойчи-
вость к меропенему) – МИК 2–4 мкМ. Пептиды 
проявляют выраженную активность в отношении 
грамположительных бактерий Listeria monocyto-
genes и Micrococcus luteus, однако их антибакте-
риальное действие в отношении стафилококков, 
а также представителей рода Candida практиче-
ски не выявляется в диапазоне концентраций от 1 
до 64 мкМ.

Влияние АМП на проницаемость наружной 
и цитоплазматической мембран E. coli ML35p 
для хромогенных маркеров
Одна из важнейших задач изучения функциональ-
ных свойств АМП – обнаружение основной мишени 
их антимикробного действия. У большинства АМП 
это бактериальные мембраны – пептиды вызывают 
их быструю и необратимую дезинтеграцию. Однако 
некоторые АМП, в том числе ПБ-АМП, преимуще-
ственно нарушают внутриклеточные процессы в бак-
териальных клетках и повреждают их мембраны 
лишь в концентрациях, значительно превышающих 
МИК [25]. Нами изучено влияние мини-бактенецинов 
на проницаемость наружной и цитоплазматической 
мембраны E. coli ML35p. На рис. 3 представлена ки-
нетика действия mini-ChBac7.5Nα в концентрации 
0.6–20 мкМ на мембраны E. coli ML35p. В качестве 
пептида сравнения использовали бактенецин козы 
ChBac3.4 (5 мкМ, что в 2 раза выше МИК), а поло-
жительным контролем служил мембраноактивный 
пептид протегрин 1 (PG-1) свиньи. Проницаемость 
наружной мембраны бактерии для хромогенного 

Антимикробная активность мини-бактенецинов козы: минимальные ингибирующие концентрации пептидов 
(мкМ), установленные методом радиальной диффузии в агарозном геле (РД) и методом серийных разведений 
в жидкой питательной среде (СР)

 Микроорганизм

mini-ChBac7.5Nα mini-ChBac7.5Nβ
Метод РД* Метод СР** Метод РД* Метод СР**

без  
NaCl

100 мM  
NaCl

питательный 
бульон***

без  
NaCl

100 мM  
NaCl

питательный 
бульон***

E. coli ML35p 0.3 ± 0,1 1.5 ± 0.2 1 0.3 ± 0.1 1.4 ± 0.2 1
E. coli ATCC 25922 0.6 ± 0.1 0.9 ± 0.2 2 0.5 ± 0.2 0.8 ± 0.2 2

E. coli M17 0.5 ± 0.1 0.8 ± 0.1 2 0.5 ± 0.1 0.9 ± 0.2 1
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1.1 ± 0.4 3.7 ± 1.2 2 1.0 ± 0.3 3.2 ± 0.8 2

Pseudomonas aeruginosa клинический изолят - - 2 - - 2
Klebsiella spp. клинический изолят - - 4 - - 4

Acinetobacter baumannii клинический изолят - - 2 - - 4
Listeria monocytogenes EGD 0.2 ± 0.1 1.0 ± 0.2 2 0.2 ± 0.1 0.9 ± 0.2 2
Micrococcus luteus CIP A270 - - 1 - - 1
Staphylococcus aureus 710A 0.7 ± 0.2 >50 > 64 0.6 ± 0.1 >50 > 64

Staphylococcus aureus АТСС 25923 - - > 64 - - > 64
MRSA ATCC 33591 0.7 ± 0.2 >50 > 64 0.5 ± 0.1 >50 > 64

Staphylococcus intermedius клин. изолят - - > 64 - - > 64
Candida albicans 820 0.3 ± 0.1 >50 64 0.3 ± 0.1 >50 > 64

