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АНОНСЫ

Механизм блокирования активности 
летального токсина Bacillus anthracis 
моноклональными антителами

Я. О. Романенко, А. К. Рябко, М. А. Марьин, А. С. Карцева, 
М. В. Силкина, И. Г. Шемякин, В. В. Фирстова
Получено нейтрализующее моноклональное антитело 1Е10 про-
тив летального токсина Bacillus anthracis. Изучен поэтапный ме-
ханизм блокирования летального токсина моноклональным анти-
телом 1Е10. Обнаружено, что взаимодействие моноклонального 
антитела 1Е10 с протективным антигеном приводит к ингибиро-
ванию ферментативной активности летального фактора на этапе 
образования истинной поры.

Схематическая модель сборки и проявле­
ния активности токсинов B. anthracis 

Внеклеточные везикулы микоплазм способны проникать 
в клетки эукариот in vitro и модулировать их протеом

Гидродинамические особенности 
закрученного потока крови в левых 
отделах сердца и аорте

А. В. Агафонов, Е. А. Талыгин, Л. А. Бокерия, А. Ю. Городков
Предложен новый подход к количественному анализу гидродина-
мической структуры потока крови в проточном канале, начинаю-
щемся в левом предсердии и заканчивающемся в конце аорты. Этот 
подход основан на использовании концепции структурной органи-
зации смерчеобразных закрученных струй в каналах определенной 
геометрической конфигурации. 

Схематическое изображение закрученной струи с обозначением  
направления осей координат и векторов составляющих скорости
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А. А. Музыкантов, Э. В. Рожина, Р. Ф. Фахруллин, 
М. О. Гомзикова, М. А. Золотых, О. А. Чернова, 
В. М. Чернов
Внеклеточные везикулы, продуцируемые бактериями, 
опосредуют межклеточные взаимодействия и могут 
быть важными участниками механизмов персистен-
ции инфекционных агентов. В работе впервые показа-
но, что внеклеточные везикулы Acholeplasma laidlawii 
(класс Mollicutes) – убиквитарной микоплазмы, инфи-
цирующей высших эукариот, являющейся также ос-
новным контаминантом клеточных культур и вакцин-
ных препаратов, могут проникать в клетки эукариот 
и модулировать клеточный протеом.

Взаимодействие фибробластов кожи человека с вне­
клеточными везикулами A. laidlawii
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РЕФЕРАТ Предложен новый подход к количественному анализу гидродинамической структуры потока 
крови в проточном канале, начинающемся в левом предсердии и заканчивающемся в конце аорты. Этот 
подход основан на использовании концепции структурной организации смерчеобразных закрученных 
струй в каналах определенной геометрической конфигурации. На основании большого количества экс-
периментальных данных показано, что на всем протяжении рассматриваемого канала существуют ус-
ловия для генерации и поддержания закрученной структуры струи в течение всего сердечного цикла. 
В результате исследования появилось новое направление фундаментальной физиологии и медицины, 
имеющее большое практическое значение для диагностики и лечения расстройств кровообращения, 
сопровождаемых изменением геометрической конфигурации и биомеханических характеристик сердца 
и магистральных сосудов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА левое предсердие, левый желудочек сердца, аорта, закрученный поток крови.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АК – аортальный клапан; ГКМП – гипертрофическая обструктивная кардиоми-
опатия; ЛВ – легочные вены; ЛЖ – левый желудочек; ЛП – левое предсердие; МК – митральный кла-
пан; МСКТ – мультиспиральная компьютерная томография; ПМ – папиллярные мышцы; УЛП – ушко 
левого предсердия; Рлж – давление в ЛЖ; Рлп – давление в ЛП.

УДК 612.133/.179+532.5.031

Гидродинамические особенности 
закрученного потока крови в левых 
отделах сердца и аорте

А. В. Агафонов, Е. А. Талыгин, Л. А. Бокерия, А. Ю. Городков*
Национальный медицинский исследовательский центр сердечно­сосудистой хирургии  
им. А.Н. Бакулева МЗ РФ, Москва, 121552 Россия
*E­mail: agorodkov@bk.ru
Поступила в редакцию 26.04.2021
Принята к печати 12.07.2021
DOI: 10.32607/actanaturae.11439

ВВЕДЕНИЕ
Органы и системы органов живого организма на-
ходятся в определенной иерархии, определяющей 
степень жизнеобеспечения. В этой иерархии первое 
место занимает система кровообращения, обеспечи-
вающая бесперебойное и устойчивое функциони-
рование всего организма. Это определяет широкий 
спектр состояний кровообращения, существующих 
без нарушения стабильности системы и обеспечи-
вающих предельно высокий уровень ее адаптив-
ности. Недостаточно изученным остается вопрос 
о том, что лежит в основе гидродинамической ста-
бильности потока крови, который, на первый взгляд, 
не может быть организованной структурой в силу 
своей нестационарности, сложной геометрической 
формы подвижных обтекаемых граничных поверх-
ностей, биологической нестабильности компонентов 
как жидкой среды, так и стенок проточных кана-
лов. Тем не менее, система органов кровообращения 
способна функционировать с высокими напорно-

расходными характеристиками при малых затратах 
энергии, способна менять свои размеры в процессе 
роста и старения без потери стабильности, способ-
на в несколько раз изменять производительность 
в пределах регуляторного резерва организма и под-
держивать функцию за счет компенсации необрати-
мых существенных геометрических и функциональ-
ных изменений в условиях патологии.

Все это требует наличия особого механизма, обе-
спечивающего такую стабильность (типа маховика 
в механических системах). Однако ни в фундамен-
тальной физиологии, ни в клинической кардиологии 
такой механизм не обозначен и не исследован.

Действительно, вся история исследования крово-
обращения была основана на эмпирическом подхо-
де. Не существует теоретической концепции, обо-
сновывающей общие механизмы движения крови, 
а, следовательно, и методы исследования движения 
крови до сих пор не систематизированы и не на-
правлены на общую цель – понимание механизма 
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доставки крови к органам-мишеням. В результате, 
утвердившиеся и признаваемые сегодня представ-
ления о движении крови содержат большое коли-
чество противоречий и допущений и не позволяют 
составить общее согласованное мнение, основанное 
на единых теоретических предпосылках.

Огромный массив данных, накопленных при ис-
следованиях движения крови в сердце и аорте, 
не позволяет с достаточной точностью объяснить, 
каким образом относительно слабый мышечный на-
сос перекачивает 4–5 л крови ежеминутно на про-
тяжении человеческой жизни, преодолевая оче-
видно высокое сопротивление сосудистого русла; 
за счет чего достигается детерминированное рас-
пределение крови в местах ветвления сосудов; чем 
обеспечивается достаточный венозный возврат 
к сердцу; каковы механизмы регуляции и компен-
сации сердечного выброса и т.д.

Из всего, что известно в физиологии крово-
обращения, только один факт зарегистрирован 
феноменологически и не имеет функционального 
обоснования – это факт закрутки потока крови 
на всех этапах его эволюции в сердце и крупных 
артериальных сосудах. Этот факт был впервые 
зарегистрирован в начале 30-х годов [1], и в по-
следние годы он многократно подтвержден с по-
мощью современной диагностической техники 
[2–5]. Это явление изучал ряд исследовательских 
групп, однако результаты этих работ не позволили 
определить механизмы генерации закрутки пото-
ка и выделить достоверные количественные кри-
терии оценки качества закрученной струи крови 
[6, 7]. Преимущества закрутки потока, деклариру-
емые в проведенных исследованиях, сформулиро-
ваны довольно туманно и сводятся к уменьшению 
размеров отрывных и застойных зон и предотвра-
щению утолщения пограничного слоя вдоль пути 
эволюции потока крови [8]. В ряде работ указано, 
что закрутка потока в аорте связана с распреде-
лением поля скоростей сдвига вдоль стенки аорты 
и может оказывать влияние на атерогенез в аорте 
и крупных артериях [9]. Однако никто не пытался 
объяснить, к каким нежелательным для организ-
ма последствиям может привести нарушение за-
крутки (как это происходит, например, при уста-
новке механических протезов клапанов сердца). 
Тем не менее, известно, что клиническая эффек-
тивность реконструктивных кардиохирургических 
вмешательств выше, если в результате рекон-
струкции восстановлена нормальная анатомическая 
конфигурация полости ЛЖ [10]. 

Многими авторами структура потока исследова-
лась с позиций известных течений – ламинарного 
и турбулентного, однако при этом не учитывался 

факт закрутки потока, что не позволяло объяснить 
физиологический смысл этого феномена (например, 
[11]). Лишь в отдельных работах предпринимались 
такие попытки, но они были ограничены только 
общими рассуждениями о том, что закрутка пото-
ка, являясь физиологической нормой, благотворна 
для кровообращения [12]. Так, закрутку потока рас-
сматривали как результат патологического изме-
нения стенки аорты в результате стеноза или ате-
рогенеза [13]. В большом цикле работ вихревые 
структуры, возникающие в полости левого желу-
дочка, рассматривают как результат отрыва струи, 
заполняющей полость, с края створки митрального 
клапана [14, 15]. И только в серии работ, опублико-
ванных с участием Н.Б. Кузьминой, утверждалось, 
что закрутка потока крови является имманентным 
свойством нормального кровообращения (см., напри-
мер, [16]). 

Закрученные течения широко распространены 
в природе [17, 18] и технологических процессах [19–
23]. Несмотря на огромное количество эксперимен-
тальных и теоретических исследований, многие яв-
ления, связанные с закрученными потоками, до сих 
пор не поняты. В частности, отсутствуют общепри-
нятые модели торнадо [17, 18], распада вихря [20] 
и процесса энергоразделения в вихревых трубах 
Ранка–Хилша [20–23]. Это затрудняет интерпрета-
цию экспериментов, демонстрирующих сложную ор-
ганизацию взаимодействующих вихревых структур, 
которым часто сопутствует неустойчивость и турбу-
лентность. 

Простые приближенные модели закрученных те-
чений можно искать среди точных решений урав-
нений гидродинамики [24, 25]. В частности, решения 
[24] являются групповыми инвариантными реше-
ниями уравнений Навье–Стокса и неразрывности 
[26]. Распространенную проблему представляет 
интерпретация инвариантных решений, как точ-
ных или асимптотических решений корректной 
начально-краевой задачи, имеющей физический 
смысл. Например, можно использовать эти решения 
для квазистационарного анализа сложных дина-
мических систем. Другая проблема аналитического 
описания закрученных потоков связана с существо-
ванием большого количества парадоксов [27], воз-
можностей коллапса, нарушения симметрии и ги-
стерезиса [28].

При этом закрученные потоки нашли широкое 
применение в технике в виде струйных технологий, 
завихрителей, теплообменников, горелок и пр. 

Предлагаемый обзор представляет собой попытку 
систематизации результатов, полученных в НМИЦ 
ССХ им. А.Н. Бакулева за последние 20 лет, с це-
лью формирования непротиворечивой концепции 
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движения крови в сердце и магистральных сосудах 
на основании существующих представлений о цен-
тростремительных закрученных течениях вязкой 
жидкости.

ТОЧНЫЕ РЕШЕНИЯ НЕСТАЦИОНАРНЫХ 
УРАВНЕНИЙ ГИДРОДИНАМИКИ ДЛЯ КЛАССА 
ЦЕНТРОСТРЕМИТЕЛЬНЫХ ЗАКРУЧЕННЫХ ТЕЧЕНИЙ 
ВЯЗКОЙ ЖИДКОСТИ
Уравнения Навье–Стокса описывают движение 
вязкой ньютоновской жидкости в классической ги-
дродинамике и представляют собой систему диф-
ференциальных уравнений в частных производных. 
Эти уравнения не имеют аналитического решения. 
Тем не менее, они широко применяются в математи-
ческом моделировании многих природных явлений 
и технических задач. 

Качественный сдвиг в исследовании роли закрут-
ки потока крови в насосно-транспортном сегменте 
системы кровообращения (сердце и магистраль-
ные артерии) стал возможным после обнаружения, 
идентификации и формального описания нового 
класса закрученных струй, возникающих на дне 
углублений определенной формы, обтекаемых по-
током среды и названных смерчеобразными [29, 30]. 
Экспериментально показано, что смерчеобразные 
струи изменяют характер обтекания, существенно 
снижая гидродинамическое сопротивление и интен-
сифицируя тепломассообмен на таких поверхностях. 
Эти гидродинамические особенности позволили вы-
двинуть гипотезу о потенциальности обнаруженных 
струй в продольном и радиальном направлениях 
и получить точные решения уравнений Навье–
Стокса и неразрывности, описывающие структуру 
течений этого класса (т.е. поле скоростей и давле-
ний во всем объеме струи) при заданных начальных 
и граничных условиях [24, 25]. 

Полученные решения уравнений Навье–Стокса 
и неразрывности использованы нами для квази-
стационарного анализа особенностей течения крови 
в центральных отделах системы кровообращения. 
В соответствии с этими решениями, любое радиаль-
но сходящееся закрученное течение исчерпываю-
щим образом можно охарактеризовать в цилиндри-
ческой системе координат через величины векторов 
скорости в продольном (uz), радиальном (ur) и тан-
генциальном (uφ) направлениях (рисунок). Тогда 
суммарная скорость u∑ потока равна 

u u u ur z
2 2 2= + + ϕΣ

А выражения для каждой из составляющих 
скорости в общем виде выглядят следующим об-
разом:
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где v – кинематическая вязкость; C0(t), C2(t), Г0(t), 
Гi(t), βi(t) – произвольные функции времени, C1, 
B – произвольные константы. Г[...] – гамма-функция 
Эйлера. Функция βi(t) определяется выражением:
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где βi(0) – произвольная постоянная.
В этом классе течений одна вихревая струя от-

личается от другой структурой азимутальной ком-
поненты скорости uφ, но общим признаком всех 
вихревых структур этого класса является потенци-
альность радиальной (ur) и продольной (uz) компо-
нент скорости. Структура скорости простейшей за-
крученной струи из этого класса течений имеет вид:

Схематическое изображение закрученной струи 
с обозначением направления осей координат и векто­
ров составляющих скорости
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В приведенных выше соотношениях uz – про-
дольная, ur – радиальная, uφ – азимутальная ком-
поненты скорости, C0(t) – радиальный градиент 
скорости (с-1), Г0(t) – циркуляция струи (м2/с); C0(t), 
Г0(t) – независимые функции времени, изменяющи-
еся в силу нестационарности течения; v – кинема-
тическая вязкость среды (м2/с).

Такие вихревые струи расходуют энергию в меру 
инерционности и вязкости закручиваемой среды 
за счет ее вращения с азимутальной скоростью uφ. 
Основная диссипация при этом зависит от размера 
и интенсивности вихря и происходит в его приосе-
вой зоне, имеющей радиус

R k
C
2

0

ν=

и представляющей собой ядро течения, где k – коэф-
фициент, отражающий меру снижения азимутальной 
скорости в результате потери энергии в закрученной 
струе, а C0 – градиент скорости в вихре вдоль его ра-
диуса. Этот размер определяет минимальный калибр 
канала, в котором при данных значениях скорости 
течения и вязкости среды может существовать за-
крученный поток рассматриваемого типа.

Приведенные выражения повторяют структуру 
вихря Бюргерса [31] с тем отличием, что они до-
пускают возможность квазистационарного анализа 
струи в силу изменения во времени величин C0, Г0 
и геометрических соотношений в проточном канале. 
Однако приведенные уравнения не удовлетворяют 
условиям прилипания ни в продольном, ни в азиму-
тальном направлениях, что требует предположения 
об особом типе взаимодействий на границе и в ядре 
потока. 

Необходимо подчеркнуть качественное отличие 
этих струй от всего многообразия закрученных по-
токов, широко используемых в различных техниче-
ских устройствах и представляющих собой закру-
ченные турбулентные потоки, возникающие за счет 
принудительной закрутки среды.

Экспериментальные и теоретические исследова-
ния смерчеобразных струй указали на очевидные 
аналогии с известными свойствами потока крови 
и позволили объяснить многие, ранее казавшиеся 
противоречивыми, представления о механизмах ге-
нерации, эволюции и стабильности течений, форми-
руемых в сердце [32–38].

ОБОСНОВАНИЕ ПРИМЕНИМОСТИ «ТОЧНЫХ 
РЕШЕНИЙ» К АНАЛИЗУ ЗАКРУЧЕННОГО ПОТОКА 
КРОВИ
Прежде чем переходить к анализу этих аналогий, 
необходимо сформулировать, что является крити-
чески важным в осуществлении потока крови в рас-
сматриваемом сегменте системы кровообращения.

Итак, чего мы ждем от потока крови в сердце 
и аорте?

1. Чтобы кровь находилась в непрерывном дви-
жении с достаточно высокой скоростью.

2. Чтобы форменные элементы крови двигались 
с одинаковой скоростью, не задерживаясь ни на од-
ной стадии эволюции течения, совершая цикл газо-
обмена с наибольшей эффективностью.

3. Чтобы было минимизировано взаимодействие 
между форменными элементами как друг с дру-
гом, так и с биологически активными белками крови 
в ядре потока (во избежание их активации), и вза-
имодействие форменных элементов и биологически 
активных белков крови с биологически активными 
стенками сердца и сосудов (особенно на тех стади-
ях, когда скорость течения высока) на границе по-
тока. Иначе говоря, чтобы не было зон застоя и от-
рыва потока, а уровень сдвиговых напряжений был 
минимизирован. 

4. Чтобы переход от одного типа течения к друго-
му проходил без скачкообразных переходных про-
цессов (вены–сердце–аорта–магистральные арте-
рии).

5. Чтобы при изменении размеров (при росте ор-
ганизма) или функциональных характеристик про-
точных каналов (при старении) не возникало скач-
кообразных переходных процессов.

6. Чтобы производительность системы в рассма-
триваемом сегменте могла существенно меняться (в 
разы) при минимальном изменении геометрических 
размеров для обеспечения регуляторного резерва 
системы.

7. Чтобы система имела возможность функцио-
нировать и стабилизироваться при необратимом, 
но не катастрофическом изменении геометрической 
конфигурации или функциональных характеристик 
(подвижности, эластичности границ), обеспечивая 
компенсаторный резерв системы.

«Точные решения», описывающие структуру 
струи, возникающей при обтекании углубления 
определенной формы [24, 25], позволяют сформули-
ровать основные свойства течений рассматриваемо-
го класса, которые подтверждены эксперименталь-
но. Основными из них являются:

1. Уменьшение потерь энергии на трении (вязко-
сти). Это означает, что напряжения, возникающие 
в ядре потока и на его границе, существенно сниже-
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ны. Этот феномен подтвержден экспериментально 
при измерении сопротивления обтекания поверх-
ностей с нанесенными углублениями. Показано, 
что закрученные струи, возникающие в углублени-
ях и встраивающиеся в основной поток, обеспечива-
ют существенное достоверное снижение гидродина-
мического сопротивления [13]. 

2. Структурная организация, т.е. движущиеся 
элементы среды перемещаются вдоль линий тока, 
форма которых предопределена и представляет со-
бой осесимметричную сходящуюся спираль. Трубка 
тока представляет собой гиперболоид вращения 
второго порядка. В пределах трубки тока все эле-
менты среды движутся с одинаковой угловой скоро-
стью. Структурная организация струи достигается 
при внешних побудителях закрутки – предвари-
тельной закрутке среды, асимметрии образующей 
поверхности относительно оси струи, направляющих 
лопаток, закручивающих поток.

3. Поперечные градиенты давления. В силу вра-
щения струи в ее осевой зоне возникает область 
пониженного давления. Чем больше азимутальная 
составляющая скорости, тем выше градиенты дина-
мического давления, направленные поперек струи. 
Поэтому в зоне зарождения струи, где азимуталь-
ная составляющая скорости имеет наибольшее зна-
чение, струя засасывает среду. Таким образом, по-
ступление среды в струю происходит только с ее 
торца, а не с боковой границы. Этот факт подтверж-
ден экспериментально по данным визуализации за-
крученных струй в углублениях [13].

4. Структура пограничного слоя. Закрученное те-
чение такого типа осуществляется только при на-
личии совокупности специальных условий в нача-
ле и на границе струи. Эти условия предполагают 
иную структуру пограничного слоя, нежели сдви-
говый пограничный слой Прандтля. Эксперименты 
с обтеканием углублений позволили визуализиро-
вать трехмерный вихревой пограничный слой в ос-
новании струи [13]. Однако трудности исследования 
пограничного слоя не позволяют однозначно судить 
о его структуре. Точные решения, используемые 
нами для анализа, не учитывают условие прилипа-
ния пограничного слоя. Вероятно, это условие вы-
полняется каким-то другим образом, например, за-
меной напряжений сдвига напряжениями качения 
или проскальзыванием пристеночных слоев за счет 
реологических свойств среды. Известно, что в кро-
веносном русле пограничный слой очень тонок 
и не утолщается вдоль потока крови [11]. Возможно, 
что здесь эти условия создаются благодаря пуль-
сирующему режиму потока, динамически изменяю-
щемуся рельефу и подвижности стенок проточного 
канала. При этом они так же могут реализоваться 

через механизм трехмерного вихревого погранич-
ного слоя [39].

5. Сходимость. В силу действия центростреми-
тельных ускорений все линии тока закрученно-
го течения направлены от периферии струи к ее 
оси. Это означает, что струя имеет внешние гра-
ницы, независимо от того, движется она в канале 
или в окружении относительно неподвижной сре-
ды. В силу монотонного уменьшения радиуса струя 
ускоряется на всем протяжении своего существова-
ния. При этом поперечный обмен с внешней средой 
практически отсутствует, что показано эксперимен-
тально при визуализации закрученных струй, воз-
никающих в углублениях [13]. 

6. Конечность – струя имеет начало и конец. 
Начало струи соответствует нулевой точке, в кото-
рой все составляющие скорости равны нулю, напри-
мер, при формировании радиально-азимутального 
закрученного движения над вогнутой криволиней-
ной (образующей) поверхностью. Если скорость 
притока среды внутрь такой поверхности и форма 
поверхности таковы, что возникают силы, выталки-
вающие среду, сохраняющую закрученное движе-
ние, наружу, то формируется закрученная смерче-
образная струя. Концом струи можно считать место, 
где прекращают действовать условия, обеспечива-
ющие поддержание структуры струи (например, ее 
радиус уменьшается настолько, что силы вязкого 
сопротивления в осевой зоне струи начинают пре-
вышать инерцию ее вращения). В этом случае струя 
вырождается в турбулентный или ламинарный по-
ток в зависимости от величины остаточной скоро-
сти. Возможна реструктуризация струи, если вновь 
возникают условия, необходимые для ее формиро-
вания.

7. Стационарность/нестационарность. Струя мо-
жет быть стационарной. Это возможно, если усло-
вия формирования струи не изменяются во времени 
(скорость притока, кривизна образующей поверхно-
сти, сходимость проточного канала соответствуют 
одной и той же трубке тока). Тогда функциональные 
коэффициенты, входящие в «точные решения» (по-
ложение начала координат, произведение zr2, функ-
ции C0 и Г0), являются константами. Струя может 
быть нестационарной (затухающей или пульсиру-
ющей, т.е. периодически возобновляемой). В этом 
случае функциональные коэффициенты C0 и Г0 
изменяются во времени в соответствии с законом 
нестационарности струи, определяемым внешними 
воздействиями.

8. Инерционность вращения струи – вращение 
среды в струе обладает инерцией, поэтому время 
возникновения струи очень мало, а время затухания 
относительно велико. 



ОБЗОРЫ

 ТОМ 13  № 4 (51)  2021 | ACTA NATURAE | 9

Перечисленные свойства центростремительных 
закрученных течений позволяют выдвинуть ряд 
положений, обосновывающих возможность исполь-
зования «точных решений» для анализа механизма 
движения крови на участках кровеносного русла, 
характеризуемых высокими скоростями и достаточ-
но большими размерами, например, в артериальном 
сегменте большого круга кровообращения от левого 
предсердия до аорты.

1. Вращение среды в потоке обеспечивает подсос 
крови из зоны зарождения струи на всем пути ее 
эволюции от левого предсердия до аорты.

2. Продольное перемещение и ускорение струи 
происходят за счет ее сходимости. При этом при от-
сутствии препятствий на пути эволюции струи 
не возникает поперечных вихрей. 

3. Гидродинамическое сопротивление струи 
в рассматриваемом канале может быть снижено 
за счет специальной организации пограничного 
слоя, что может обеспечиваться активной мышеч-
ной и пассивной эластичной подвижностью стенок, 
направляющими анатомическими структурами и, 
возможно, особыми реологическими свойствами 
крови.

4. Закрученное течение может осуществляться 
в безотрывном режиме в искривленном канале, если 
считать, что продольное и радиальное перемещение 
безынерционно, а вращение струи поддерживается 
за счет инерции. При этом закрутка потока возоб-
новляется в каждом сердечном цикле. Таким обра-
зом, ни в одной точке канала не возникает останов-
ки движения среды.

5. «Точные решения» предполагают, что центро-
стремительные закрученные потоки рассматривае-
мого типа формируются вокруг вихревого ядра. Это 
позволяет предположить, что объем струи в пульси-
рующем режиме меняется в зависимости от посту-
пления среды через торец струи. Учитывая, что за-
крученная струя на рассматриваемом участке русла 
затоплена и имеет внешнюю границу, через которую 
обмен средой отсутствует, внешние по отношению 
к струе вторичные течения обеспечивают пропор-
циональное распределение крови по ветвям аорты. 
При этом в ветвях формируются потоки с аналогич-
ной структурой.

Преимуществом используемых решений является 
возможность выразить значения функциональных 
элементов, входящих в выражения для скорости, 
через значения цилиндрических координат системы, 
в которой описана струя. Так как движение струи 
крови в сердце и аорте определяется геометриче-
ской конфигурацией проточного канала, ее струк-
тура должна соответствовать геометрической кон-
фигурации канала, мгновенное состояние которого 

можно количественно охарактеризовать в тех же 
координатах. Таким образом, выражения для поля 
скоростей течения можно получить из описания ди-
намики границ при условии, что эти границы соот-
ветствуют условиям формирования смерчеобразной 
струи.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ, 
УКАЗЫВАЮЩИЕ НА СООТВЕТСТВИЕ СТРУКТУРЫ 
ПОТОКА КРОВИ ЗАКРУЧЕННЫМ БЕЗВИХРЕВЫМ 
ТЕЧЕНИЯМ
Экспериментально исследование, предпринятое на-
шей группой более 20 лет назад, имело целью обна-
ружить такие аналогии в геометрической конфигу-
рации проточного канала сердца и магистральных 
сосудов, которые позволили бы идентифицировать 
поток крови как потенциальный поток вязкой сре-
ды, описываемый точными решениями.

Методология поиска вытекала из поставленных 
задач – мы искали количественные соответствия 
между закономерностями, вытекающими из точных 
решений, и направлениями движения жидкости, 
задаваемыми соответствующими анатомическими 
структурами. При этом надо понимать, что изме-
рительные возможности анатомо-физиологических 
параметров потока очень ограничены в силу невоз-
можности внедрения в течение крови без внесения 
существенных искажений, явной анатомической 
вариабельности обтекаемых структур и в силу не-
совершенства методов измерений. Однако, если 
желаемый эффект обнаружен хотя бы 1 раз, нет 
необходимости в накоплении статистического ма-
териала, поскольку не может возникнуть основа-
ний предполагать, что механизмы движения крови 
у разных особей различны.

Если предположить, что конфигурация проточно-
го канала близка к геометрической конфигурации 
струи, формируемой в этом канале, то наличие точ-
ных решений позволяет на основе размерных ха-
рактеристик канала определить конкретные коли-
чественные показатели, с помощью которых можно 
идентифицировать и охарактеризовать состояние 
закрученной струи: 

1. Мгновенное положение цилиндрической систе-
мы координат, в которой струя может быть описана 
с помощью точных решений. Это положение изме-
няется по закону, определяемому кинетикой сердеч-
ного цикла.

2. Траектории линий тока и их проекции на про-
дольно-радиальное и азимутально-радиальное се-
чения струи. Восстановление линий тока позволяет 
вычислить мгновенное положение оси струи.

3. Объемный показатель струи, равный произве-
дению продольной и квадрата радиальной коорди-
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нат (zr2) в подвижной цилиндрической системе ко-
ординат струи и его динамику в течение сердечного 
цикла.

4. Характер функции C0(t), отражающей динами-
ку радиального градиента скорости и напрямую за-
висящей от динамики сердечного сокращения. 

5. Характер функции Г0(t), являющейся циркуля-
цией струи, и зависимость этой величины от време-
ни в течение сердечного цикла. 

6. Отношение этих величин (C0/Г0), которое от-
ражает степень закрученности струи и пропорцио-
нально отношению одной из потенциальных к ази-
мутальной (вязкой) составляющей скорости.

7. Кривизну образующей поверхности, при обте-
кании которой происходит инициация струи. Эта 
поверхность представляет собой поверхность вра-
щения эвольвенты, построенной к линии тока.

8. Время набора мощности и время угасания 
струи.

Для каждого из перечисленных показателей раз-
работаны методы расчета [38, 40–42].

Если при наличии закручивающих механизмов 
геометрическая конфигурация проточного канала 
такова, что перечисленные величины выражаются 
рациональными численными значениями, то струк-
тура течения в этом канале должна соответствовать 
структуре смерчеобразной струи, описываемой точ-
ными решениями.

В результате экспериментальных исследований 
методами морфометрии слепков полостей левых 
отделов сердца и аорты, методом компьютерной 
томографии и магнитно-резонансной томографии 
и велосиметрии, методом ангиографии на препара-
тах человека и животных, а также на добровольцах 
и пациентах клиники кардиологического профиля 
впервые обнаружены эффекты, имеющие значение 
в обеспечении механизма формирования закручен-
ного потока крови (не в хронологической, а в смыс-
ловой последовательности).

I. На уровне левого предсердия (ЛП) [42]:
1. Кривизна обтекаемой поверхности (соотно-

шение радиуса кривизны и глубины) купола ЛП 
в течение фазы опорожнения качественно соответ-
ствует кривизне образующей поверхности, форми-
рующей линии тока струи, совпадающей по своим 
размерам (исходный радиус и радиус в критическом 
сечении открытого митрального клапана (МК) со 
струей, заполняющей левый желудочек (ЛЖ)). 

2. Дополнительная эвакуация крови из ЛП в кон-
це фазы заполнения ЛЖ (фаза медленного за-
полнения) осуществляется за счет интенсивного 
закрученного течения в полости ЛЖ за счет дина-
мических градиентов, возникающих в закрученном 
потоке.

3. Во время фазы заполнения ЛП кривизна купо-
ла формирует вогнутую поверхность, над которой 
возникает закрученное течение, питаемое четырьмя 
ЛВ. Одновременно с этим осуществляется инжек-
ция порции крови из сокращающегося УЛП. 

4. Направления струй, поступающих из ЛВ 
и УЛП, визуализированы при селективном окраши-
вании потоков на изображениях, полученных мето-
дом MRI 4D-Flow. Показана постоянная закрутка 
по часовой стрелке вдоль потока.

На основании перечисленных свойств можно за-
ключить, что систола ЛП гемодинамически незна-
чима и обеспечивает только постоянную вогнутость 
обтекаемой поверхности, поддерживая, таким обра-
зом, условия для формирования закрученного те-
чения и исключая эпизоды пролабирования стен-
ки при быстром опустошении левого предсердия 
в фазу быстрого изгнания в ЛЖ. Когда основная 
часть крови перемещается из ЛП в ЛЖ, масса оста-
точного объема в ЛП мала для поддержания инер-
ционного вращения и обеспечения достаточного ди-
намического градиента давления, отсасывающего 
кровь из ЛВ. В это время УЛП выбрасывает допол-
нительную порцию крови в направлении вращения, 
увеличивая азимутальную скорость и повышая ди-
намический градиент давления, что приводит к уве-
личению скорости притока по ЛВ.

II. В ЛЖ:
1. Еще при исследовании слепков ЛЖ обнаружи-

ли геометрическую разнородность внутрисердечных 
структур, обтекаемых кровью. В результате была 
выделена группа трабекул, расположенных пре-
имущественно на свободной и передней стенках по-
лости ЛЖ, образующих вместе систему сходящихся 
спирально ориентированных направляющих, закру-
ченных по часовой стрелке вдоль оси, соединяю-
щей центр МК и некоторую точку, расположенную 
в верхушечной части полости, но не совпадающую 
с верхушкой. Альтернативная система направляю-
щих состоит из трабекул переднеперегородочного 
угла и ПМ, которые ориентированы по сходящей-
ся спирали (также закрученной по часовой стрел-
ке) вдоль оси, соединяющей некоторую точку, на-
ходящуюся в нижней трети свободной стенки ЛЖ, 
и центр АК. Данные получены методом стереоме-
трического измерения слепков: слепок закрепляли 
в стереометре с фиксированной системой координат, 
определяли координаты нескольких точек вдоль 
одной трабекулы, эти точки соединяли линией, не-
сколько линий, объединенных общим направлени-
ем, ориентировали так, чтобы была видна спираль, 
определяли ось этой спирали и ее ориентацию в по-
лости ЛЖ. Высказано предположение, что сокра-
щение трабекул обеих систем (а следовательно, их 
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экспрессия в потоке крови) происходит в альтер-
нативном режиме, при этом трабекулы свободной 
стенки формируют структуру струи, заполняющей 
полость ЛЖ, а трабекулы переднеперегородочного 
угла и ПМ формируют структуру струи, изгоняемой 
из полости ЛЖ в аорту. Впоследствии эти данные 
были полностью подтверждены при анализе ди-
намических изображений полости ЛЖ с помощью 
МСКТ-вентрикулографии с контрастом. На этих 
изображениях отчетливо видна альтернативность 
функционирования обеих систем трабекул [32, 33].

2. В результате этих наблюдений рассчитана ори-
ентация обеих систем направляющих трабекуляр-
ных линий относительно собственно оси и вычисле-
но значение отношения время-зависимых функций 
С0/Г0. Показано, что полученная величина изменя-
ется по гиперболическому закону в зависимости 
от суммарной продольной координаты вдоль тра-
ектории эволюции струи (т.е. в результате сумми-
рования длины оси вдоль приточной и изгоняющей 
систем трабекул). Это позволило предположить, 
что в полости ЛЖ происходит эволюция единствен-
ной закрученной струи, сохраняющей свою струк-
туру при смене фаз диастолы и систолы желудочка 
[36, 37].

3. В развитие этих результатов выполнено срав-
нительно-анатомическое исследование слепков ЛЖ 
животных, существенно отличающихся размерами. 
Так, проведено сравнение трабекулярного релье-
фа на слепках левого желудочка крыс, кроликов, 
собак и человека. Зависимости, полученные ранее 
на слепках левого желудочка человека, были с вы-
сокой достоверностью воспроизведены на более 
мелких животных. Это позволило сделать вывод 
о том, что структура потока, формируемого в ЛЖ, 
не зависит от размеров полости, а следовательно, 
не подчиняется аналогии Рейнольдса, учитывая, 
что абсолютные значения скорости течения крови 
у всех животных примерно равны [41].

4. Также в развитие полученных ранее резуль-
татов проведено исследование архитектоники тра-
бекулярного рельефа у больных гипертрофической 
обструкционной кардиомиопатией (ГКМП) до и по-
сле хирургической коррекции в сравнении с нор-
мальным расположением трабекул. Исследование 
проведено по данным динамической вентрикуло-
графии с помощью МСКТ. Показано, что графики 
изменения величины отношения С0/Г0 в зависимо-
сти от времени в течение сердечного цикла в норме 
и при ГКМП существенно отличаются. При гипер-
трофии значительно снижается закрутка струи, за-
полняющей полость ЛЖ, что приводит к существен-
ному снижению сердечного выброса. Хирургическая 
коррекция гипертрофии методом миоэктомии досту-

пом из правого желудочка частично восстанавли-
вает нормальный механизм эволюции закрученной 
струи в полости [38].

5. Визуализация струи в полости ЛЖ с помо-
щью MRI 4D-Flow подтверждает, что закрученная 
струя поступает через МК в закрученном состоя-
нии, направляется в сторону задней стенки полости 
и закручивается по часовой стрелке относительно 
оси, проходящей через МК (обеспечивая дополни-
тельную эвакуацию крови из полости ЛП). После 
закрытия МК этот вихрь разворачивается относи-
тельно большой кривизны свободной стенки ЛЖ. 
Эта кривизна (по соотношению радиуса и глубины) 
качественно соответствует кривизне образующей 
поверхности, формирующей закрученную струю, 
изгоняемую из полости ЛЖ в аорту. В момент от-
крытия АК эта струя, не теряя структуры за счет 
инерционности вращения, устремляется в просвет 
АК и инжектируется в аорту [43, 44]. 

Что необходимо для осуществления этого меха-
низма? Во-первых, четкое разделение доминантной 
и вторичных струй в момент инжекции, что обеспе-
чивается отсутствием поперечного переноса сре-
ды в закрученной струе. Во-вторых, подсос среды 
из зоны зарождения струи (в левом предсердии 
при заполнении ЛЖ и в ЛЖ при инжекции в аорту) 
за счет динамического градиента давления в закру-
ченной струе. В-третьих, обоснование возможного 
поглощения более мелких вторичных течений до-
минирующей закрученной струей с учетом возмож-
ности формирования кольцевых вихрей, обладаю-
щих известной устойчивостью, зарегистрированных, 
в частности, G. Pedrizzetti [45]. В-четвертых, соот-
ветствие внешних контуров полости соотношениям 
для соответствующих проекций линий тока смерче-
образной струи и наличие криволинейной образую-
щей поверхности, служащей основанием для такой 
струи. В-пятых, повсеместное наличие условий фор-
мирования подвижного вихревого пограничного слоя, 
исключающего возникновение сдвиговых напряже-
ний на границе струи [39]. В ЛЖ в норме и при ком-
пенсированной патологии отсутствуют признаки, ис-
ключающие возможность выполнения этих условий.

Перечисленные свойства свидетельствуют, 
что координированное сокращение обтекаемых 
структур полости ЛЖ в течение всего сердечного 
цикла соответствует мгновенному состоянию эво-
люции внутрисердечного потока крови. При этом 
обеспечиваются механизмы поддержания циркуля-
ции струи, поступающей из ЛП и струи, изгоняемой 
в аорту. Клапанный аппарат при этом выполняет 
пассивную роль, обеспечивая продолжение подвиж-
ной границы струи. Доминантная и вторичные струи 
имеют значение для механики закрытия клапанов.



12 | ACTA NATURAE |  ТОМ 13  № 4 (51)  2021

ОБЗОРЫ

III. В аорте.
1. На слепках аорты различных животных (че-

ловек, свинья, собака, кролик) показано, что радиус 
проточного канала изменяется вдоль длины аорты 
в соответствии с закономерностями, вытекающи-
ми из точных решений. Эта закономерность состо-
ит в том, что, начиная от начала координат вдоль 
канала, должно выполняться условие постоянства 
произведения квадрата радиуса на значение про-
дольной координаты. Для аорты это условие выпол-
няется, если положение начала координат отстоит 
от АК вглубь сердца на определенное расстояние. 
По идее, эта величина должна соответствовать рас-
стоянию до места инициации закрученной струи. 
При исследовании на слепках показано, что это 
расстояние по порядку величин сопоставимо с сум-
мой удвоенного продольного размера полости ЛЖ 
и продольного размера ЛП. Прижизненные изме-
рения с помощью МСКТ и MRI показали, что эта 
величина несколько меньше и изменяется в течение 
сердечного цикла в соответствии с логикой эволю-
ции струи (этот тезис нуждается в дополнительном 
уточнении) [46].