Candida parapsilоsis клинический изолят - - > 64 - - > 64

*Данные представлены как среднее ± среднеквадратичное отклонение (n = 6); пептиды инкубировали с микро-
организмами – в одном случае в 10 мМ натрий-фосфатном буфере рН 7.4, в другом случае в 10 мМ натрий-
фосфатном буфере рН 7.4, содержащем 100 мM NaCl. 
**Данные представлены как медианы, полученные в результате трех–пяти серий экспериментов (каждый выпол-
няли в трех повторностях).
***Бульон Мюллера–Хинтона для бактерий, среда Сабуро для грибов. 
«-» – Тест не проводили.
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маркера повышается при действии мини-бактене-
цина практически во всем исследуемом диапазоне 
концентраций, хотя в случае PG-1 (2.5 мкМ, что в 2 
раза выше МИК) эффект более выражен. Однако 
пептид лейкоцитов козы не оказывает существен-
ного воздействия на проницаемость цитоплазмати-
ческой мембраны E. coli для маркерной молекулы. 
Лишь при высоких концентрациях пептида (10 и 20 
мкМ), значительно превышающих МИК (1–2 мкМ), 
данные несколько отличаются от значений в контро-
ле, где отсутствовали АМП. Эффект ChBac3.4, в от-
личие от мини-бактенецина, проявляется уже в кон-
центрации, в 2 раза превышающей МИК. Для второго 
мини-бактенецина и mini-ChBac7.5Nα результаты 
практически не отличались (данные не приведены). 
Полученные данные позволяют заключить, что бак-
териальные мембраны не являются основной ми-
шенью изучаемых нами мини-бактенецинов, 
как и других известных ПБ-АМП. Вероятно, подобно 
фрагментам Bac7 быка и OaBac7.5 овцы они могут 
связываться с шапероном DnaK и модулировать его 
ATP-азную активность, нарушая процесс белкового 
фолдинга в клетке [25, 26], или взаимодействовать 
с 70S рибосомами, нарушая процесс трансляции, 
как показано для апидецинов, онкоцинов, фрагмен-
та 1–35 Вас7 быка [27, 28]. Как и фрагменты 1–35 
Вас7 быка, которые воздействовали на цитоплазма-
тическую мембрану E. coli ML35p в концентрациях, 
в несколько раз превышающих МИК [24], мини-бак-
тенецины влияют на проницаемость внутренней мем-
браны этой бактерии лишь в концентрациях, в 10–20 
раз превышающих МИК.

Липополисахаридсвязывающая активность мини-
бактенецинов козы
Связывание с липополисахаридом (ЛПС) – ком-
понентом наружной мембраны грамотрицатель-
ных бактерий – одно из важных свойств АМП, 
так как от характера этого связывания во многом за-
висит и последующая эффективность антимикроб-
ного действия пептидов. При разработке лекарствен-
ных препаратов на основе АМП большое внимание 
наряду с антимикробными свойствами уделяют 
и ЛПС-связывающей (нейтрализующей) активно-
сти, учитывая важность получения соединения, ко-
торое может способствовать не только инактивации 
патогенных микроорганизмов, но и предотвращать 
или устранять последствия септического шока, вы-
зываемого грамотрицательными бактериями, – се-
рьезного осложнения инфекционных заболеваний, 
часто приводящего к смертельному исходу. В послед-
нее время опубликовано большое количество работ, 
в которых комплексно анализируется зависимость 
особенностей структуры пептидов – прототипов 
лекарственных средств от их антимикробного дей-
ствия, селективности по отношению к прокариоти-
ческим клеткам и ЛПС-нейтрализующим свойствам. 
Показано, что ЛПС-нейтрализующая активность 
пептида зависит от соотношения гидрофобности/
величины суммарного положительного заряда его 
молекулы [29]. Путем определения эффективной 
концентрации, при которой 50% ЛПС (ЛПС E. coli 
O111:B4) находится в связанном с пептидом состо-
янии [20], нами оценена ЛПС-связывающая актив-
ность мини-бактенецинов. Для сравнения приведены 

Рис. 3. Кинетика изменения 
проницаемости наружной (левая 
панель) и цитоплазматической 
(правая панель) мембран E. 
coli ML35p для хромогенных 
маркеров при действии мини-
бактенецина mini-ChBac7.5Nα 
в различных концентрациях 
(мкМ): 1 – 0.6; 2 – 1.2; 3 – 2.5; 
4 – 5; 5 – 10; 6 – 20. По оси 
ординат – время инкубации 
пептидов с бактерией; по оси 
абсцисс – оптическая плотность 
раствора, содержащего 
продукты гидролиза 
хромогенных субстратов. 
В качестве пептида сравнения 
использовали бактенецин 
козы ChBac3.4 (5 мкМ), 
а положительного контроля – 
протегрин 1 (PG-1 – 2.5 мкМ)
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данные, полученные для других АМП лейкоцитов 
козы – бактенецинов ChBac3.4, ChBac5 и пептида 
с низкой антимикробной активностью – химически 
синтезированного С-концевого участка (аминокис-
лотные остатки 20–43) бактенецина ChBac5 (ChBac5 
20–43). Положительным контролем служил полимик-
син В, известный как соединение, обладающее высо-
кой аффинностью к ЛПС (рис. 4). Мини-бактенецины 
характеризуются значительно более высокими по-
казателями рассматриваемого вида активности 
по сравнению с ChBac5 20–43, хотя и несколько 
уступают бактенецинам ChBaс3.4 и ChBac5, что мо-
жет объясняться бόльшим суммарным положитель-
ным зарядом молекул мини-бактенецинов и мень-
шей их гидрофобностью по сравнению с ChBaс3.4 
и ChBac5 (рис. 4). Mini-ChBac7.5Nα содержит 12 
остатков аргинина и лишь два остатка лейцина (mini-
ChBac7.5Nβ – 11 остатков аргинина и два лейцина). 
Кроме того, мини-бактенецины не содержат остатков 
ароматических аминокислот, присутствие которых (в 
особенности остатка триптофана), как полагают, обу-
словливает повышенную ЛПС-нейтрализующую ак-
тивность [30]. ChBac3.4 и ChBac5, напротив, содержат 
относительно большое количество остатков аромати-
ческих аминокислот, главным образом, фенилалани-
на. Полученные данные предоставляют информацию 
для анализа закономерностей проявления различ-
ных видов биологической активности АМП, а также 
указывают на возможность разработки антибиотиче-
ских препаратов на основе мини-бактенецинов путем 

создания их аналогов, содержащих большее количе-
ство остатков гидрофобных аминокислот, в частности 
триптофана. 

Действие мини-бактенецинов на клетки 
млекопитающих
Как известно, большинство ПБ-АМП не обладает вы-
раженной токсичностью для клеток млекопитающих 
[25]. Оценка гемолитической активности мини-бак-
тенецинов в отношении эритроцитов человека по-
казала, что в концентрации 1–100 мкМ оба пептида 
не оказывают выраженного действия на эритроциты. 
Показатели проб, содержащих пептиды в этих кон-
центрациях, не отличались статистически значимо 
от показателей в контрольных пробах, не содержа-
щих АМП (p > 0.05, t-критерий Стьюдента, n = 9).

С применением МТТ-теста определено действие 
мини-бактенецинов в концентрации 1–30 мкМ 
на клетки человека. Установлено, что пептиды об-
ладают низкой цитотоксической активностью в отно-
шении различных типов культивируемых клеток че-
ловека, а именно, клеток эритромиелоидного лейкоза 
К-562, гистиоцитарной лимфомы U-937, промиело-
цитарного лейкоза HL-60, эпителиоидной карцино-
мы легкого А-549, эпидермоидной карциномы А-431, 
остеосаркомы человека MG-63, а также нормальных 
фибробластов кожи человека, фибробластов легко-
го эмбриона человека MRC-5, нейтрофилов и моно-
нуклеарных клеток периферической крови челове-
ка. Показатели цитотоксичности, полученные после 

Рис. 4. Связы-
вание липо-
полисахарида 
мини-бактенеци-
нами в сравнении 
с бактенецинами 
козы ChBac3.4 
и ChBac5 и фраг-
ментом ChBac5 
20–43, облада-
ющим низкой 
антимикробной 
активностью. 
Положительный 
контроль – поли-
миксин В (PmxB). 
Приведены 
средние значения 
± среднеквадра-
тичное отклоне-
ние, n = 6. В та-
блице указаны 
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24 ч инкубации с пептидами, не отличались значимо 
от величин, рассчитанных для контрольных проб, 
не содержащих пептиды, во всем диапазоне концен-
траций – 1–30 мкМ (p > 0.05, t-критерий Стьюдента, 
n = 9). Эти данные свидетельствуют об избиратель-
ности действия мини-бактенецинов козы в отноше-
нии микробных клеток, что согласуется с наблюде-
ниями, в которых установлена низкая токсичность 
N-концевых фрагментов 1–16, 1–23, 1–35 Вас7 быка 
для клеток млекопитающих [24].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Из лейкоцитов домашней козы C. hircus нами вы-
делены два антимикробных пептида, названных 
мини-бактенецинами mini-ChBac7.5Nα и mini-
ChBac7.5Nβ, которые являются N-концевыми фраг-
ментами пептида ChBac7.5, впервые полученными 
из клеток крови. Из лейкоцитов овцы ранее были 
выделены несколько фрагментов бактенецинов – 
OaBac11, OaBac5, OaBac7.5 [2]. С-Концевой фраг-
мент (32–60), выделенный Андерсон и соавт. [2] и на-
званный OaBac7.5mini, имел относительно низкую 
антимикробную активность [31] по сравнению с ак-
тивностью N-концевых фрагментов бактенецина 7.5 
козы. Мини-бактенецины козы имеют структурное 
сходство и с N-концевой частью Bac7 быка [5] (рис. 2). 
Для проявления антимикробной активности Вас7 
быка необходим именно N-концевой участок моле-
кулы (не менее 16 аминокислотных остатков) [24], 
по длине примерно соответствующий выделенным 
нами пептидам. С-Концевые фрагменты Вас7 быка 
имели низкую антимикробную активность [24]. В мо-
лекулах бактенецинов 7.5 козы и овцы, а также бак-
тенецина 7 быка N-концевые участки имеют высокое 
структурное сходство, в то время как С-концевые 
области значительно различаются. Обнаружение 
фрагментов бактенецинов 7.5 овцы [2] и мини-бакте-
нецинов козы позволяет предположить, что именно 
после фрагментации образовавшиеся пептиды и вы-
полняют основные защитные функции: N-концевые 
производные – антимикробную, а С-концевые, воз-
можно, играют другую роль, которая еще до конца 
не выяснена. 