2. С помощью эластометрических и ангиографи-
ческих измерений показано, что указанная зако-
номерность выполняется при нормальном уровне 
давления в просвете аорты. Повышение давления 
более 150 мм рт.ст. приводит к искажениям данной 
зависимости [40].

3. С помощью эластометрических измерений 
показано, что в норме эластичность аорты увели-
чивается в дистальном направлении. При этом 
общая конфузорность проточного канала аорты 
сохраняется, однако расчетное положение точ-
ки начала координат смешается в положительную 
сторону при закрытом АК и в отрицательную сто-
рону при открытом АК, когда струя в полости ЛЖ 
и в аорте представляет собой единое целое. Такое 
распределение эластичности вдоль аорты также ис-
кажается при повышении внутрипросветного давле-
ния более 150 мм рт.ст. [46].

4. Математическое моделирование круглого упру-
гого канала с продольно-радиальными размерами 
аорты человека подтвердило существенную зави-
симость возможности формирования смерчеобраз-
ной закрученной струи от распределения упругости 
вдоль проточного канала [47].

5. Визуализация потока в аорте с помощью MRI 
4D-Flow показывает существенное изменение сте-
пени закрученности струи в зависимости от фазо-
вой динамики АК. Степень закрученности значи-
тельно увеличивается при закрытом клапане [44].

6. Картирование и анализ поля скоростей в аор-
те, измеренного с помощью фазово-контрастной 

MRI-велосиметрии, позволили выявить следую-
щие особенности течения: а) доминантное враще-
ние векторов скорости по полю по часовой стрел-
ке; б) постоянное наличие в каждом сечении аорты, 
по крайней мере двух центров циркуляции проти-
воположного знака, соответствующих доминантной 
струе и вторичным возвратным струям с такой же 
структурой; в) вращение оси инжектируемой закру-
ченной струи в просвете аорты (прецессию) по ча-
совой стрелке в течение всего сердечного цикла 
(струя в целом как бы катится вдоль стенки аорты); 
г) уменьшение значения циркуляции струи вдоль 
аорты (как для положительной, так и для отрица-
тельной циркуляции); д) уменьшение величины ча-
стотной характеристики струи С0 вдоль аорты; е) 
уменьшение величины циркуляции Г0 в течение сер-
дечного цикла (угасание вращения). Сделан вывод 
о необходимости пульсирующего режима изгнания 
крови в аорту для подкручивания среды и поддер-
жания непрерывного вращения струи [35].

Суммируя перечисленные эффекты, можно заклю-
чить, что в течение всего сердечного цикла и на всем 
протяжении участка кровеносного русла от левого 
предсердия и до аорты выполняются геометрические 
условия, необходимые для поддержания структуры 
смерчеобразной струи. Детерминированное распреде-
ление крови по ветвям аорты обеспечивается за счет 
радиального смещения вторичных и возвратных те-
чений с учетом локальных диффузорных сегментов 
проточного канала аорты.

ПРЕДЛАГАЕМЫЙ МЕХАНИЗМ ГЕНЕРАЦИИ 
И ПОДДЕРЖАНИЯ ЗАКРУЧЕННОЙ СТРУКТУРЫ 
ПОТОКА В СЕРДЦЕ И АОРТЕ
На основании собственных данных и фактов, из-
вестных по исследованиям других авторов, концеп-
ция смерчеобразных закрученных течений позво-
ляет описать механизм формирования и эволюции 
закрученной смерчеобразной струи крови в левых 
отделах сердца и аорте.

Этот механизм действует непрерывно и воспро-
изводится с каждым следующим сердечным сокра-
щением во всех рассматриваемых сегментах проточ-
ного канала. Условно процесс может быть разделен 
на несколько стадий:

1. Наполнение ЛП. Первичная закрутка массы 
крови происходит на вогнутой обтекаемой поверх-
ности ЛП между устьями ЛВ при достаточной ско-
рости натекающего потока. Как только закрутка 
среды в полости ЛП произошла, наполнение ЛП 
происходит за счет двух механизмов – продолжаю-
щегося притока по ЛВ и подсоса среды вследствие 
динамического градиента давления в осевой зоне 
закрученного потока в полости ЛП.
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2. Фаза быстрого наполнения ЛЖ. (МК открыт, 
Рлж минимально, Рлп максимально; струя ограничена 
в истоке криволинейной поверхностью ЛП, сходя-
щимися стенками ЛП и створками МК, вместе об-
разующими сходящийся канал; в ЛЖ потоку экс-
понированы трабекулы свободной стенки, радиус 
полости и азимутальная скорость увеличиваются.) 
Открытие МК за счет падения давления в полости 
ЛЖ вследствие активной диастолы и устремление 
закрученной смерчеобразной струи из ЛП в ЛЖ 
вдоль сходящегося канала, образованного стен-
ками ЛП и створками МК. При этом циркуляция 
струи обеспечивает максимальную эвакуацию кро-
ви из ЛП (зоны зарождения) за счет динамического 
градиента давления в осевой зоне струи.

3. Фаза медленного наполнения ЛЖ. (МК открыт, 
Рлж = Рлп, в полости ЛЖ большой вихрь, обеспечива-
ющий подсос из полости ЛП.) Систола УЛП обеспе-
чивает циркуляцию остаточного объема в полости 
ЛП и подсос из ЛВ перед закрытием митрального 
клапана. 

4. Начало изометрической фазы. (Сокращение 
ПМ и трабекул переднеперегородочного угла, подъ-
ем давления в ЛЖ, закрытие МК.) После закры-
тия МК в полости ЛЖ формируется доминантный 
вихрь, ось которого направлена в сторону АК, а ос-
нование сориентировано относительно свободной 
стенки ЛЖ, обладающей кривизной образующей 
поверхности. Циркуляция вихря поддерживается 
трабекулами свободной стенки. Эта циркуляция обе-
спечивает падение давления в центре струи, за счет 
которого струя «присасывается» к свободной стен-
ке ЛЖ. Не объясненным остается механизм смены 
ориентации циркуляции струи, имеющей векторное 
выражение относительно полости ЛП, на ориента-
цию доминантного вихря в полости ЛЖ (векторное 
поле которого построено относительно полости ЛЖ).

5. Систола ЛЖ. В начале механической систолы 
в полости ЛЖ уже сформирован крупный доми-
нантный вихрь, ориентированный относительно кри-
визны свободной стенки ЛЖ таким образом, что его 
ось направлена в сторону АК. Направляющими 
для этого вихря являются папиллярные мышцы 
и длинные трабекулы переднеперегородочного угла 
ЛЖ. Аортальный клапан открывается, как только 
давление в полости ЛЖ становится выше давления 
в аорте. В этот момент (со скоростью звука в среде 
крови) структура вихревого движения распростра-
няется на всю доступную длину аорты, формируя 
так называемый «вихревой шнур», вдоль которого 
происходит наполнение доминантной струи средой, 
поступающей из ее основания.

6. Быстрое изгнание. По мере наполнения струи 
ее радиус увеличивается, возрастает азимутальная 

составляющая скорости. Остаточный объем крови 
в аорте, взаимодействуя со струей, но не обмени-
ваясь с ней средой, воспринимает структуру за-
крученных струй в силу вязких взаимодействий 
и локализуется в пространстве между доминантной 
струей и стенками аорты. Эти струи представляют 
собой вторичные и возвратные потоки и являются 
источником потоков, направляемых в ветви аорты.

7. Медленное изгнание. Закрученная струя в аор-
те продолжает вращение в силу инерционности, 
поддерживая градиент динамического давления 
от оси к границе струи. Этот градиент обеспечивает 
эвакуацию дополнительного объема среды из поло-
сти ЛЖ. Однако энергия струи уменьшается из-за 
дефицита притока, струя распадается на несколько 
противоположно направленных закрученных тече-
ний. Те из них, которые направлены ретроградно, 
обеспечивают закрытие аортального клапана.

8. Закрытие АК и подготовка к следующему ци-
клу. После закрытия АК в полости ЛЖ остаточный 
объем, также сохраняющий структуру закрученного 
течения в силу инерции вращения, меняет свою ло-
кализацию и ориентацию для восприятия и сшивки 
со следующей струей, поступающей из МК.

Предложенный циклически воспроизводимый 
механизм устанавливает, что закрученность по-
тока крови является важнейшим свойством кро-
вообращения, поскольку обеспечивает движение 
крови с минимальными затратами энергии на со-
противление, минимизацию взаимодействий внутри 
струи и на ее границах (в том числе на стенках), 
максимальную эвакуацию среды из области фор-
мирования струи, осевую модель инжекции струи 
в каждую следующую полость без контакта со стен-
ками канала, переориентацию направления течения, 
определяет организацию вторичных и возвратных 
течений и строго детерминированное распределение 
крови по ветвям. При этом вдоль потока в норме 
исключается возможность возникновения отрывных 
течений и застойных зон.

Этот механизм не содержит видимых противо-
речий, однако, многие этапы эволюции закручен-
ного течения в сердце и магистральных сосудах 
требуют дополнительных исследований. Так, не-
обходимо более детальное фазовое исследование 
притока по ЛВ, исследование динамики сокра-
щения ЛП и уточнение роли сокращения УЛП 
в формировании первичной закрученной струи. 
Представляется важным уточнение последователь-
ности сокращения внутрисердечных мышечных 
элементов, обтекаемых кровью, в дополнительном 
исследовании нуждается характер взаимодействия 
струи, инжектируемой в полость ЛЖ, с остаточным 
объемом крови и кинетика образующихся при этом 
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вихревых образований. Важным вопросом является 
процесс инжекции крови в аорту, детальное кар-
тирование скоростей инжектируемой струи и вто-
ричных струй, с которыми она взаимодействует. 
Необходимы дополнительные исследования меха-
низмов распределения потоков по основным ветвям 
аорты с учетом геометрической полиморфности 
ветвления. А основной и до сих пор нерешенной 
проблемой остается проблема энергетического ба-
ланса сердца – сколько энергии вырабатывается 
в результате метаболических процессов в миокарде 
и сколько энергии затрачивается на обеспечение 
насосной функции сердца.

Ответы на эти вопросы только частично можно 
получить из экспериментальных и клинических ис-
следований. Основная роль в решении перечислен-
ных проблем должна принадлежать методам мате-
матического моделирования потоков на основании 
предложенной концепции и точных решений урав-
нений гидродинамики для рассматриваемого класса 
течений.

Закрученное потенциальное течение может быть 
легко искажено и даже разрушено. Нарушения мо-
гут возникнуть при искажениях координации сер-
дечного сокращения, при изменении геометрической 
конфигурации проточного канала, при изменении 
динамики работы клапанного аппарата, при сниже-
нии эластичности или измененном распределении 
эластичности вдоль аорты, а также при изменении 
реологических свойств крови. Так как закручен-
ная струя на всех этапах своей эволюции являет-
ся затопленной и контактирует со стенками канала 
только в критических точках, ее адаптивные воз-
можности очень велики. Однако потери энергии не-
избежны и в основном состоят во взаимодействии 
с вторичными и остаточными струями. Поэтому 
локальное увеличение объема проточного канала 
на пути эволюции струи приводит к потере ее мощ-
ности. Свойства струи могут критически измениться 
и при возникновении препятствий азимутальному 
вращению струи. Эти и другие нарушения нормаль-
ных физиологических параметров рассматриваемо-
го сегмента кровообращения неминуемо приводят 
к снижению сердечного выброса, увеличению на-
грузки на сердечную мышцу и нарушению функци-
онирования системы в целом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ – ЗНАЧЕНИЕ ПРОВЕДЕННЫХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ И ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ, 
ПЕРСПЕКТИВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ 
В РАМКАХ КОНЦЕПЦИИ СМЕРЧЕОБРАЗНОЙ 
СТРУКТУРЫ ТЕЧЕНИЯ КРОВИ
Предложенная концепция кровообращения, основан-
ная на главенствующей роли закрученности потока 

в осуществлении движения крови, имеет большое 
значение для общего понимания физиологических 
процессов и прикладных направлений клинического 
и технического характера.

Для фундаментальной физиологии и медицины:
• предложенный механизм позволяет непротиворе-
чивым образом исследовать, каким образом возни-
кает и эволюционирует пульсирующий поток крови, 
зарождающийся в ЛП и сохраняющий структуру, 
по крайней мере, до конца аорты. 

Для моделирования кровообращения:
• точные решения позволяют выделить конкретные 
признаки начальных и граничных условий, имею-
щих значение при симуляции потока крови.

Для патофизиологии: 
• предложенный механизм позволяет объяснить 
пути компенсаторной коррекции конфигурации 
проточного канала за счет пластических процессов 
в местах возникновения отрывов потока или застой-
ных зон – геометрическое ремоделирование сердца 
и аорты.

Для кардиологии:
• использование точных решений позволяет сфор-
мулировать новые количественные диагностические 
критерии и разработать новые диагностические си-
стемы и программное обеспечение для оценки со-
стояния потока крови.

Для кардиохирургии:
• использование точных решений и моделирование 
на их основе позволяет выбрать оптимальную так-
тику восстановления геометрической конфигурации 
проточного канала при реконструктивных операци-
ях на сердце и главных сосудах.

Для конструирования органозамещающих проте-
зов для кардиохирургии:
• использование точных решений позволяет созда-
вать протезы с учетом особенностей течения кро-
ви – так возник полнопроточный механический про-
тез АК, предложена модель протеза МК, разработан 
эластичный сосудистый протез.

Для физического моделирования кровообраще-
ния:
• точные решения создают основу для изготовле-
ния исследовательских и испытательных стендов, 
симулирующих реальные гидродинамические усло-
вия функционирования узлов сердечно-сосудистой 
системы.

Для решения проблемы полностью имплантируе-
мого искусственного сердца: возможным решением 
этой проблемы была бы разработка насоса, способ-
ного генерировать структурированный закрученный 
поток крови.

Перспективными представляются новые науч-
ные направления, основанные на концепции смер-
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чеобразной самоорганизации потока крови в сердце 
и магистральных сосудах:

– разработка новых подходов к математическому 
моделированию потока крови;

– разработка новых принципов диагностики, ос-
нованных на определении качества потока крови;

– исследование механизмов генерации и поддер-
жания закрученного потока крови в правых отделах 
сердца и легочном русле. Анализ роли потока в па-
тогенезе легочной гипертензии;

– исследование механизмов ремоделирования 
и разработка новых подходов к коррекции приоб-
ретенных патологических нарушений динамической 
геометрии проточного канала сердца и магистраль-
ных сосудов (клапаны, геометрическая конфигура-
ция полостей, биомеханические характеристики об-
текаемых поверхностей);

– исследование ремоделирования и разработка 
новых подходов к коррекции нарушений ритма (хи-
рургическая изоляция очагов эктопии, фибрилляция 
предсердий, режимы кардиостимуляции, изолиро-
ванная стимуляция УЛП);

– анализ механизмов компенсации и разработка 
новых подходов к коррекции сложных врожденных 
пороков сердца;

– разработка физических моделей кровообраще-
ния, воспроизводящих гидродинамические особен-
ности потока крови;

– разработка новых конструкций и режимов 
функционирования паракорпоральных устройств, 
подключаемых к системе кровообращения (аппа-
раты искусственного кровообращения, гемодиализ, 
плазмоферез);

– разработка новых конструкций протезов сег-
ментов системы кровообращения (клапаны, сосуды, 
вспомогательные насосы, полностью имплантируе-
мое искусственное сердце), учитывающих гидроди-
намические особенности потока крови. Разработка 
новых испытательных систем для оценки функци-
ональных характеристик имплантатов для кардио-
хирургии.

ВЫВОД
Таким образом, сформировано новое перспектив-
ное научное направление, имеющее как фундамен-
тальное значение для понимания физиологических 
механизмов кровообращения, так и прикладное 
значение для диагностики и лечения больных с раз-
личными циркуляторными расстройствами, а также 
для разработки новых органозамещающих и вспо-
могательных устройств, используемых в сердечно-
сосудистой хирургии. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке гранта Российского научного фонда 

№ 16-15-00109.
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РЕФЕРАТ Проблема специфического воздействия на биохимические процессы в клетке актуальна для со-
временной биологической науки. В случае электровозбудимых клеток конечной целью такого воздей-
ствия является управление электрической активностью: возбуждение с последующей генерацией по-
тенциала действия или торможение с угнетением волны возбуждения. Особую значимость технологии 
управления активностью электровозбудимых клеток приобретают в контексте решения крупнейшей 
фундаментальной задачи – изучения функционирования нервной системы высших многоклеточных 
организмов. В настоящее время, когда нейробиология отказывается от редукционистского подхода 
в пользу прямого изучения сложных нейрональных систем, основой технического арсенала этой науки 
становятся малоинвазивные методы стимуляции активности мозговых структур. В настоящем обзоре 
рассмотрены три группы подходов, основанных на доставке в нервную ткань генетически кодируемых 
молекул, чувствительных к внешним стимулам. Эти подходы – оптогенетика (ей посвящена часть I 
работы), хемогенетика и термогенетика (описаны во II части обзора) – отличаются не только природой 
стимулов и структурой соответствующих эффекторных белков, но и своеобразием экспериментального 
применения. Последнее обстоятельство заставляет рассматривать их не как конкурирующие, а, скорее, 
как взаимодополняющие технологии. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА оптогенетика, хемогенетика, термогенетика, потенциал действия, мембранный по-
тенциал, нейроинтерфейс, ионные каналы, канальный родопсин, хеморецепторы, GPCR, стимуляция 
активности нейронов, возбуждение нейронов, торможение нейронов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ИК – инфракрасный; ADPR – аденозиндифосфатрибоза (Adenosine 
DiPhosphoRibose); BL-OG – биолюминесцентная оптогенетика (BioLuminescent OptoGenetics); CID – 
химически индуцируемая димеризация (Chemically Induced Dimerization); CNO – клозапин-N-оксид 
(Clozapine N-Oxide); DAAO – оксидаза D-аминокислот (D-Amino Acids Oxidase); DHFR – дигидрофолат-
редуктаза (dihydrofolate reductase); DREADD – химерные рецепторы, активируемые исключитель-
но синтетическими агонистами (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs); FKBP – 
FK506-связывающий белок (FK506 Binding Protein); FRB – домен, связывающий FKBP12-рапамицин 
(FKBP12-Rapamycin Binding domain); GABA – гамма-аминомасляная кислота (Gamma-AminoButyric 
Acid); GFP – зеленый флуоресцентный белок (Green Fluorescent Protein); GPCR – рецептор, сопря-
женный с G-белками (G-protein-coupled receptor); GR – вкусовые рецепторы (Gustatory Receptors); 
Hsp – белок теплового шока (Heat shock protein); IPD – домен ионной поры (Ion Pore Domain); IR – 
ионотропные рецепторы (ionotropic receptors); KOR – каппа-опиоидный рецептор (K-Opioid Receptor); 
LBD – лигандсвязывающий домен (Ligand-Binding Domain); PSAM – фармакологически селективный 
актуаторный модуль (Pharmacologically Selective Actuator Module); PSEM – фармакологически селек-
тивная эффекторная молекула (Pharmacologically Selective Effector Molecule); PYP – фотоактивный 
желтый белок (Photoactive Yellow Protein); RASSL – рецепторы, активируемые исключительно синте-
тическими лигандами (Receptors Activated Solely by Synthetic Ligands); RNAT – РНК-термометр (RNA 
thermometer); TeNT – тетанотоксин; TRP – (каналы) транзиентного рецепторного потенциала (Transient 
Receptor Potential).
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ВВЕДЕНИЕ
Малоинвазивные методы селективной стимуляции 
активности нервных клеток и мозговых структур 
занимают важное место в арсенале нейронаук. В I 
части настоящего обзора мы обсуждали наиболее 
зрелый из них – оптогенетику, а II часть посвящена 
перспективным ортогональным подходам – термо-
генетике и хемогенетике.

ТЕРМОГЕНЕТИКА
Тепловая энергия, как и видимый свет, распростра-
няется в форме колебаний электромагнитного поля, 
а температура является одним из базовых факто-
ров окружающей среды, с которым взаимодейству-
ют биологические организмы. Сравнительно узкий 
диапазон температур, при которых возможно функ-
ционирование большинства клеточных форм жизни, 
детерминированный, в свою очередь, термодинами-
ческими и кинетическими особенностями протека-
ния биохимических процессов, способствует выра-
ботке разнообразных эволюционных приспособлений 
(термотаксис, поддержание постоянной температуры 
тела у гомойотермных животных и пр.), так или ина-
че связанных с восприятием температуры на клеточ-
ном и молекулярном уровнях [1, 2]. Терморецепторы 
и иные молекулы, специфически воспринимающие 
колебания температуры, характерны практически 
для всех живых организмов [3]. Это создает основу 
для разработки генно-инженерных подходов к воз-
действию на физиологию и биохимию клеток с по-
мощью нагревания или охлаждения.

Термогенетика – относительно молодая группа 
методов, в которых термочувствительные генети-
чески кодируемые эффекторные макромолекулы 
используются для воздействия на различные фи-
зиологические и биохимические процессы в живых 
клетках. Термогенетический подход может рас-
сматриваться как альтернативный или даже орто-
гональный по отношению к оптогенетическому [4], 
но лишь с необходимой поправкой на существенно 
меньшую распространенность и универсальность 
первого. Так, на текущий момент число научных 
публикаций, описывающих применение термогене-
тических методов, не превышает нескольких сотен. 

Интересным отличием термогенетики от опто-
генетики является технологическое разнообра-
зие способов активации эффекторных молекул. 
Хронологически первый и до сих пор наиболее рас-
пространенный способ – нагревание модельного орга-
низма целиком (как правило, речь идет о насекомых 
в специальном термостате) [5, 6]. Второй способ – ло-
кальное нагревание тканей с помощью магнитных 
наночастиц, диссипирующих тепло под действием 
внешних полей. Термическая активация рецептора 

TRPV1 с помощью наночастиц оксида железа, об-
лучаемых радиоволнами, описана по меньшей мере 
в трех работах [7–9]. В первой из них продемонстри-
рован принцип метода: авторы управляли активно-
стью культуры нейронов, экспрессирующих рецептор 
TRPV1, воздействуя радиочастотами на ферритовые 
наночастицы, помещенные на поверхность клеток [7]. 
Во втором исследовании удалось регулировать уро-
вень глюкозы в плазме крови мышей с перевиваемы-
ми опухолями, экспрессирующими ген биоинженер-
ного инсулина под контролем Ca2+-чувствительного 
промотора. Промотор индуцировался кальциевым 
током через термочувствительный канал TRPV1, мо-
лекула которого была помечена наночастицами с по-
мощью антител к гистидиновой метке [8]. В третьей 
работе аналогичным способом была осуществлена 
стимуляция нейронов, временно экспрессирующих 
TRPV1, в глубине ткани мозга живых мышей [9]. 
Более подробная информация о применении магнит-
ных наночастиц в термогенетике изложена в мате-
риалах тематического обзора [10]. Наконец, третий 
способ термогенетической стимуляции – облучение 
лазерами, испускающими в инфракрасном диапа-
зоне [11–13]. Авторы одной из работ разработали 
установку, обеспечивающую прецизионную актива-
цию нейронов дрозофилы, и дали ей оригинальное 
название FlyMAD (the fly mind-altering device) [12]. 
Необходимо отметить, что в природе термогенети-
ческого стимула коренятся как фундаментальные 
недостатки метода, так и его потенциальные пре-
имущества перед оптогенетикой. С одной стороны, 
необходимость локального изменения температуры 
заметно снижает временное разрешение стимуляции 
(что частично решается мощными ИК-лазерами), 
а подход с общим нагреванием объекта страдает 
фактической потерей пространственного разрешения. 
С другой стороны, и для лазерной ИК-стимуляции, 
и для радиоволнового возбуждения наночастиц ха-
рактерна высокая степень проникновения стимула 
в ткань (до нескольких миллиметров), которая дает 
термогенетике заметное преимущество по сравнению 
с оптогенетикой в экспериментах по изучению таких 
органов, как сердце и головной мозг [4, 9, 10].

Несмотря на то что термогенетический подход 
пока применяется сравнительно редко, репертуар 
связанных с ним эффекторных молекул и модель-
ных систем характеризуется значительным разно-
образием и продолжает расти. Например, в качестве 
инструмента исследования и модуляции температу-
розависимой генной экспрессии в бактериях – па-
разитах теплокровных млекопитающих, исполь-
зовали так называемые РНК-термометры (RNAT) 
[14]. Трехмерная укладка этих природных после-
довательностей, встречающихся в 5’-нетранслиру-
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емых областях мРНК некоторых бактериальных 
генов, изменяется в зависимости от температуры. 
При низких температурах РНК-термометр ингиби-
рует трансляцию мРНК путем ограничения возмож-
ности посадки рибосомы, а при повышении темпе-
ратуры, наоборот, происходит индукция трансляции. 
Другая техника термогенетического контроля транс-
крипции получила название IR-LEGO [15]. В этом 
случае ИК-лазерами облучали живую нематоду С. 
elegans, добиваясь локальной активации транскрип-
ции трансгена (ген GFP), контролируемой промото-
ром теплового шока hsp16-2. Сходную схему облуче-
ния в той же модельной системе недавно применили 
для демонстрации метода FLIRT (Fast Local InfraRed 
Thermogenetics) [16]. В данном случае термогенети-
ческий эксперимент был направлен на управление 
активностью белков, а мишенями служили термо-
чувствительные варианты миозина-II, Delta и cyk-4.

Исторически первый термогенетический эффек-
тор для нейробиологии – мутант GTP-азы дина-
мина, продукта экспрессии чувствительного к тем-
пературе аллеля гена shibire (shits1) Drosophila [17]. 
Динамин играет ключевую роль в регуляции эн-
доцитоза, в частности, в рециркуляции синаптиче-
ских везикул, а экспрессия в нейронах его вариан-
та Shibire (G273D) приводит к ингибированию их 
активности за счет истощения пула синаптических 
везикул и блокирования синаптической передачи 
[18]. С помощью таргетированной экспрессии shits1 
в холинергических нейронах дрозофилы удалось 
показать обратимый двигательный паралич живот-
ных в ответ на повышение температуры до 30° [17]. 
Сегодня аллельный вариант shits1 – стандартный 
ингибиторный эффектор в нейробиологических ис-
следованиях Drosophila [19–24]. 

Интересно, что в восприятие температуры у на-
секомых вовлечены хеморецепторы семейств IR 
и GR [25, 26]. Эти молекулы представляют собой ли-
ганд-специфические катионнеселективные каналы, 
а молекулярные механизмы, позволяющие им уча-
ствовать в формировании поведения избегания в от-
вет на охлаждение или нагревание, остаются пло-
хо изученными. Тем не менее, один из рецепторов 
семейства GR – Gr28bD – стал родоначальником 
принципиально нового класса термогенетических 
эффекторов [26]. Установлено, что термостимуляция 
ооцитов Xenopus и моторных нейронов дрозофилы, 
экспрессирующих Gr28bD, приводит к генерации 
трансмембранного катионного тока, запускающего 
потенциал действия в нейронах. Gr28bD использо-
вали как активатор дофаминергических нейронов 
при изучении обучения и памяти у дрозофилы [27].

Наиболее важным классом эффекторных молекул, 
применяемых в современной термогенетике, особен-

но применительно к нейробиологическим задачам, 
являются ионные каналы семейства TRP (transient 
receptor potential channels, TRP channels) [5, 28, 29].

TRP-каналы
TRP-каналы – это суперсемейство ионных кана-
лов, расположенных на плазматической мембране 
животных клеток многих типов. На данный момент 
известно около 30 видов TRP-каналов, объединяе-
мых в семь семейств и обладающих общими струк-
турными свойствами (рис. 1). Все TRP-каналы со-
стоят из шести трансмембранных сегментов, имеют 
в разной степени выраженную гомологию последо-
вательности, а также неселективную катионную про-
ницаемость [30]. От других ионных каналов TRP от-
личаются впечатляющим разнообразием катионной 
селективности и механизмов активации. Эти белки 
участвуют в работе всех сенсорных систем (зрение, 
вкус, обоняние, слух, осязание, термочувствитель-
ность и осмотическая чувствительность). Таким об-
разом, TRP-каналы являются важными участника-
ми формирования ответа на все основные классы 
внешних стимулов, включая свет, звук, химические 
вещества, температуру и механическое воздействие. 
Кроме того, TRP-каналы позволяют клеткам ощу-
щать изменения в их ближайшем окружении, напри-
мер, изменение осмолярности раствора [30].

TRP-каналы встречаются у большого числа 
многоклеточных организмов, включая червей, на-
секомых и позвоночных. Все суперсемейство TRP-
каналов по принципу генной организации и топо-
логии молекул можно разделить на две большие 
группы, включающие семь семейств (рис. 1).

После активации TRP-каналы начинают неселек-
тивно пропускать катионы, включая Na+, Ca2+ и Mg2+. 
Вход ионов в нервные клетки приводит к изменению 
мембранного потенциала и генерации потенциала 
действия. Интересно, что проводимость TRP-каналов 
на три порядка величины выше, чем у канальных ро-
допсинов, задействованных в оптогенетике [31].

TRP-каналы могут активироваться различны-
ми веществами растительного происхождения, 
в том числе, обнаруженными в специях, например, 
в чесноке (аллицин), перце чили (капсаицин), ва-
саби (аллилизотиоцианат), а также ментолом, кам-
форой, перечной мятой и др. Наибольший интерес 
для термогенетики представляют TRP-каналы, 
чувствительные к изменению температуры, так на-
зываемые термо-TRP-каналы (thermoTRP, рис. 1). 
Такие каналы активируются при достижении опре-
деленного порога температуры. Термо-TRP-каналы 
экспрессируются в термочувствительных нейронах 
и составляют молекулярную основу реакции орга-
низма на тепловые воздействия [30].
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Известно четыре типа термо-TRP-каналов, ак-
тивируемых нагреванием (TRPV1–4), и два термо-
TRP-канала, активирующихся под воздействием 
холода (TRPM8 и TRPA1, см. рис.1). При гетерологи-
ческой экспрессии (в клетках HEK293, CHO, ооци-
тах Xenopus) все шесть TRP обладают удивитель-
ным свойством придавать клеткам чувствительность 
к температуре. Каждый тип термо-TRP-каналов 
имеет свой уникальный температурный порог акти-
вации [30, 32]. Их тепловая чувствительность такова, 
что нейрон, экспрессирующий thermoTRP, может ак-
тивироваться при изменении температуры на 1–2°C [5, 
33]. Высокая ионная проводимость делает эти рецеп-
торы особенно удачными нейробиологическими ин-
струментами. Даже при более низком уровне экспрес-
сии thermoTRP вызывают деполяризацию стабильнее, 
чем канальные родопсины. Способность thermoTRP 
обеспечивать надежную активацию при умеренных 
уровнях экспрессии означает, что в генетических век-
торах могут использоваться относительно «слабые» 
промоторы. Кроме того, низкий уровень экспрессии 
сводит к минимуму потенциальную токсичность, свя-
занную с экспрессией экзогенных белков. На сегод-
няшний день в нейробиологии дрозофилы широко 
применяются два инструмента на основе thermoTRP, 
TRPM8 крысы (rTRPM8) [34] и собственный рецеп-
тор дрозофилы TRPA1 (dTRPA1) [5] (более подроб-
но – в разделе «Термогенетика в нейробиологии»). 
rTRPM8 – «холодный» канал, активируемый при тем-
пературах 25°C и ниже, а также чувствительный 

к ментолу [28, 35]. На практике надежная активация 
нейронов мух с использованием гетерологической 
экспрессии rTRPM8 требует охлаждения животного 
до ≤18°C [34]. dTRPA1 – терморецептор дрозофилы, 
реагирующий на нагревание и участвующий в фор-
мировании у личинок мух поведения избегания повы-
шенных температур [5]. Интересно, что гомологи этого 
рецептора у млекопитающих, напротив, чувствитель-
ны к холоду [36]. dTRPA1 активируется при уме-
ренном нагревании в диапазоне температур 25–29°C 
или несколько выше [5, 36–38]. Температурные режи-
мы активации rTRPM8 и dTRPA1 делают эти рецеп-
торы малопригодными для экспериментов с тепло-
кровными животными (и даже с их нейрональными 
культурами). На сегодняшний день большинство тер-
могенетических экспериментов с клетками и тканями 
млекопитающих проведено с использованием «горя-
чего» ванилоидного канала TRPV1 [7–9, 39], чувстви-
тельного к капсаицину и активирующегося при до-
статочно высоких температурах (> 42°С) [31, 40]. 
В единичных работах описано использование в роли 
термоэффекторов других thermoTRP: TRPV2 и 3 (в 
клетках HEK293) [41], TRPV4 (на первичной культу-
ре нейронов крысы) [11], TRPA1 из термосенсорного 
аппарата гремучей змеи (на первичной культуре ней-
ронов мыши) [13].

Термогенетика в нейробиологии
Если в нейробиологической оптогенетике главным 
модельным организмом служит мышь, то нейроби-

17oC  25oC 25–34oC  32oC 42oC 52oC

Рис. 1. Суперсемейство TRP­каналов и температурная чувствительность отдельных его представителей. В верх­
ней части рисунка показаны семь семейств TRP, разделенных на две группы. В нижней части рисунка – предста­
вители трех семейств, задействованные в термогенетике. На цветовой шкале обозначены температуры актива­
ции соответствующих TRP
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ологическая термогенетика – практически исклю-
чительно «территория» плодовой мухи дрозофилы 
[20, 42]. За последнее десятилетие с помощью на-
бора из двух thermoTRP-каналов (активаторы ней-
ронов rTRPM8 и dTRPA1) и термочувствительного 
динамина (ингибитор нейронов Shibirets) исследова-
телям удалось совершить настоящий прорыв в по-
нимании функционирования нервной системы этих 
насекомых. Термогенетический подход использова-
ли при изучении памяти дрозофилы [21–23, 37], ее 
двигательной активности [19, 24, 34, 43], биологиче-
ских ритмов [38, 44], пищевого [45, 46] и полового [6, 
47] поведения, коннектома и механизмов обучения 
[48]. Чувствительные к температуре эффекторы 
применяли в оригинальных работах по исследова-
нию влияния экспрессии микроРНК [49] и состава 
кишечного микробиома [50] на поведение плодовой 
мухи. На основе терморецептора dTRPA1 разрабо-
тан учебный набор для демонстрации 60 различных 
типов поведения дрозофилы, инициируемых термо-
генетически [51].

Приложение термогенетического подхода к ней-
робиологии позвоночных пока не носит системати-
ческого характера. Описана активация thermoTRP 
in vivo в нейронах рыбы Danio rerio [13, 52] и мыши 
[8, 9]. Как уже упомянуто выше, принцип метода 
термогенетической активации продемонстрирован 
на культуре нейронов млекопитающих in cellulo [7, 
11, 13] и на срезах мозга мыши ex vivo [39].

Ограничения и перспективы метода
Современная термогенетика существенно уступает 
оптогенетике в пространственном и временном раз-
решении стимуляции. Так, thermoTRP активиру-
ют нейроны в течение секунд [5, 33], что, вероятно, 
отражает кинетику нагрева и охлаждения ткани. 
При планировании термогенетического эксперимен-
та in vivo возникает необходимость координирова-
ния температурного режима активации эффектора 
и температурного оптимума экспериментального 
животного. Выход за рамки температурного оптиму-
ма может привести к активации собственных термо-
рецепторов у животного, а иногда даже вызвать те-
пловой шок. Особую сложность представляет работа 
с теплокровными животными, так как в этом слу-
чае разница между нормальной температурой тела 
и температурой, при которой происходит разруше-
ние тканей, составляет всего 6–7°С. Нагревание (или 
охлаждение) ткани с высоким пространственным 
разрешением – существенно более сложная зада-
ча, чем ее облучение светом видимой части спектра. 
С другой стороны, при необходимости воздействия 
на глубинные структуры мозга или на нервную си-
стему в целом термогенетический подход может 

быть предпочтительней оптогенетического (что под-
тверждается успешным его применением в нейро-
биологии насекомых).

Дальнейший прогресс термогенетики во многом 
связан с поиском новых эффекторных молекул, 
в частности, обладающих быстрой кинетикой акти-
вации/инактивации и/или функционирующих в тем-
пературном диапазоне 38–42°С (т.е. хорошо совме-
стимых с физиологией теплокровных животных). 
В качестве теоретической возможности рассмотре-
но применение термогенетической нейростимуляции 
в терапевтических целях, например, для функцио-
нирования кохлеарных имплантатов [53].

ХЕМОГЕНЕТИКА
Хемогенетика – семейство методов, подразумеваю-
щих химическую стимуляцию биологических систем 
малыми молекулами, опосредованную генетически 
введенными в эти системы эффекторами, обладаю-
щими: а) специфической чувствительностью к ли-
гандам-стимулам; б) физиологически/биохимиче-
ски значимой активностью, развивающейся в ответ 
на связывание лиганда. Из трех подходов, которые 
мы рассматриваем в настоящем обзоре, хемогенети-
ка на сегодняшний момент, несомненно, развивается 
наиболее бурно. Так, если в 2013 году общее число 
опубликованных работ, в которых использовали хе-
могенетический арсенал, не превышало двух десят-
ков (из которых лишь единицы в области нейробио-
логии), то в прошлом, 2019 году, выпущено не менее 
300 хемогенетических исследований (в основном 
включающих эксперименты in vivo нейробиологиче-
ской направленности). Экспоненциальная динамика 
роста интереса к инструментам специфической хи-
мической стимуляции наметилась примерно в 2014–
2015 годах и, похоже, сохранится в ближайшие годы. 
Такой «хемогенетический бум», отчасти обусловлен-
ный общей «мобилизацией» нейронаук (в том числе 
подстегиваемой успехами оптогенетики), в высокой 
степени связан и с небывалым разнообразием ме-
ханизмов стимуляции, доступных с привлечением 
малых молекул.

Сам термин «хемогенетика» допускает широкую 
трактовку. Мы перечислим основные хемогенети-
ческие подходы, двигаясь в направлении наиболее 
значимых для нейробиологии. 

I. К хемогенетическим инструментам относят 
белки/РНК-флуорогены и малые молекулы, высту-
пающие в роли экзогенных хромофоров для этих 
макромолекул [54]. Здесь реализуется принцип 
флуоресцентного мечения dye in box (краситель 
в коробочке), когда молекула красителя, способная 
проникнуть в клетку и самостоятельно не флу-
оресцирующая, нековалентно, с  высокой спе-
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цифичностью связывается с генетически введенной 
в клетку макромолекулой, приобретая способность 
к флуоресценции [55, 56]. Ярким примером во-
площения этой концепции служит система FAST 
(fluorescence-activating and absorption shifting tag), 
в первоначальной форме представленная мономер-
ным генно-инженерным вариантом апо-формы фото-
активного желтого белка (photoactive yellow protein, 
PYP) из галофильной протеобактерии Halorhodospira 
halophila, образующего флуоресцентные комплексы 
с производными 4-гидроксибензилиденроданина [57]. 
В рамках FAST разработаны хемогенетические ин-
струменты для многоцветного мечения [58], включая 
флуорофоры с эмиссией флуоресценции в дальне-
красной области [59]. Как флуоресцентные метки 
флуорогенные пары обладают рядом преимуществ 
и перед однокомпонентными генетически коди-
руемыми красителями (GFP и сходными), и перед 
малыми органическими флуорофорами. В частно-
сти, для них характерна высокая фотостабильность 
и устойчивость к фотоусталости, которые критичны 
в контексте новейших методов микроскопии [60, 61]. 