Предположение о важности фрагментации зре-
лых форм АМП, в том числе и для регуляции их 
биологических эффектов в ходе развития инфекци-
онного процесса, было выдвинуто при изучении про-
теолитического расщепления кателицидина LL-37 
человека. В результате расщепления этого пептида 
образуются фрагменты, часть из которых облада-
ет более выраженной антимикробной активностью, 
чем полноразмерный LL-37 [1, 32]. Однако установ-
лено, что при высокой антимикробной активности 
иммуномодулирующая активность этих пептидов 

снижена по сравнению с полноразмерным кателици-
дином [32]. Характер фрагментации кателицидина 
зависит от многих факторов, но в наибольшей сте-
пени – от активности протеаз, осуществляющих его 
процессинг, и от активности их ингибиторов [1]. Эти 
факторы, в свою очередь, зависят от параметров, 
определяемых микроокружением, которое может 
изменяться в ходе инфекционного или других пато-
логических процессов. Поэтому фрагментация кате-
лицидина человека может рассматриваться как один 
из механизмов тонкой и многогранной регуляции 
функциональной активности АМП. С другой сторо-
ны, на основании изучения биологической актив-
ности фрагментов этого пептида разрабатываются 
разнообразные антибактериальные, а также и проти-
воопухолевые пептидные препараты – производные 
LL-37, которые рассматриваются как перспективные 
прототипы новых лекарственных средств. 

Фрагментации подвергаются и другие антими-
кробные полипептиды, при расщеплении которых 
образуются их укороченные варианты с выражен-
ной бактерицидной активностью. Например, при про-
цессинге лактоферрина, компонента специфических 
гранул нейтрофилов, образуется антимикробный 
пептид лактоферрицин, который рассматривается 
как соединение, играющее самостоятельную биоло-
гическую роль в осуществлении защитных функций 
нейтрофилов [33]. Из лейкоцитов и кожных покро-
вов ряда рыб и амфибий получены фрагменты ги-
стонов, обладающие антимикробной активностью и, 
как предполагается, выполняющие защитные функ-
ции [34, 35]. 

Представляют интерес ферменты, которые мо-
гут осуществлять подобный процессинг ПБ-АМП, 
в частности бактенецина 7.5 козы. Можно предпо-
ложить, что в этом процессе принимают участие 
несколько различных протеаз, а расщепление, воз-
можно, включает несколько стадий. В случае mini-
ChBac7.5Nβ одним из таких ферментов может быть 
пролилэндопептидаза (PREP [КФ 3.4.21.26]) или про-
лилкарбоксипептидаза (PRCP [КФ 3.4.16.2]), рас-
щепляющие пептидную связь между остатками 
пролина и аргинина (в молекуле ChBac7.5 – между 
остатками пролина 21 и аргинина 22). Эти протеазы 
присутствуют в нейтрофильных гранулоцитах и, 
как показано, играют немаловажную роль в реакци-
ях воспалительного процесса [36]. Дальнейшее иссле-
дование с использованием ингибиторов протеаз раз-
личного типа позволит пролить свет на этот вопрос.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Получение из лейкоцитов домашней козы высоко-
активных антимикробных пептидов, названных 
нами мини-бактенецинами mini-ChBac7.5Nα и mini-
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ChBac7.5Nβ и представляющих собой N-концевые 
фрагменты бактенецина 7.5, свидетельствует в поль-
зу представления о важности фрагментации антими-
кробных пептидов врожденного иммунитета – одного 
из факторов, необходимых для реализации и регуля-
ции защитных реакций при развитии инфекционного 
или воспалительного процессов. Показано, что мини-
бактенецины проявляют высокую антимикробную 
активность в отношении грамотрицательных бакте-
рий, включая антибиотикоустойчивые штаммы, об-
ладают липополисахаридсвязывающей активностью, 
не проявляют токсичности по отношению к культи-
вируемым клеткам человека. Все это свидетельству-

ет о перспективности дальнейшего исследования 
антимикробной активности этих соединений на боль-
шем числе микроорганизмов и изучения возможно-
сти разработки на их основе новых антибактериаль-
ных терапевтических препаратов. 