II. Ряд авторов относит к хемогенетическим подхо-
дам создание искусственных ферментов (в основном 
металлоэнзимов) и управление их активностью с по-
мощью биотин-(стрепт)авидинового таргетинга [62–65]. 
Принцип состоит в доставке металлорганических ка-
тализаторов в биотинилированной форме к молекуле 
стрептавидина или его вариантов. Хемогенетическая 
оптимизация каталитической активности таких ги-
бридных молекул может осуществляться комбиниро-
ванием библиотеки биотинилированных катализато-
ров с библиотекой мутантов стрептавидина [65]. 

III. Схожий, но более биологически релевантный 
принцип реализован в хемогенетике (или даже хе-
могеномике) как инструменте скрининга библи-
отек малых молекул (drug discovery & screening) 
[66–69]. Метод, как правило, предполагает воздей-
ствие на биологическую модельную систему целе-
выми соединениями с селекцией по функционально 
значимому параметру, например, фенотипическому 
проявлению ферментативной активности. Он по-
зволяет как выявить наиболее активное вещество 
в составе химической библиотеки, так и наоборот – 
вариант белка (или генотипа), наиболее чувстви-
тельного к заданному индивидуальному веществу. 
Хемогенетический скрининг в дрожжевой системе 
позволил обнаружить новые ингибиторы протеин-
киназ [66], гистоновых ацетилтрансфераз [69], новые 
фунгициды [70]. В недавнем масштабном проекте 
[71] был охарактеризован резистом (т.е. набор ге-
нов и их аллельных вариантов, связанных с устой-
чивостью к веществу) возбудителя малярии к не-
скольким десяткам противомалярийных препаратов. 

Обнаружены генетические детерминанты множе-
ственной лекарственной устойчивости. 

IV. Контроль белок-белковых взаимодействий 
с помощью малых молекул также концептуально 
относится к хемогенетическим подходам. Здесь осо-
бенно значимы системы химически индуцируемой 
димеризации (CID) [72], позволяющие инициировать 
взаимодействие между белками-мишенями, слиты-
ми с лиганд-активируемыми димеризующими доме-
нами. Хорошо зарекомендовали себя CID-системы, 
основанные на гомодимеризации белка FKBP [73], 
гетеродимеризации белков FKBP/FRB [74] и их про-
изводные [75, 76]. В нейробиологии такие CID при-
меняют для обратимой инактивации синаптической 
передачи сигнала in vivo (на трансгенных мышах) 
за счет подавления слияния синаптических везикул 
[77]. В другом семействе систем химически инду-
цируемой димеризации используется фермент ди-
гидрофолатредуктаза (DHFR) и его синтетические 
ингибиторы (метотрексат, триметоприм). Для ге-
теродимеризации мишеней DHFR комбинируют 
с другими лигандсвязывающими белками [78, 79]. 
Большой интерес представляют основанные на этой 
CID-системе наноантитела (nanobodies) с хими-
ческим контролем аффинности к мишени [80, 81]. 
В частности, описано антитело, связывание кото-
рого с GFP включается и выключается лигандами 
NADPH и TMP соответственно [80]. Эта технология 
обеспечивает химически контролируемое обратимое 
флуоресцентное мечение.

В последнее время разрабатываются методы 
компьютерного дизайна белковых молекул, кото-
рые, будучи экспрессированными в виде двух ком-
плементарных фрагментов, могут ассоциировать 
при связывании лиганда [82].

Взаимодействие FKBP с его партнером FRB 
и модуляция активности этих белков малыми мо-
лекулами (рапамицином и др.) нашли применение 
не только в системах димеризации, но и в хемоге-
нетическом управлении стабильностью белков-ми-
шеней [83–85]. Интересная система контроля ста-
бильности белка разработана на основе протеазы 
вируса гепатита С [86, 87]. Вирусный полипептид 
при его интеграции в химерный белок по умолча-
нию проявляет автопротеолитическую активность, 
которая блокируется введением в систему молеку-
лы ингибитора. Таким образом, химерный белок со-
храняет целостность и активность, пока ингибитор 
присутствует в клетке, и разрушается при его уда-
лении. Удалось адаптировать различные фармако-
логические препараты к ингибированию протеолиза 
и показать потенциал этой системы дестабилизации 
белков в экспериментах с контролем транскрипции, 
редактирования генома, апоптоза. 
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V. В обиход входят хемогенетические генера-
торы малых молекул. Яркий пример – оксидаза 
D-аминокислот (DAAO) для генерирования перок-
сида водорода в клетках [88]. Этот дрожжевой фер-
мент катализирует превращение D-аминокислот 
в соответствующие альфа-кето-производные с вы-
делением молекулы пероксида [89]. Таким образом, 
для активации генератора H2O2 можно использовать 
практически любую D-аминокислоту. DAAO как хе-
могенетический эффектор нашел применение в из-
учении активности антиоксидантных систем [90] 
и клеточного сигналинга [91] на культуре клеток, 
а также влияния пероксида на сердечную деятель-
ность in vivo [92]. В перечисленных работах DAAO 
активировали совместно с мониторингом уровня пе-
роксида с помощью флуоресцентных индикаторов. 

VI. Принципы хемогенетики используются 
при конструировании флуоресцентных индикато-
ров мембранного потенциала. В одних случаях по-
тенциал-чувствительные красители таргетируются 
на клеточную мембрану при помощи белковых мо-
лекул (как правило, с ковалентным присоединением 
к последним) [93, 94] или даже флуорогенно активи-
руются заякоренными в мембране ферментами [95]. 
В других – ассоциированный с плазматической мем-
браной флуоресцентный белок играет роль донора 
FRET для органического флуорофора, мигрирующего 
в липидном бислое в ответ на изменение электри-
ческого потенциала [96]. В третьих, наоборот, потен-
циал-чувствительной единицей служит молекула 
микробного родопсина, а его флуоресцентный сигнал 
усиливается за счет резонансного переноса энергии 
с яркого флуоресцентного красителя, добавляемого 
в клетки экзогенно [97, 98]. Подобные индикаторы – 
перспективные нейробиологические инструменты, 
уже сегодня они используются для мониторинга 
электрической активности нейронов in vivo [98].

VII. Химическая индукция транскрипции генов 
бактериальных ферментов, вероятно, один из пер-
вых прототипов хемогенетических методов [99, 100]. 
В свою очередь, гетерологическая экспрессия бак-
териальных ферментов для внутриклеточной мо-
дификации малых молекул служит основной хемо-
генетических систем, в которых фармакологически 
релевантные соединения модулируют активность эн-
догенных белков в специфических типах клеток. Так, 
воздействие дауномицином (daun02, производным га-
лактозы) на эукариотические клетки, экспрессирую-
щие бактериальную бета-галактозидазу, применяли 
в качестве модельного инструмента терапии опухо-
лей [101]. Ферментативная активность бета-галакто-
зидазы конвертирует фармакологически инертный 
daun02 в антибиотик даунорубицин, который вызы-
вает апоптоз клеток. В контексте нейронаук приме-

чательны эксперименты на линии трансгенных крыс, 
в клетках которых бета-галактозидаза экспресси-
руется под контролем промотора c-fos. Авторы вос-
пользовались феноменом дифференциального уси-
ления экспрессии эндогенного транскрипционного 
трансактиватора Fos в нейронах, восприимчивых 
к воздействию кокаина, для селективного блокиро-
вания кальциевого сигналинга в этих клетках. Таким 
образом, введение дауномицина в мозг крыс позволи-
ло заблокировать ионные каналы (и, соответственно, 
передачу двигательных сигналов) только в нейронах, 
сенситизованных кокаином [102]. Хорошим потенци-
алом для нейробиологического применения в систе-
мах экспрессии с химической индукцией обладают 
некоторые природные нейротоксины. В частности, 
легкая цепь столбнячного токсина (TeNT), блокиру-
ющая синаптическую передачу путем протеолити-
ческого расщепления белков синаптических везикул 
[103], экспрессируемая в нейронах под контролем те-
трациклин-чувствительных регуляторных элементов, 
используется (совместно с тетрациклиновым транс-
активатором) как обратимый хемогенетический ин-
гибитор [104–106]. 

VIII. Наконец, обширная и весьма гетерогенная 
в структурном и функциональном смысле группа 
хемогенетических эффекторов используется прак-
тически исключительно в нейробиологических ис-
следованиях. Подробная характеристика этой груп-
пы представлена в следующем разделе. 

Хемогенетические эффекторы 
для нейробиологии
Все эффекторные молекулы, применяемые в ней-
робиологической хемогенетике, можно разделить 
на два типа: лиганд-зависимые ионные каналы 
и химически активируемые G-белок-сопряженные 
рецепторы [107]. Эволюция молекулярных инстру-
ментов обоих типов чаще всего направлена от при-
менения природных рецепторов к инжинирингу 
химерных молекул, оптимизированных для эффек-
тивного решения частных научных задач.

Среди природных лиганд-зависимых катион-
ных каналов в качестве хемогенетических эф-
фекторов применяли уже упомянутые в разде-
ле «Термогенетика» TRP-рецепторы. Напомним, 
что для  этих катионных каналов характерна 
не только температурная, но и химическая чув-
ствительность. При расшифровке роли эндогенно-
го рецептора TRPM2, экспрессирующегося в клет-
ках гипоталамуса млекопитающих, в центральной 
регуляции температуры тела активировали этот 
белок природным агонистом – аденозиндифосфат-
рибозой (ADPR), а также модулировали его актив-
ность сенсибилизатором – пероксидом водорода 
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[108]. Активацию ванилоидного рецептора TRPV1 
капсаицином применяли для возбуждения культи-
вируемых нейронов [109], а также in vivo, в мозге 
трансгенных мышей [110, 111], в том числе для из-
учения пищевого поведения [112] и боли [113]. 
Описана также стимуляция ментолом нейронов, 
экспрессирующих холодовой рецептор TRPM8 [109]. 
Существенный недостаток TRP-каналов как хемо-
генетических эффекторов – их присутствие в тка-
нях мозга млекопитающих в качестве эндогенных 
рецепторов, чреватое развитием неспецифических 
ответов на стимуляцию. В этой связи в работах in 
vivo используют линии мышей с нокаутами генов 
TRP [107]. 

Важнейшая группа химически активируемых 
ионных каналов, нашедших применение в нейроби-
ологии, – рецепторы с цистеиновой петлей (Cys-loop 
receptors) [107, 114]. Это семейство пентамерных 
молекул, несущих характерный цистеин-богатый 
структурный элемент, контролирующий проницае-
мость ионной поры, включает никотиновые, глици-
новые, серотониновые и GABA-рецепторы, а также 

глутаматные хлорные каналы [107]. Хотя в еди-
ничных работах для контроля активности нейро-
нов использовали и Cys-loop-рецепторы дикого 
типа (в частности, GABA(C) и его агонист цис-4-
аминокротоновую кислоту [115], а также GluCl 
и ивермектин [116]), большее распространение в ка-
честве нейромодуляторов получили их искусствен-
ные варианты с повышенной чувствительностью 
[117, 118] и модифицированной специфичностью 
[119] к лиганду, а также с измененной ионной се-
лективностью [120]. Однако наиболее востребован-
ный хемогенетический инструмент, разработанный 
на основе Cys-loop-рецепторов, – это семейство хи-
мерных модульных ионных каналов (PSAM) и их 
лигандов (PSEM) [107, 120, 121]. Первый вариант 
фармакологически селективного активаторного мо-
дуля PSAM – продукт генетической модификации 
лигандсвязывающего домена (LBD) α7-никотинового 
ацетилхолинового рецептора (nAchR), направленной 
на снижение его сродства к ацетилхолину и выра-
ботку специфичности к синтетическим соединениям, 
не активирующим nAchR дикого типа. Последние 

Аллель­специфический 
генетически  

кодируемый рецептор
RASSL DREADD

G
PC

R
LG

IC

Активация

Активация Активация Активация

Активация АктивацияИнгибирование

Ингибирование Ингибирование Ингибирование

ИнгибированиеИнгибирование

Аррестин­
зависимые 
сигнальные 

пути

Спирадолин

цис­4­аминокротоновая 
кислота Капсаицин

GABA(C) TRPV1 GluCl PSAM

Рис. 2. Временная шкала, отражающая появление различных хемогенетических подходов. Показаны основные 
инструменты хемогенетики и их предшественники (сверху – на основе GPCR, снизу – лиганд­зависимых ионных 
каналов (ligand­gated ion channels, LGIC)), а также схематически изображены молекулярные механизмы актива­
ции этих молекул

KOR
KOR



ОБЗОРЫ

 ТОМ 13  № 4 (51)  2021 | ACTA NATURAE | 25

были названы фармакологически селективными эф-
фекторными модулями – PSEM [122]. Особенности 
молекулярной организации Cys-loop-рецепторов, 
а именно, относительная структурная независимость 
лигандсвязывающего домена (LBD) и домена ион-
ной поры (IPD) [123], сделали возможным модуль-
ный инжиниринг рецепторов на основе PSAM. Так, 
селективный к PSEM-лигандам LBD был скомби-
нирован с доменами ионной поры других Cys-loop-
рецепторов [122]. В сочетании с IPD серотонинового 
рецептора 5HT3 активированный PSAM обеспечи-
вает Na+/K+-токи внутрь клетки, деполяризацию 
мембраны и возбуждение нейрона, с IPD-рецептора 
nAchR – кальциевый ток внутрь клетки, а с IPD 
глицинового или GABA-рецептора – входящий ток 
Cl-, сопровождаемый гиперполяризацией мембраны 
и сайленсингом нейрональной активности (рис. 2). 
Каждый из хемогенетических модулей – PSAM, 
IPD и PSEM – может быть объектом дальнейших 
модификаций, направленных на расширение пали-
тры доступных лигандов, увеличения специфич-
ности и сродства к лиганду, проводимости ионной 
поры [107, 121]. В прошлом году были опубликованы 
результаты масштабной работы по рациональному 
дизайну нового активатора PSAM4, специфичного 
к антитабачному препарату варениклину, а также 
нового семейства лигандов uPSEM, обладающих 
субнаномолярным сродством к PSAM4 [124] (рис. 2). 
Потенциал этих инструментов показан в in vivo 
экспериментах по активации и подавлению нейро-
нальной активности в мозге мышей и обезьян.

Система хемогенетической нейромодуляции на ос-
нове PSAM/PSEM использована в ряде важных ра-
бот по изучению механизмов памяти и обучения 
[125–129], боли [68], мотивационных эффектов голода 
и жажды [130], двигательной и поведенческой актив-
ности [131, 132] in vivo. Рассматриваются клинико-
терапевтические перспективы этого подхода [133].

Как и оптогенетические инструменты на базе ми-
кробных родопсинов, лиганд-зависимые ионные кана-
лы (TRP, Cys-loop) обладают ионотропным механиз-
мом нейромодуляции, т.е. создают трансмембранные 
ионные токи, изменяющие поляризацию мембраны 
нейронов. Однако в хемогенетике существенно более 
широко, чем в оптогенетике, используют рецепторы 
с метаботропным механизмом активации – химиче-
ски активируемые G-белок-сопряженные рецепто-
ры (GPCR). Формирование пула хемогенетических 
GPCR, пригодных для нейробиологических экспери-
ментов in vivo, заняло около 20 лет и происходило 
в несколько этапов (рис. 2). В ходе изучения моле-
кулярных механизмов распознавания лиганда бе-
та-адренергическими метаботропными рецепторами 
установлены ключевые аминокислотные положения, 

связанные со специфичностью связывания адрена-
лина, и на основе этих данных созданы варианты 
рецепторов, активируемые синтетическими произ-
водными катехола [134, 135]. Так появились первые 
аллель-специфические генетически кодируемые 
рецепторы [121, 134]. Сами модифицированные бе-
та-адренергические рецепторы не нашли примене-
ния в нейробиологии, однако концепция изменения 
лиганд-специфичности средствами рационального 
дизайна стала ключевой для разработки семейства 
RASSL – рецепторов, активируемых исключительно 
синтетическими лигандами [136, 137].

Первые RASSL были получены в результате мута-
генеза каппа-опиоидного рецептора (k-opioid receptor, 
KOR) [136]. Модифицированный KOR утратил чув-
ствительность к эндогенным пептидным лигандам, 
однако стал активироваться синтетическим агони-
стом – спирадолином. Хемогенетические эксперимен-
ты in vivo с ранними вариантами RASSL позволили 
осуществить модуляцию сердечной деятельности 
мыши [138]. Позднее специфическую стимуляцию 
вкусовых нейронов с помощью RASSL использовали 
для расшифровки механизмов восприятия сладкого, 
умами и горького вкусов [139, 140]. RASSL нашли 
ограниченное применение в нейробиологии прежде 
всего из-за чувствительности к их лиганду, спирадо-
лину, эндогенных опиоидных рецепторов [107].

Недостатки, характерные для RASSL, в основ-
ном устранены в следующем поколении химерных 
GPCR, названных DREADD (designer receptors 
exclusively activated by designer drugs, рис. 2) [141]. 
На сегодняшний день именно эти молекулы явля-
ются наиболее востребованными хемогенетическими 
инструментами.

DREADD
Систематическое изучение молекулярной структу-
ры и механизмов активации природных GPCR [142] 
обеспечило концептуальную основу для дизайна хи-
мерных молекул, активирующихся фармакологиче-
ски инертным веществом [143]. Пилотной мишенью 
для мутагенеза стал мускариновый ацетилхолино-
вый рецептор hM3, который в результате модифика-
ции приобрел высокую селективность в отношении 
клозапин-N-оксида (CNO) и практически потерял 
сродство к природному агонисту, ацетилхолину [143]. 
Этот рецептор, ставший первым представителем 
семейства DREADD, получил название hM3Dq, по-
скольку связывает G-белки типа Gq. Выбор CNO 
как лиганда продиктован тем, что это вещество имеет 
благоприятную фармакокинетику в организме мыши 
и человека, а также практически не активирует эн-
догенные GPCR. Потенциал hM3Dq вскоре показали 
в экспериментах in vivo, где этот рецептор селек-
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тивно активировал нейроны гиппокампа мыши [144]. 
Механизм возбуждения нейронов при активации 
GPCR гораздо сложнее, чем у ионотропных рецепто-
ров. Например, активация hM3Dq приводит к запу-
ску фосфоинозитольного сигналинга, повышающего 
возбудимость нейронов, а также к выбросу катионов 
кальция из внутриклеточных депо, которые, в свою 
очередь, способствуют запуску Na+/Ca2+-антипорта, 
деполяризующего мембрану [107]. Как и в случае 
с Cys-loop-рецепторами, «модульность» молекул 
GPCR облегчает дизайн их новых вариантов. Так, 
на основе упомянутого выше hM3Dq путем замены 
внутриклеточного G-белоксвязывающего модуля (на 
Gs-сопряженный из бета-адренергического рецепто-
ра) получен hM3Ds [145] – DREADD, активирующий 
продукцию сАМР в ответ на связывание CNO [146]. 
По аналогии с hM3 были модифицированы и другие 
мускариновые рецепторы, в результате чего семей-
ство чувствительных к CNO DREADD расширилось. 
Помимо hM3Dq/hM3Ds, оно включает в себя hM1Dq, 
hM2Di, hM4Di, hM5Dq, некоторые из которых нашли 
широкое применение в нейробиологии [121, 143, 147]. 
В частности, hM4Di представляет собой ингибитор-
ный эффектор, снижающий продукцию сАМР и обе-
спечивающий гиперполяризацию мембран нейронов, 
опосредованную открытием калиевых каналов [143]. 
В дальнейшем показали, что hM4Di также является 
мощным ингибитором синаптической передачи сиг-
нала [148, 149]. Таким образом, в семейство DREADD 
входят как активирующие, так и ингибирующие ней-
рональную активность эффекторы, воздействующие 
на клеточную физиологию с помощью трех канони-
ческих G-белковых каскадов (Gαs, Gαq, Gαi). Кроме 
того, внесение дополнительной мутации в hM3Dq 
позволило получить DREADD[Rq(R165L)], не взаи-
модействующий с G-белками, но селективно запу-
скающий β-аррестиновый сигналинг [150]. Принципы 
молекулярного дизайна DREADD применили для ин-
жиниринга других GPCR. Так, модификация каппа-
опиоидного рецептора (KOR) позволила изменить 
лиганд-специфичность: вместо природного агониста, 
психоактивного сальвинорина А, его мутантный ва-
риант KORDi – сайленсер нейрональной активно-
сти – активируется фармакологически инертным 
сальвинорином В [151].

Стратегии доставки генов DREADD в целевые 
клетки в целом схожи со стратегиями доставки 
канальных родопсинов и других оптогенетических 
эффекторов (см. I часть обзора) и включают транзи-
ентную экспрессию с помощью вирусных векторов 
и трансгенез [107]. При этом DREADD активируют-
ся исключительно специфическим химическим ли-
гандом (CNO), который не присутствует в стимули-
руемых клетках и проявляет чрезвычайно слабую 

активность в отношении эндогенных рецепторов. 
Можно выделить следующие преимущества исполь-
зования DREADD для нейростимуляции [121]:

а) CNO может быть доставлен в мозг животно-
го не только инвазивными методами (инъекции), 
но и перорально (с пищей или питьевой водой), а ак-
тивация DREADD не требует специальных техни-
ческих приспособлений и манипуляций (например, 
вживления в мозг экспериментального животного 
оптоволоконного кабеля или носимого имплантата);

б) фармакокинетика CNO подразумевает пролон-
гированное воздействие на нервные клетки (от ми-
нут до часов), что позволяет проводить эксперимен-
ты, предполагающие долговременную стимуляцию. 
Кроме того, при введении в организм животного 
лиганд DREADD достаточно равномерно распреде-
ляется в тканях и достигает самых глубинных обла-
стей мозга, исключая характерные для оптогенетики 
сложноcти со стимуляцией крупных популяций ней-
ронов и труднодоступных участков нервной ткани. 

Таким образом, не обладая высоким простран-
ственным и временным разрешением и будучи ма-
лопригодной к анализу быстрых физиологических 
процессов, хемогенетическая стимуляция прекрасно 
подходит для изучения влияния на клетки различ-
ных хронических эффектов или для имитации про-
тяженных во времени биохимических циклов, на-
пример циркадных ритмов.

Определенные сложности в применении DREADD 
создают высокие дозы CNO, необходимые для до-
стижения достаточной интенсивности стимуляции 
[152], и связанные с этим побочные эффекты [153], 
а также пробелы в понимании молекулярных ме-
ханизмов проникновения CNO в мозговую ткань. 
В 2017 году было показано, что в мозге крыс ак-
тивация DREADD осуществляется не самим CNO 
(который плохо проникает через гематоэнцефали-
ческий барьер), а метаболически образованным кло-
запином [154]. Эти факты побудили к разработке 
новых агонистов DREADD, лучше проникающих 
в мозг и обладающих более высоким сродством 
к химерным рецепторам [155, 156]. Также предла-
гаются усовершенствованные технологии доставки 
лигандов, в частности, акустический таргетинг [157] 
и хемомагнитная модуляция с помощью рассеиваю-
щих тепло наночастиц [158], облегчающие локальное 
прохождение гематоэнцефалического барьера.

Применение в нейробиологии и перспективы 
метода
Как мы уже отмечали, в последние 4–5 лет наблю-
дается настоящий бум нейробиологической хемоге-
нетики. В основной массе новых работ используются 
рецепторы семейства DREADD, эксперименты про-
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водят in vivo, а спектр модельных систем по широте 
(от мышей до обезьян) не уступает таковому в оп-
тогенетике. Примечательно, что потребовалось поч-
ти десятилетие, чтобы подход, связанный с дизай-
нерскими хеморецепторами, стал общеупотребимым 
в нейронауках. Мы связываем это со сложностью 
молекулярных механизмов стимуляции нейронов 
с помощью экзогенных GPCR. Здесь мы приведем 
лишь отдельные яркие примеры хемогенетических 
работ, не имея возможности в формате обзора охва-
тить все их разнообразие. 

Хемогенетический подход позволил разобраться 
в механизмах регенерации аксонов [159], организации 
коннектома и взаимодействии крупных популяций 
нейронов [160–162], изучить нейрофизиологические 
основы когнитивной дисфункции на генетических 
моделях шизофрении [163, 164] и аутизма [165, 166]. 
В ряде работ селективную стимуляцию нейронов, 
экспрессирующих DREADD, использовали для изу-
чения поведенческих эффектов кокаина [167] и алко-
голя [168], а также нарушений в функционировании 
мозга потомства, обусловленных приемом алкоголя 
беременной самкой [169]. Множество «хемогенетиче-
ских» публикаций посвящено расшифровке механиз-
мов памяти [170–174] и сна [175–178]. В нескольких 
крупных работах рассмотрены необычные взаимо-
связи функционирования нервной и пищеваритель-
ной систем: роль специфических популяций нейронов 
в развитии ожирения [179], гастронейральные пути 
выработки предпочтений в потреблении сахара [180], 
влияние микробиоты кишечника на активность сим-
патических нейронов [181]. В недавно проведенном 
изящном исследовании рецепторы DREADD помог-
ли в установлении взаимосвязи стресса и появления 
седых волос [182]. Пожалуй, самый крупный и зна-
чимый блок научных проектов, в которых задейство-
ван хемогенетический арсенал, связан с изучением 
нейрофизиологических детерминант поведения жи-
вотных. Здесь охвачены как традиционные темы – 
пищевое [183], защитное [184] поведение и внимание 
[185], так и специфические поведенческие паттерны, 
например, родительская забота [186] и вокализация 
при материнской коммуникации с новорожденным 
[187]. Хемогенетические инструменты нашли при-
менение даже при изучении механизмов восприятия 
мышью запаха кошки [188, 189].

Обсуждается вопрос клинико-терапевтического 
применения хемогенетики. Речь идет и о системах 
рецептор–лиганд на основе GPCR [178, 190], и о ли-
ганд-зависимых ионных каналах [133]. 

Невероятное разнообразие природных хеморецеп-
торов (как их химической специфичности, так и меха-
низмов активации) открывает широкие перспективы 
дальнейшего развития хемогенетического подхода.

КОМБИНАЦИИ ПОДХОДОВ
Итак, мы рассмотрели три современных подхода 
к контролю биохимических процессов, сделав ак-
цент на управлении активностью нервных клеток, 
а также молекулярные инструменты, связанные 
с реализацией этих подходов. У каждого из них – 
оптогенетического, термогенетического и хемогене-
тического – есть сильные и слабые стороны, причем 
преимущества одного подхода зачастую комплемен-
тарны недостаткам другого. Это позволяет в каждом 
отдельном случае применять более эффективный 
и релевантный инструмент и даже комбинировать 
разные принципы воздействия на клетки в одной 
модельной системе. Свою роль здесь играет и ор-
тогональность механизмов стимуляции: например, 
кратковременное оптическое воздействие через 
ионные каналы и пролонгированная химическая 
стимуляция через G-белковый сигналинг с очевид-
ностью могут дополнять друг друга.

Действительно, примеры взаимодополняющего 
использования опто- и хемогенетики можно найти 
в значительном числе нейробиологических экспе-
риментов. Так, совместную оптогенетическую и хе-
могенетическую стимуляцию in vivo используют 
для изучения механизмов мотивации [191] и пове-
денческих адаптаций [192, 193], установления роли 
катиона натрия в регуляции циркадных ритмов 
[194] и роли микроглии в регуляции миелинизации 
[195], исследования эпилепсии [196], физиологии сна 
[197], регуляции пищевого поведения [198] и болево-
го восприятия [199].

Вместе с тем, существуют системы, где принципы 
оптической и химической стимуляции переплетены 
на молекулярном уровне, формируя не раздельно 
работающие, а по-настоящему гибридные молеку-
лярные инструменты.

Пожалуй, первый пример такого рода относит-
ся к периоду зарождения нейробиологической оп-
тогенетики, когда в 2003 году удалось осуществить 
стимуляцию нейронов гиппокампа, экспрессирую-
щих лиганд-зависимые катионные каналы TRPV1 
и P2X2, фотовысвобождаемыми лигандами (капсаи-
цином и АТР соответственно) [109]. Позже гибрид-
ную фотохимическую стимуляцию канала P2X2 при-
меняли in vivo для контроля поведения дрозофилы 
[200]. Описано несколько систем обратимой оптохи-
мической стимуляции, основанных на ковалентной 
модификации белка малой молекулой, пришитой че-
рез фотоизомеризующуюся (азобензольную) группу. 
В одном случае фотоизомеризация позволяла откры-
вать (длинноволновым светом) и закрывать (коротко-
волновым) калиевый канал [201], в другом – обратимо 
презентировать лиганд ионотропному глутаматному 
рецептору (iGluR) [202]. Дальнейшим развитием это-
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го подхода стала модификация эндогенных калиевых 
каналов и опосредованная ими фотохимическая сти-
муляция нейронов крысы in cellulo и ex vivo [203], 
а также появление новых «дизайнерских» калиевых 
каналов [204], ацетилхолиновых [205] и глутаматных 
[206] рецепторов с аналогичным принципом актива-
ции. Последние – из семейства LiGluR – использо-
вали в экспериментах in vivo [206, 207]. В 2020 году 
появилось первое сообщение о фотохимически акти-
вируемом GPCR – эндогенном метаботропном глу-
таматном рецепторе (mGluR2), способном обратимо 
стимулировать нейроны [208].

К хемооптогенетическим эффекторам относится 
и флуорогенактивирующий пептид Mito-FAP, до-
ставляющий в митохондрии фотосенсибилизатор 
MG-2I [209].

Наконец, самой изящной реализацией гибрид-
ного фотохимического подхода к контролю кле-
точной активности можно назвать систему BL-OG 
(BioLuminescent OptoGenetics), в которой эффектор 
представляет собой слитый белок (люминопсин), со-
стоящий из люциферазы и канального родопсина 
[210–214]. Молекула родопсина активируется лю-
минесценцией люциферазы, включение и интенсив-
ность эмиссии которой, в свою очередь, может ре-
гулироваться составом и количеством добавляемых 
в систему кофакторов (люциферина и его транспор-
тера). Метафорически BL-OG можно охарактеризо-
вать как систему адресной доставки света в мозг.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Оптогенетика – зрелый и чрезвычайно продуктив-
ный метод, получивший широкое признание в науч-
ном сообществе. Так, в 2010 году оптогенетика была 
признана Методом Года по версии авторитетного 

журнала Nature Methods [215] и заняла почетное ме-
сто в сборнике Прорывы Десятилетия (Breakthroughs 
of the Decade), выпущенном журналом Science [216]. 
Исключительно высокая ценность оптогенетического 
подхода для нейробиологических исследований от-
мечена престижной премией Brain Prize, врученной 
в 2013 году шести исследователям, внесшим ключе-
вой вклад в разработку и развитие оптогенетических 
инструментов. Оптогенетика включена в перечень 
базовых подходов к реализации крупнейшей научной 
программы BRAIN initiative (https://braininitiative.nih.
gov/), курируемой американским Национальным ин-
ститутом здоровья (NIH). Более того, с нашей точки 
зрения, успех оптогенетики оказал глобальное вли-
яние на развитие научной методологии, став мощ-
ным катализатором развития самых разнообразных 
генетически кодируемых инструментов. Вероятно, 
лучшее свидетельство этому – сотни прорывных ра-
бот, увидевших свет за последнее десятилетие и де-
монстрирующих гибкость и эффективность новых 
подходов – хемогенетики, термогенетики и гибрид-
ных фотохимических методов. В дополнение к этим 
оформившимся и хорошо себя зарекомендовавшим 
методикам появляются и совершенно новые, напри-
мер, ультразвуковая стимуляция нейронов, опосредо-
ванная активацией катионных каналов (соногенети-
ка) [217] и однокомпонентная магнитная стимуляция 
(магнетогенетика), осуществляемая с помощью желе-
зосодержащих белков [218]. Пожелаем им успехов. 
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РЕФЕРАТ Вирус гриппа ежегодно уносит порядка 650 000 жизней. В условиях прогрессирующей рези-
стентности к противовирусным препаратам и сниженной эффективности вакцинации среди опреде-
ленных групп населения возникает необходимость в новых подходах к терапии гриппозной инфекции. 
Представленная работа посвящена получению однодоменных антител (наноантител) к высококонсер-
вативному стержневому домену гемагглютинина вируса гриппа типа А при помощи технологии фа-
гового дисплея. В результате были отобраны два высокоаффинных клона наноантител, показавшие 
100% нейтрализующую активность in vivo при заражении мышей летальными дозами вируса гриппа 
штаммов H1N1 и H5N2. Полученные данные указывают на возможность создания высокоэффективных 
препаратов на основе однодоменных антител для терапии гриппозной инфекции.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА наноантитела, VHH, фаговый дисплей, вирус гриппа. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ НА – гемагглютинин; СД – стеблевой (стержневой) домен НА; HcAb – тяже-
лоцепочечные антитела представителей семейства Camelidae; VHH – вариабельный домен HcAb; 
ПЦР – полимеразная цепная реакция; ИФА – иммуноферментный анализ; EC50 – полумаксималь-
ная эффективная концентрация; SPR – поверхностный плазмонный резонанс; LD50 – полулетальная 
доза; мАт – моноклональные антитела. 

ВВЕДЕНИЕ
Грипп остается серьезной проблемой мирового 
здравоохранения, несмотря на доступность ежегод-
но обновляющихся вакцин и разработанные этио-
патогенетические подходы к терапии этого инфек-
ционного заболевания. Основным способом контроля 
гриппозной инфекции на сегодняшний день остает-
ся вакцинация. Специфическую профилактику до-
полняют противовирусные препараты, действующие 
как на сезонные, так и на пандемические штаммы 
вируса гриппа. Однако, принимая во внимание воз-
растающую лекарственную резистентность, сни-
женную эффективность вакцинации у определен-
ных групп населения и короткое терапевтическое 
окно имеющихся противовирусных лекарственных 
средств, остро встает необходимость в препаратах 
нового типа для лечения инфекции, вызванной ви-
русом гриппа.

Эффективной стратегией в терапии гриппозной 
инфекции может быть получение антител, спе-

цифичных к высококонсервативным участкам ви-
русных белков. Гемагглютинин (НА) – один из глав-
ных белков оболочки вируса гриппа, находится 
на поверхности вириона в виде тримера, мономеры 
которого состоят из двух субъединиц: НА1 и НА2. 
Пространственно в НА выделяют апикальный гло-
булярный домен, включающий центральную часть 
субъединицы НА1, и дистальный стеблевой (стерж-
невой) домен (СД), который сформирован субъеди-
ницей НА2, а также N- и C-концевыми участками 
субъединицы НА1 [1]. Подавляющее большинство 
антител в организме направлено на высокоиммуно-
генный участок вокруг рецепторсвязывающего сай-
та, расположенного в глобулярном домене, обеспечи-
вая тем самым нейтрализацию вируса и оказывая 
одновременно с этим иммуноселективный прессинг, 
приводящий к возникновению эскейп-мутантов [2]. 
Такие антитела почти всегда штаммо- или подтип-
специфичны. СД, напротив, менее иммуногенен, одна-
ко антитела к нему зачастую распознают несколько 
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подтипов НА за счет высококонсервативной последо-
вательности [2]. Таким образом, разработка антител 
к СД считается перспективным направлением в соз-
дании новых противовирусных препаратов.

Известные на данный момент мАт к СД обладают 
различным спектром реактивности: от связывания 
с подтипами НА внутри одной филогенетической 
группы [3–10] до распознавания НА среди обе-
их групп [11–21] и даже перекрестной активности 
между НА типа А и В [22]. Большинство этих анти-
тел узнают консервативные конформационные эпи-
топы в СД. Наряду с каноническими антителами, 
получены и однодоменные антитела (наноантитела, 
VHH) к СД [23, 24]. Все описанные наноантитела об-
ладают перекрестной реактивностью и нейтрализу-
ют вирусы внутри одной филогенетической группы 
НА или в результате создания мультиспецифичных 
конструкций приобретают способность нейтрализо-
вать вирусы гриппа как типа А, так и типа В.

VHH – это вариабельный домен «тяжелоцепо-
чечных» иммуноглобулинов, HcAb, обнаружен-
ных у представителей семейства Camelidae [25]. 
Несмотря на свой небольшой размер (12–15 кДа), 
VHH не уступают в аффинности и специфич-
ности каноническим антителам. Благодаря уни-
кальной стабильности в широком диапазоне тем-
ператур, в присутствии различных детергентов, 
а также устойчивости к протеолитическому рас-
щеплению, однодоменные антитела можно достав-
лять в организм перорально или ингаляционно [26, 
27]. Наноантитела нашли применение в терапии 
онкологических, гематологических, инфекционных 
и аутоиммунных заболеваний, некоторые препара-
ты проходят клинические испытания или одобрены 
к применению в европейских странах и США [28, 
29].

В данной работе получен стабилизированный 
тример СД для сохранения конформационных эпи-
топов нейтрализующих антител, с помощью тех-
нологии фагового дисплея отобраны вируснейтра-
лизующие VHH, специфичные к СД. Выбраны два 
высокоаффинных клона, показавших 100% нейтра-
лизующую активность in vivo в модели летальной 
инфекции на вирусах гриппа H1N1 и H5N2. Таким 
образом, установлена возможность получения высо-
коэффективных препаратов на основе VHH для те-
рапии гриппозной инфекции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биоматериалы
В работе использованы высокоочищенные пре-
параты рекомбинантных белков: полнораз-
мерные НА вируса гриппа типа А H3N2 (A/

Switzerland/9715293/2013) (Sino Biological, Китай), 
H1N1 (A/California/04/2009) (Sino Biological). 
Эндонуклеазы рестрикции, Т4-ДНК-лигаза и ще-
лочная фосфатаза (FastAP) получены от фирм NEB 
(США) и Thermo Fisher Scientific (США). Для им-
мунизации альпака использовали гриппозную трех-
валентную инактивированную полимер-субъединич-
ную вакцину Гриппол® плюс («НПО ПЕТРОВАКС 
ФАРМ», Россия).

Получение СД НА
Нуклеотидную последовательность, соответству-
ющую аминокислотной последовательности СД 
вируса гриппа штамма H1N1 (A/Brisbane/59/2007) 
(HA stem) #4900, приведенной в работе Impagliazzo 
A. и соавт. [30], синтезировали в ЗАО «Евроген» 
(Россия), клонировали в плазмиду pShuttle-CMV 
(Stratagene, США) и получали плазмиду pShut-
tle-CMV-HAstem. Далее культуру клеток CHO-S 
(Thermo Fisher Scientific) транзиентно трансфи-
цировали плазмидой pShuttle-CMV-HAstem с ис-
пользованием системы CHO Gro (Mirus Bio, США) 
в соответствии с протоколом производителя. Клетки 
культивировали в колбах Эрленмейера (125 об/мин, 
5% СО2, 80% влажности, 37°C), спустя 24 ч темпе-
ратуру снижали до 32°C и продолжали культи-
вировать в течение 10 дней. Начиная с 3-го дня 
добавляли подпитки Cell boosts 7a (2%), 7b (0.2%) 
(HyClone, США) и 0.5% CHO Bioreactor Feed (Sigma, 
США) 1 раз в день. По истечении 10 дней культу-
ральную жидкость осветляли центрифугированием 
при 5000 g. СД HA очищали аффинной хроматогра-
фией на системе AKTA start (Cytiva Швеция), ис-
пользуя колонки HisTrap 1 мл (Cytiva) в соответ-
ствии с протоколом производителя. Дополнительную 
очистку и замену буфера на 20 мМ фосфат натрия, 
150 мМ натрия хлорид проводили на колонке ХК 
26/100 (Cytiva), упакованной сорбентом Superdex 
200 pg (Cytiva).