Работа поддержана грантом ФЦП «Исследования 
и разработки по приоритетным направлениям 
развития научно-технологического комплекса 

России на 2014–2020 годы» (соглашение 
№ 14.604.21.0104). Уникальный идентификатор 

RFMEFI60414X0104.
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 • Названия генов (кроме обозначения генов дрожжей) пи-
шутся строчным курсивом, названия белков – прямым 
шрифтом.

 • Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокислотных 
остатков (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (ATP, AMP и т.д.) 
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правилами IUPAC.
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членов редколлегии и направляются на внешнее рецен-
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что статья принята к печати. После получения доработанного 
текста рукопись вновь рассматривается редколлегией. До-
работанный текст автор должен вернуть вместе с ответами 
на все замечания рецензента. 

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

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

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

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
в порядке их цитирования, нумеруются и приводятся в ква-
дратных скобках. Ссылке на работу в таблице или в подписи 
к рисунку присваивается порядковый номер, соответствую-
щий расположению данного материала в тексте статьи.

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

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

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

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

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

Шкурников М.Ю. Влияние нагрузок различной интен-
сивности на концентрацию белка теплового шока с молеку-
лярной массой 70 кДа. М.: ФГУ ВНИИФК, 2009.

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

Для связи с редакцией следует использовать сле-
дующие электронные адреса: vera.knorre@gmail.com, 
actanaturae@gmail.com, телефон: (495) 727-38-60.



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                              

Уважаемые коллеги! 
 

С 23 по 28 октября 2016 года в Подмосковье пройдет VI ВСЕРОССИЙСКАЯ С 
МЕЖДУНАРОДНЫМ УЧАСТИЕМ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦИЯ ДЛЯ МОЛОДЫХ УЧЕНЫХ 
«МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ НАНООБЪЕКТЫ И ПОЛИМЕРНЫЕ НАНОКОМПОЗИТЫ». 

 

На школе-конференции будут представлены современные достижения в области синтеза и 
модификации полимерных наночастиц, способов получения полимерных нанокомпозитов, 
исследования их структуры и свойств. Программой предусмотрены пленарные доклады ведущих 
российских и зарубежных ученых, активно работающих в области химии и физики 
наноматериалов, полимерного материаловедения, устные сообщения специалистов и 
аспирантов, стендовые сессии.  

Ключевым событием школы-конференции являются тематические Круглые столы, на 
которых возможно более глубокое обсуждение пленарных докладов, достижений, перспектив и 
проблем представленных научных направлений. Традиционно молодые ученые, аспиранты и 
студенты имеют возможность принять непосредственное участие в дискуссиях.  

В этом году будут проведены специальная сессия и тематический Круглый стол, 
посвященные вопросам организации междисциплинарного сотрудничества между научными 
организациями и инжиниринговыми центрами, бизнес-структурами по таким направлениям как 
получение полимерных наноматериалов и композитов с заданными параметрами и свойствами, 
инновационные технологические приемы их производства, области применения полимерных 
нанокомпозитов. К участию в сессии приглашены ведущие специалисты научно-
исследовательских институтов и научно-производственных объединений («Прометей», ВИАМ, 
ЦАГИ, ЦНИИСМ), а также представители бизнес-структур.  

Рады приветствовать Вас среди гостей и участников конференции! 
Организаторы: ИНЭОС РАН, ИСПМ РАН, ОТДЕЛЕНИЕ ХИМИИ И НАУК О МАТЕРИАЛАХ РАН,  
                                НАУЧНЫЙ СОВЕТ РАН ПО ВЫСОКОМОЛЕКУЛЯРНЫМ СОЕДИНЕНИЯМ 

 
           

 
Дополнительная информация на сайте конференции: http://ineos.ac.ru/conferences/nano2016 
или по e-mail: nano2016@ineos.ac.ru 

VI  ВСЕРОССИЙСКАЯ  С  МЕЖДУНАРОДНЫМ   УЧАСТИЕМ
ШКОЛА  ̶  КОНФЕРЕНЦИЯ   ДЛЯ   МОЛОДЫХ   УЧЕНЫХ 

«МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ   НАНООБЪЕКТЫ   И  
ПОЛИМЕРНЫЕ   НАНОКОМПОЗИТЫ»  