Иммунизация животного
Альпака (Vicugna pacos) иммунизировали 5 раз 
с интервалом 14 дней между первой и второй инъ-
екцией и 10 дней между последующими. При про-
ведении первичной иммунизации животному под-
кожно вводили препарат, состоящий из вакцины 
Гриппол® плюс (100 мкг) и полного адъюванта 
Фрейнда (Sigma), смешиваемых в соотношении 1 : 
1 до получения гомогенной суспензии. В последую-
щие четыре инъекции вводили Гриппол® плюс в со-
четании с неполным адъювантом Фрейнда (Sigma). 
До иммунизации и через 7 дней после пятой инъ-
екции у животного отбирали небольшое количество 
крови (5–10 мл) в качестве контроля для опреде-
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ления концентрации специфичных антител. Спустя 
неделю после последней инъекции 50 мл венозной 
крови отбирали в стерильный контейнер с антикоа-
гулянтом литий-гепарин. Фракцию мононуклеарных 
клеток периферической крови получали по стан-
дартному протоколу путем центрифугирования 
с раствором фиколла плотностью 1.077 («ПанЭко», 
Россия). 

Получение фаговой библиотеки, селекция 
индивидуальных клонов
Выделение мРНК, ПЦР-амплификацию целевых 
фрагментов ДНК и конструирование библиоте-
ки проводили по стандартным протоколам [31, 32]. 
Вариабельные домены тяжелоцепочечных имму-
ноглобулинов из В-лимфоцитов периферической 
крови иммунизированного альпака клонировали 
в фагмидный вектор pHEN1. Используемые в двух-
стадийной ПЦР специфические праймеры содержа-
ли сайты рестрикции SfiI и NotI на 5′- и 3′-конце 
соответственно. Амплифицированные последова-
тельности VHH клонировали по указанным сай-
там рестрикции с помощью эндонуклеаз SfiI, NotI 
и ДНК-лигазы фага T4. Полученными рекомбинант-
ными плазмидными ДНК методом электропорации 
трансформировали электрокомпетентные клетки 
Escherichia coli штамм TG1. В результате получили 
базовую библиотеку наноантител, сложность кото-
рой составила 3 × 106 индивидуальных клонов. 

Фаги, несущие специфичные к СД наноантитела, 
отобраны с помощью трех раундов селекции (пан-
нинга). В качестве антигена использовали СД НА 
H1N1 (A/Brisbane/59/2007) в количестве 5 мкг в пер-
вом раунде и 1 мкг в двух последующих. Из инди-
видуальных клонов, отобранных в процессе селек-
ции, выделяли плазмидную ДНК и секвенировали 
последовательности фрагментов VHH.

Экспрессия и очистка наноантител
Для экспрессии кандидатных наноантител рекомби-
нантную фагмидную ДНК, выделенную из отобран-
ных индивидуальных клонов клеток TG1, транс-
формировали в E. coli штамм BL21. Бактериальные 
клетки наращивали в течение ночи в жидкой сре-
де при 30°С, осаждали центрифугированием и ли-
зировали BugBuster Protein Extraction Reagent 
(Novagen, США) согласно протоколу производите-
ля. Наноантитела очищали на кобальтовой смоле 
TALON Superflow (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Швеция) с последующим переводом элюированной 
фракции в фосфатно-солевой буфер. Наличие экс-
прессии и ее уровень оценивали с использованием 
электрофореза в 12% полиакриламидном геле в де-
натурирующих условиях. 

Электрофорез белков
Электрофорез белков проводили в 12% полиакри-
ламидном геле (Bio-Rad, США) в присутствии доде-
цилсульфата натрия по Лэммли. При электрофорезе 
в неденатурирующих невосстанавливающих усло-
виях образцы смешивали с буфером для нанесения 
проб без 2-меркаптоэтанола и, не нагревая, вносили 
в лунки геля. В качестве стандарта молекулярных 
масс использовали Precision Plus Protein™ (Bio-Rad).

Иммуноферментный анализ
Для измерения антител в сыворотке крови альпа-
ка образцы сыворотки добавляли в лунки планшета 
с иммобилизованными в стандартном 0.05 М карбо-
натно-бикарбонатном буфере (рН 9.6) рекомбинант-
ными НА или СД (1 мкг/мл), затем обрабатывали 
поликлональными антителами козы к IgG ламы, 
конъюгированными с пероксидазой хрена (HRP) 
(Bethyl Laboratories, США). Обогащение библиотек 
оценивали с использованием меченных перокси-
дазой хрена антител к фагу M13 (Sino Biological). 
При проведении непрямого анализа с наноантитела-
ми использовали вторичные поликлональные HRP-
антитела к эпитопу c-myc (Abcam, Великобритания). 
В качестве субстрата для пероксидазы хрена ис-
пользовали раствор тетраметилбензидина (TMB) 
(Bio-Rad). Оптическую плотность измеряли на дли-
не волны 450 нм с помощью мультимодального ри-
дера Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific).

Поверхностный плазмонный резонанс (SPR)
Аффинность и кинетику взаимодействия наноанти-
тел и антигена (СД НА) определяли на четырехка-
нальном оптическом биосенсоре Biacore 3000 (GE 
Healthcare Bio-Sciences AB). Рекомбинантный белок 
СД (20 мкг/мл в 10 мМ ацетатном буфере рН 4.5) 
ковалентно иммобилизовали на поверхности оптиче-
ского чипа CM5 с помощью набора Amine Coupling 
Kit (GE Healthcare Bio-Sciences AB). Уровень иммо-
билизации лиганда в рабочем канале оптического 
биосенсора составил 1800 RU.

Кинетические параметры анализировали путем 
инжекции пятикратных разведений образцов нано-
антител в диапазоне концентраций от 267 до 0 нМ 
через контрольный (без иммобилизованного лиган-
да) и рабочий каналы в течение 3 мин с постоян-
ной скоростью потока 15 мкл/мин. В качестве рабо-
чего буфера использовали HBS-EP (0.01 M HEPES 
pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 мM EDTA, 0.005% Surfactant 
P20). Время диссоциации после нанесения образ-
цов составляло 10 мин. После каждого измерения 
проводили регенерацию поверхности чипа с помо-
щью инжекции буфера, содержащего 100 мМ Tрис-
HCl pH 1.3, в течение 30 с при скорости потока 
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30 мкл/мин. Все измерения проводили при темпера-
туре 25°С не менее 2 раз.

Значения равновесных констант диссоциации 
и ассоциации (Kd и Ka), констант скорости образова-
ния (kon) и распада (koff) молекулярных комплексов 
рассчитывали с помощью программного обеспечения 
BIAEvaluation (GE Healthcare Bio-Sciences AB).

Оценка нейтрализующей способности VHH 
in vivo
Исследования выполняли на 6-недельных самках 
мышей линии BALB/c массой 18–20 г. Для зара-
жения животных использовали вирусы гриппа A/
Duck/mallard/Moscow/4970/2018 (H1N1) и A/Mallard 
duck/Pennsylvania/10218/84 (H5N2), адаптированные 
к мышам, любезно предоставленные Лабораторией 
молекулярной биотехнологии ФГБУ «НИЦЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения РФ. 

Животных разделяли на группы (опытные и кон-
трольные) по пять особей в каждой и заражали 
интраназально смесью антител (200 мкг) и вируса 
(15 LD50), предварительно инкубированной в течение 
1 ч при 37°С, в объеме 50 мкл/мышь (в случае опыт-
ных групп) или вирусом в дозе 15 LD50 в ФСБ (кон-
трольные группы). За мышами наблюдали в течение 
14 дней после инфицирования, ежедневно осматри-
вали и взвешивали. Агонизирующих или потеряв-
ших более 25% от изначальной массы животных 
подвергали эвтаназии методом цервикальной дис-
локации. Нейтрализующее действие наноантител 
оценивали по выживаемости мышей и динамике 
изменения массы тела.

Статистический анализ
Статистическую обработку данных выполняли 
с помощью программ Microsoft Excel и GraphPad 
Prism 7.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Стабилизированный тример СД НА
Мы использовали аминокислотную последователь-
ность стабилизированного тримеризующегося СД 
НА штамма H1N1 (A/Brisbane/59/2007), опублико-
ванную Impagliazzo A. и соавт. [30]. Для повыше-
ния уровня экспрессии СД НА последовательность 
сигнального пептида НА заменили последователь-
ностью сигнального пептида щелочной фосфата-
зы SEAP. СД НА нарабатывали в клеточной линии 
CHO-S, способной обеспечивать высокий уровень 
экспрессии рекомбинантного белка [33]. Препарат 
СД оптимальной чистоты получали, используя 
две стадии очистки: аффинную хроматографию 
и гель-фильтрацию. Тримеризацию СД подтверж-

дали методом электрофореза в восстанавливающих 
денатурирующих (для визуализации мономерной 
структуры, молекулярная масса 37 кДа) и невос-
станавливающих неденатурирующих условиях (для 
визуализации тримеризованной конструкции, моле-
кулярная масса около 110 кДа) (рис. 1).

Получение наноантител, специфичных к СД НА
Панель наноантител к СД НА получали путем им-
мунизации альпака V. pacos по схеме, представлен-
ной на рис. 2А. На 7-й день после последней инъ-
екции у животного отбирали 50 мл крови, отделяли 
мононуклеарную фракцию, из которой выделяли 
суммарную РНК для приготовления иммунной би-
блиотеки, а также отбирали сыворотку для оценки 
индукции гуморального иммунного ответа. Уровень 
сывороточных антител альпака был определен 
как для СД НА, так и для рекомбинантных НА 
(рис. 2Б). Титр антител к СД НА составил 1 : 12500. 
Выявлен высокий титр антител к НА Н1 (A/
California/04/2009) и Н3 (A/Switzerland/9715293/2013): 
1 : 204800 и 1 : 409600 соответственно. Эти результа-
ты свидетельствуют о формировании выраженного 
гуморального ответа после пяти циклов иммуниза-
ции альпака гриппозной вакциной как к полнораз-
мерным НА, так и непосредственно к СД.

Конструирование библиотеки наноантител и по-
следующую селекцию методом фагового дисплея 
проводили как описано ранее [34]. Размер библио-
теки составил 3 × 106 индивидуальных клонов. Все 
30 колоний, случайным образом выбранных и про-
анализированных в ПЦР на наличие гена фрагмен-

Рис. 1. Электрофоретический анализ СД в 12% полиа­
криламидном геле. 1 – неденатурирующие невосста­
навливающие условия; 2 – денатурирующие восстанав­
ливающие условия
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та VHH, содержали вставку. Фаговую библиотеку 
подвергли трем раундам селекции, результаты каж-
дого раунда контролировали методом поликлональ-
ного фагового ИФА (рис. 3А). По окончании пан-
нинга 66 индивидуальных клонов, имеющих OD450 нм 
в ИФА выше 0.25, были секвенированы по Сэнгеру 
(рис. 3Б). По результатам анализа участков CDR3 
эти клоны объединены в восемь групп, из которых 
на основании специфической активности в монокло-
нальном фаговом ИФА и уровня экспрессии бел-
ка для дальнейшей работы отобрали четыре клона 
(B6.2, 2F2, H1.2 и G2.3).

In vitro характеристика наноантител
Специфическую активность наноантител под-
тверждали методом непрямого ИФА, кинети-
ку взаимодействия с СД и аффинность иссле-
довали с  помощью SPR-анализа. В  качестве 

антигена в ИФА использовали полноразмерные 
НА вирусов гриппа H1N1 (A/California/04/2009), 
Н3N2 (A/Switzerland/9715293/2013), а также СД НА 
(рис. 4); для детекции VHH использовали конъюги-
рованные с HRP поликлональные антитела к метке 
c-myc. Для клонов 2F2, H1.2 и G2.3 на основании за-
висимости ОD от концентрации антитела построены 
калибровочные кривые и определены значения EC50. 
Значения EC50 для СД и клонов H1.2, G2.3 и 2F2 со-
ставили 0.7, 7.4 и 13.8 нМ соответственно, а для НА 
H1 – 0.6, 5.9 и 3.0 нМ. На НА Н3 отобранные анти-
тела не давали выраженного сигнала. 

Аффинность клонов 2F2, H1.2 и G2.3 и СД ис-
следовали на приборе Biacore 3000 методом SPR. 
С этой целью рекомбинантный белок ковалентно 
иммобилизовали на поверхности оптического чипа 
типа CM5. Константы ассоциации и диссоциации 
определяли на основании анализа сенсограмм в про-
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Рис. 2. Схема иммунизации альпака вакциной Гриппол® плюс в сочетании с полным адъювантом Фрейнда (ПАФ) 
или неполным адъювантом Фрейнда (НАФ) (А) и уровень антител к СД и полноразмерным НА в сыворотке аль­
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граммном обеспечении BIAEvaluation. Полученные 
результаты приведены в таблице. 

Нейтрализация в экспериментах in vivo 
Нейтрализующие свойства наноантител исследо-
вали на адаптированном к мышам вирусе гриппа 
H1N1 (A/Duck/mallard/Moscow/4970/2018). С этой 
целью мышей интраназально заражали высоки-
ми летальными дозами (15 LD50) указанного ви-
рулентного штамма вируса гриппа H1N1, предва-
рительно инкубированного с VHH H1.2 или G2.3. 
Выживаемость животных в опытных группах со-
ставила 100% при 100% гибели мышей контрольной 
группы (рис. 5А), что говорит об эффективной ней-
трализации вируса H1N1 обоими наноантителами. 
Нейтрализующие свойства антител in vivo дополни-
тельно подтверждаются незначительным снижени-
ем массы тела мышей и быстрым ее восстановлени-
ем в опытных группах по сравнению с контрольной 
(рис. 5Б).

Исследование in vivo нейтрализации виру-
са гриппа штамма H5N2 (A/Mallard duck/Pen-
nsylvania/10218/84) проводили аналогично ней-
трализации с вирусом H1N1. Полученные данные 
свидетельствуют о 100% нейтрализующей активно-
сти наноантител в отношении вируса H5N2 (рис. 6). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Преимущества наноантител перед канонически-
ми мАт делают их привлекательной платформой 
для разработки терапевтических средств, в том 
числе противовирусных. Благодаря уникальной 
структуре вариабельного домена, VHH могут вза-
имодействовать с труднодоступными эпитопа-
ми, характерными для поверхности вирусов [35, 
36]. Меньший размер футпринта (отпечатка) VHH 
по сравнению с каноническими мАт, которые свя-
зываются с более крупными и плоскими эпитопами, 
может задать более высокий генетический барьер 
для возникновения эскейп-мутаций. Кроме того, 
высокая стабильность и растворимость наноанти-
тел крайне важны при создании эффективной ле-
карственной формы для доставки непосредственно 
в очаг инфекции – легкие. 

Большинство мАт, способных нейтрализовать ви-
русы гриппа разных подтипов, узнают консерватив-
ные конформационные эпитопы в СД НА, однако 
при природной инфекции или иммунизации полно-
размерным НА они труднодоступны, вследствие 
экспонирования преимущественно вариабельных 
эпитопов глобулярного домена НА. Таким образом, 
необходимо получить СД в оптимальной стабили-
зированной конформации с сохранением эпитопов 

 Параметры кинетики взаимодействия VHH и СД, определенные методом SPR
 

Клон kon (1/Ms) koff (1/s) Rmax (RU) Ka (1/M) Kd (M) Chi2

2F2 3.95 × 105 6.17 × 10-3 51.7 6.38 × 107 1.57 × 10-8 1.53
H1.2 9.87 × 105 3.6 × 10-4 139 2.74 × 109 3.65 × 10-10 1.59
G2.3 3.68 × 105 2.04 × 10-4 154 1.8 × 109 5.54 × 10-10 1.39
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нейтрализующих мАт. В работе Impagliazzo A. и со-
авт. [30] сделано несколько вариантов стабилизиро-
ванного тримера СД НА, из которых #4900 способен 
индуцировать выработку антител и обеспечивать 
защиту мышей против различных подтипов виру-
са гриппа А. На основании последовательности СД 
#4900 нами получен препарат, тримеризованная 
структура которого подтверждена с помощью элек-
трофореза, использованный для селекции высоко-
аффинных антител, способных защищать мышей 
от инфекции, вызываемой различными подтипами 
вируса гриппа А. 

Нами получены наноантитела, специфичные к СД 
НА, потенциально узнающие консервативные кон-
формационные эпитопы и обладающие нейтрализу-
ющей активностью в отношении разных подтипов 
вируса гриппа А. В ходе селекции отобраны четы-
ре индивидуальных клона (B6.2, 2F2, H1.2 и G2.3), 

охарактеризованные по уровню специфической ак-
тивности в отношении СД и полноразмерного НА 
подтипов H1 и Н3 в непрямом ИФА, аффинности 
в SPR-анализе и нейтрализации in vivo. 

Результаты ИФА показали, что с наибольшей ин-
тенсивностью с СД и полноразмерным НА H1 реа-
гируют клоны H1.2 и G2.3. Сравнимый сигнал на-
блюдался при взаимодействии клона 2F2 и НА H1, 
однако на СД он был ниже, чем у H1.2 и G2.3. Клон 
B6.2 даже в высоких концентрациях слабо реаги-
ровал с указанными антигенами (рис. 4). На этом 
этапе клон B6.2, показавший самый низкий титр 
в ИФА и, предположительно, обладающий наи-
меньшей аффинностью, исключили из дальнейшей 
работы. По данным ИФА, отобранные нами клоны 
не связываются с НА Н3, тем не менее, многие су-
ществующие мАт широкого спектра нейтрализуют 
НА только внутри одной филогенетической группы. 
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Помимо эволюционного родства, эти группы объ-
единяют общие консервативные эпитопы кросс-
нейтрализующих антител в гидрофобном кармане 
СД [4]. Связывающие этот антигенный сайт мАт 
преимущественно нейтрализуют НА одной группы 
и либо не нейтрализуют подтипы другой, либо де-
лают это с меньшей эффективностью.

Значения Kd коррелируют со значениями, полу-
ченными в непрямом ИФА: самые низкие константы 
диссоциации (наномолярный диапазон) характерны 
для антител H1.2 и G2.3. Несмотря на сопостави-
мую с этими клонами EC50 в ИФА на H1N1, клон 
2F2 показал существенно более низкую специфи-
ческую активность и аффинность на СД. На осно-
вании проведенных in vitro экспериментов для ха-
рактеристики антител in vivo были отобраны клоны 
H1.2 и G2.3, обладающие наибольшей аффинностью 
(Kd 3.65 × 10-10 и 5.54 × 10-10 М соответственно). 

Проверка нейтрализующих свойств наноантител 
H1.2 и G2.3 против летальной дозы адаптированно-
го к мышам вируса гриппа H1N1 (A/Duck/mallard/
Moscow/4970/2018) показала 100% защиту мышей. 

Основываясь на филогенетической близости ви-
русов с НА подтипов Н1 и Н5 и консервативности 
аминокислотной последовательности СД, предпо-
ложили, что отобранные антитела могут связы-
ваться и нейтрализовать in vivo штаммы вируса 
гриппа с НА подтипа Н5 [37]. Для эксперимента 
на животных выбран адаптированный вирус грип-
па H5N2 (A/Mallard duck/Pennsylvania/10218/84). 
Предварительно последовательности СД НА ви-
русов гриппа, использованных в экспериментах 
на животных, анализировали в программном обеспе-
чении Geneious Prime. Степень гомологии этих по-
следовательностей составила 83%. Показано, что оба 
наноантитела, H1.2 и G2.3, обладают 100% нейтрали-
зующей активностью и в отношении вируса гриппа 
с НА подтипа Н5. Такие результаты могут быть об-
условлены высокой степенью гомологии между СД 
НА выбранных штаммов и, как следствие, сохране-
нием сайтов связывания VHH G2.3 и H1.2.

Полученные нами новые однодоменные антите-
ла с крайне высокой аффинностью связываются 

и эффективно нейтрализуют вирусы с НА подтипов 
Н1 и Н5, однако возможно дальнейшее увеличение 
связывающей и нейтрализующей способности VHH 
путем создания бивалентных или биспецифических 
конструкций с Fc-фрагментом. Таким образом, аф-
финность повышается за счет увеличения авидно-
сти и добавляются эффекторные функции, такие, 
как антителозависимая клеточная цитотоксичность, 
антителозависимый фагоцитоз и опосредованная 
антителом комплементзависимая цитотоксичность, 
критически важные для терминации гриппозной ин-
фекции.

Антитела, способные нейтрализовать НА, отно-
сящиеся к первой филогенетической группе, име-
ют высокую значимость, так как в эту группу вхо-
дят также вирусы с пандемическим потенциалом. 
Полученные нами VHH показали нейтрализующую 
активность в отношении вирусов, несущих НА под-
типов Н1 и Н5. Наличие или отсутствие нейтрали-
зующей активности в отношении других штаммов 
вируса гриппа станет предметом дальнейшего из-
учения.

ВЫВОДЫ
Нами получен стабилизированный тример СД HA 
H1 (A/Brisbane/59/2007), содержащий конформаци-
онные эпитопы мАт, обладающих широким спек-
тром нейтрализующей активности. 

Идентифицированные нами новые наноантитела 
H1.2 и G2.3 специфически связываются с СД с кон-
стантами диссоциации, превосходящими многие 
известные мономерные VHH, а также эффектив-
но нейтрализуют вирусы гриппа H1N1 и H5N2, от-
носящиеся к первой филогенетической группе НА. 
Получены конструкции указанных антител с Fc-
фрагментом, которые будут использованы для из-
учения протективности в отношении различных 
штаммов вирусов гриппа типа А in vivo. 

Исследование выполнено в рамках 
Государственного задания Министерства 
здравоохранения Российской Федерации 

№ 121031800132-4.
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РЕФЕРАТ В формировании фиброза миокарда участвует трансформирующий фактор роста β1 (TGFβ1), 
уровень которого может зависеть от полиморфизма гена TGFB1. Фиброз миокарда трансплантиро-
ванного сердца может приводить к его структурному и функциональному ремоделированию и после-
дующей дисфункции. Проанализирована частота встречаемости аллелей и генотипов полиморфных 
участков rs1800469, rs1800470, rs1800471 гена TGFB1 у реципиентов сердца и их связь с фиброзом мио-
карда трансплантата. Среди реципиентов сердца реже, чем среди здоровых лиц, встречались носители 
генотипа CC (р = 0.023, ОШ = 0.12, 95% ДИ: 0.017–1.0) и чаще аллеля G (р = 0.023, ОШ = 7.76, 95% ДИ: 
1.0–60.20) полиморфизма rs1800471 гена TGFB1. У пациентов с ишемической болезнью сердца (ИБС) 
реже встречался генотип GG (р = 0.035, ОШ = 2.68, 95% ДИ: 1.061–6.793) и чаще аллель А (р = 0.035, 
ОШ = 0.37, 95% ДИ: 0.148–0.942) полиморфизма rs1800469, чем у пациентов с дилатационной кардиоми-
опатией (ДКМП). У реципиентов сердца c генотипом АА полиморфизма rs1800470 гена TGFB1 фиброз 
миокарда, верифицированный по результатам эндомиокардиальной биопсии, выявлялся чаще, нежели 
у носителей аллеля G (ОШ = 10.4, 95% ДИ: 1.152–94.538, р = 0.013). Выявленные различия указывают 
на связь полиморфизма гена TGFB1 с фиброзом миокарда трансплантата. Исследования на большей 
группе пациентов позволят охарактеризовать влияние генетических факторов на формирование фи-
броза миокарда трансплантированного сердца.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ген трансформирующего фактора роста β1, однонуклеотидные полиморфизмы, фи-
броз миокарда, трансплантат сердца.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ TGFβ1 – трансформирующий фактор роста β1; ДКМП – дилатационная карди-
омиопатия; ИБС – ишемическая болезнь сердца; ОНП – однонуклеотидный полиморфизм; ОШ – от-
ношение шансов; ПЦР – полимеразная цепная реакция.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время на фоне увеличения средней 
продолжительности жизни и снижения смерт-
ности от острых заболеваний в молодом и сред-
нем возрасте отмечается увеличение количества 
больных с синдромом сердечной недостаточности. 
Трансплантация сердца является эффективным 
методом лечения терминальной сердечной недо-
статочности, способствующим улучшению про-
гноза и качества жизни обреченных больных. 
Наблюдаемое в последние годы увеличение про-
должительности жизни реципиентов сердца до-
стигнуто в основном за счет снижения смертности 
в раннем посттрансплантационном периоде. Один 

из факторов, оказывающих негативное влияние 
на отдаленный прогноз после трансплантации 
сердца, – фиброз миокарда, развитие которого со-
провождается нарушением структуры и функции 
сердечного трансплантата [1]. 

Фиброз миокарда сердечного трансплантата – это 
многофакторный процесс, к развитию и прогресси-
рованию которого предрасполагает ряд клеточных 
и молекулярных факторов [2]. Исследования по-
следних лет показали, что одним из патогенетиче-
ских факторов фиброза является трансформирую-
щий фактор роста β1 (TGFβ1) – профибротический 
медиатор, вовлеченный в продукцию внеклеточного 
матрикса [3].



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 13  № 4 (51)   2021 | ACTA NATURAE | 43

Получены данные о генетической детерминиро-
ванности уровня TGFβ1 в периферической крови. 
Показано, что некоторые виды генетического поли-
морфизма гена TGFB1 ассоциированы c тяжестью 
коронарного атеросклероза и предрасположенно-
стью к инфаркту миокарда, и эта связь различается 
в разных этнических группах [4, 5].

Белок TGFβ1 кодируется геном TGFB1, распо-
ложенным на хромосоме 19. На сегодняшний день 
в гене TGFB1 идентифицированы восемь однонукле-
отидных полиморфизмов и один делеционно-инсер-
ционный полиморфизм, влияющие на экспрессию 
и активность TGFβ1 [6]. Среди полиморфизмов гена 
TGFB1, связанных с сердечно-сосудистыми заболе-
ваниями, выделяют три: rs1800469, локализованный 
в промоторной области; rs1800470 (замена лейцина 
на пролин в кодоне 10) и rs1800471 (замена аргини-
на на пролин в кодоне 25) расположены в кодиру-
ющем регионе. Данные о влиянии полиморфизмов 
гена TGFB1 на отдаленные результаты трансплан-
тации сердца и предрасположенность к развитию 
посттрансплантационных осложнений у реципиен-
тов сердца – острого и хронического (болезнь коро-
нарных артерий пересаженного сердца) отторжения 
трансплантата – немногочисленны и неоднозначны 
[7–9]. 

Цель настоящего исследования состояла в выяв-
лении связи полиморфизмов rs1800469, rs1800470, 
rs1800471 гена TGFB1 с фиброзом миокарда транс-
плантата у реципиентов сердца. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В исследование включено 110 случайно отобранных 
реципиентов, которым в Национальном медицин-
ском исследовательском центре трансплантологии 
и искусственных органов им. акад. В.И. Шумакова 
в период с 2017 по 2019 год была выполнена транс-
плантация донорского сердца; все этнически рус-
ские, среди них мужчин – 99 (84%), средний возраст 
реципиентов составил 44 ± 14 (от 16 до 70) лет. У 57 
пациентов причиной развития терминальной сер-
дечной недостаточности, определившей показания 
к трансплантации, была дилатационная кардиоми-
опатия (ДКМП), у 53 – ишемическая болезнь серд-
ца (ИБС). Срок наблюдения после трансплантации 
сердца до 4 (2.3 ± 1.3) лет.

Обследование и лечение пациентов проведе-
ны в соответствии с клиническими рекомендация-
ми Российского трансплантологического общества. 
Эндомиокардиальную биопсию у реципиентов сердца 
выполняли по протоколу при плановом клинико-ла-
бораторном обследовании или по показаниям; эндо-
миокардиальные биоптаты оценивали на основании 
результатов гистологического и иммуногистохимиче-

ского исследования. Для верификации фиброза сер-
дечного трансплантата тонкие срезы ткани эндомио-
карда окрашивали трихромом по Массону [10]. 

Геномную ДНК выделяли из периферической 
крови согласно протоколу с помощью коммерческо-
го набора QIAamp DNA Blood Mini Kit на автома-
тическом анализаторе QIAcube™ (Qiagen, Германия). 
Полиморфные варианты rs1800469, rs1800470, 
rs1800471 гена TGFB1 анализировали методом поли-
меразной цепной реакции в режиме реального вре-
мени с помощью зондов TaqMan (Applied Biosystems, 
США) на амплификаторе CFX96™ (Bio-Rad, США). 
Зонды с флуоресцентными метками по каналам VIC 
(аллель 1)/FAM (аллель 2) детектировали на каждом 
цикле амплификации. Полученные данные обрабаты-
вали с помощью программного обеспечения BioRad 
CFX manager 3.0 software.

Статистический анализ проводили с помощью па-
кета прикладных программ для научно-технических 
расчетов IBM SPSS STATISTICS 20 (IBM SPSS Inc., 
США). Для подтверждения независимого распреде-
ления аллелей в изучаемых полиморфизмах прове-
ряли их соответствие закону Харди–Вайнберга [11]. 
Частоты генотипов или отдельных аллелей в различ-
ных группах сравнивали с использованием критерия 
χ2 Пирсона. Возможное влияние генотипа на признак 
оценивали, определяя отношение шансов и 95%-ные 
доверительные интервалы. Критическое значение 
уровня значимости принимали равным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проведено геномное типирование полиморфных 
участков rs1800469, rs1800470, rs1800471 гена TGFB1 
у реципиентов сердца. Не выявлено отклонений 
в распределении аллелей и генотипов исследуемых 
полиморфизмов от равновесия Харди–Вайнберга 
в группе сравнения, в которую вошли здоровые 
лица (43), не отличающиеся значимо по полу и воз-
расту от группы реципиентов сердца. У реципиен-
тов сердца равновесие Харди–Вайнберга для всех 
трех полиморфизмов не соблюдалось (табл. 1).

Таблица 1. Анализ данных на соответствие закону Хар­
ди–Вайнберга

ОНП
Группы rs1800469 rs1800470 rs1800471

Здоровые 
лица

χ2 = 1.0  
p = 0.31

χ2 = 0.02  
p = 0.81

χ2 = 0.006  
p = 0.93

Реципиенты 
сердца

χ2 = 4.32  
p = 0.03*

χ2 = 9.3  
p = 0.002*

χ2 = 5.73  
p = 0.01*

*p <0.05 – не соответствует закону Харди–Вайнберга. 
ОНП – однонуклеотидный полиморфизм.
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Отклонение от закона Харди–Вайнберга в группе 
реципиентов сердца может быть связано с сердеч-
но-сосудистой патологией, хотя нельзя исключить 
и влияния небольшого размера выборки, что необхо-
димо проверить на более многочисленной выборке.

Распределение аллелей и генотипов гена TGFB1 
у реципиентов сердца и в группе сравнения пред-
ставлены в табл. 2. 

Сравнительный анализ распределения генотипов 
и аллелей полиморфизмов rs1800469, rs1800470 гена 
TGFB1 не выявил различий между здоровыми ли-
цами и реципиентами сердца. Однако обнаружены 
различия в распределении аллелей и генотипов по-
лиморфизма rs1800471 гена TGFB1 (рис. 1). 

Среди реципиентов сердца носители геноти-
па CC rs1800471 гена TGFB1 встречались реже, 
чем среди здоровых лиц (р = 0.023, ОШ = 0.12, 
95% ДИ: 0.017–1.0), а аллель G – чаще (в составе 
генотипов GG и GC) (р = 0.023, ОШ = 7.76, 95% ДИ: 
1.0–60.2).

Анализ связи частот распределения исследован-
ных полиморфизмов с демографическими и кли-
ническими характеристиками реципиентов сердца 
позволил выявить статистически значимые ассоциа-
ции с полом, диагнозом и фиброзом миокарда транс-
плантированного сердца. 

Распределение аллелей и генотипов полимор-
физма rs1800470 гена TGFB1 у мужчин и женщин 
в группе реципиентов сердца различалось статисти-
чески значимо (рис. 2).

У мужчин – реципиентов сердца, носитель-
ство генотипа GG встречалось реже, чем у жен-
щин (р ≤ 0.05). Сравнение частот отдельных алле-
лей показало, что частота носительства аллеля A 
rs1800470 гена TGFB1 у мужчин выше (р = 0.007, 
ОШ = 10.6, 95% ДИ: 1.34–85.01). Не выявлено разли-
чий в распределении генотипов и аллелей полимор-
физмов rs1800469, rs1800471 гена TGFB1 у мужчин 
и женщин.

При сравнительном анализе распределения ал-
лелей и генотипов полиморфизмов гена TGFB1 
в зависимости от заболевания, приведшего к раз-
витию сердечной недостаточности и последующей 
трансплантации донорского сердца, установлено, 
что у пациентов с ДКМП генотип GG rs1800469 
встречался чаще, чем у пациентов с ИБС (р = 0.03, 
ОШ = 2.68, 95% ДИ: 1.061–6.793) (рис. 3).

Частота встречаемости аллеля А у пациентов 
с ИБС выше, чем с ДКМП (р = 0.01, ОШ = 0.37, 95% 
ДИ: 0.148–0.942).

Таблица 2. Распределение генотипов и аллелей поли­
морфных участков гена TGFB1 у реципиентов сердца 
и здоровых лиц

Генотип/
аллель

Реципиенты 
сердца, n (%)

Здоровые лица, 
n (%) р 

rs1800469
 AA
 AG
 GG
 А 
 G 

22 (20) 
42 (38) 
46 (42)
64 (58)
88 (80)

6 (14) 
16 (37) 
21 (49) 
22 (51)
37 (86)

 0.38
 0.91
 0.43
 0.43
 0.38

rs1800470
 AA
 AG 
 GG
 А 
 G 

91 (83) 
14 (13) 

4 (4) 
105 (96)
18 (17)

40 (93) 
3 (7)

-
43 (100)

3 (7)

0.12
0.30
0.20
0.20
0.12

rs1800471
 GG
 GC
 CC
 G 
 C 

3 (3) 
14 (13) 
92 (84)
17 (16)

106 (97)

-
1 (2) 

42 (98) 
1 (2)

43 (100)

0.27
0.051
0.023*
0.023*

0.27

*p <0.05.
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Рис. 1. Частотное распределение генотипов и аллелей 
полиморфизма rs1800471 гена TGFB1 у реципиентов 
сердца и здоровых лиц. *p <0.05 в сравнении со здо­
ровыми лицами
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Рис. 2. Частотное распределение генотипов и аллелей 
полиморфизма rs1800470 гена TGFB1 у мужчин и жен­
щин, *p <0.05 в сравнении с женщинами
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При исследовании эндомиокардиального биоптата 
у 49 из 110 реципиентов сердца верифицирован фи-
броз интерстиция миокарда трансплантата. Окраска 
позволяла четко различать соединительную ткань, 
которая (в зависимости от ее зрелости) окраши-
валась в различные оттенки синего и отличалась 
от других тканей миокарда. При анализе учитыва-
ли все виды фиброза: диффузный, очаговый и диф-
фузно-очаговый. 

На рис. 4 представлены примеры гистологиче-
ских препаратов биоптата трансплантированного 
сердца, в котором обнаружены фибротические из-
менения.

Сравнительный анализ распределения частот 
и генотипов позволил выявить различия во встре-
чаемости генотипа AA полиморфизма rs1800470 

гена TGFB1 у реципиентов с фиброзом миокарда 
и без такового (рис. 5). 

У реципиентов сердца c генотипом АА полимор-
физма rs1800470 гена TGFB1 фиброз наблюдался 
чаще, нежели у носителей аллеля G (ОШ = 10.4, 
95% ДИ: 1.152–94.538, р = 0.013). 

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании проанализировано рас-
пределение аллелей и генотипов трех функциональ-
но значимых полиморфных участков гена TGFB1 
у пациентов с трансплантированным сердцем. У ре-
ципиентов сердца выявлены отличия по частоте 
встречаемости генотипов и аллелей полиморфиз-
ма rs1800471 гена TGFB1 в сравнении со здоровы-
ми лицами. В ряде работ показано, что аллель G 
rs1800471 связан с более высоким уровнем экспрес-
сии гена и повышением уровня цитокина TGFβ1 
в крови. Дисрегуляция сигнального пути TGFβ1, 
возникающая в результате мутации, может быть 
связана с повышенным риском развития сердечно-
сосудистых заболеваний [12, 13].

При анализе предрасположенности к первично-
му заболеванию, приведшему к развитию терми-
нальной сердечной недостаточности и транспланта-
ции сердца, в настоящем исследовании наблюдали 
значимую ассоциацию ишемической болезни серд-
ца с однонуклеотидным полиморфизмом rs1800469. 
Схожие данные получены Барсовой и соавт. [4], 
которые обнаружили положительную ассоциацию 
аллеля TGFB1*-509T (rs1800469) c предрасположен-
ностью к раннему инфаркту миокарда (пациенты 
до 50 лет). Механизмы, лежащие в основе ассо-
циации полиморфизма с развитием терминальной 

ДКМП 
ИБС 

rs1800469

Ч
ас

то
ты

 а
лл

е
ля

/
ге

но
ти

па

AA AG GG A(AA+AG) G(AG+GG)

1

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

Рис. 3. Частотное распределение генотипов и аллелей 
полиморфизма rs1800469 гена TGFB1 у пациентов 
с ДКМП и ИБС, *p <0.05 в сравнении с ДКМП

Рис. 4. Гистологические препараты эндомиокардиальных биоптатов. Окраска трихромом по Массону ×400 (си­
ним цветом окрашена соединительная ткань, розовым – кардиомиоциты). А – диффузное разрастание рыхлой 
волокнистой соединительной ткани с единичными клетками фибропластического ряда, очаговая белковая зер­
нистая дистрофия кардиомиоцитов. Б – очаговое разрастание неоформленной соединительной ткани с единич­
ными клетками соединительно­тканного ряда, умеренная белковая дистрофия кардиомиоцитов. В – диффузно­
очаговое разрастание рыхлой волокнистой соединительной ткани, в которой отмечается пролиферация клеток 
соединительно­тканного ряда. Очаговая белковая дистрофия кардиомиоцитов
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Рис. 5. Частотное распределение генотипов и аллелей 
полиморфизма rs1800470 гена TGFB1 у реципиентов 
с фиброзом миокарда трансплантата и без такового, 
*p < 0.05 в сравнении с реципиентами без фиброза 

стадии сердечной недостаточности, пока остаются 
неясными. Возможно, полиморфизм rs1800469, из-
меняя сродство транскрипционных факторов к про-
мотору, подавляет экспрессию TGFβ и активирует 
таким образом провоспалительные цитокины – фак-
тор некроза опухоли α и интерлейкин-1, что может 
способствовать прогрессированию ИБС [4]. В ряде 
исследований получены противоречивые данные: 
так в группе немецких пациентов не выявлена ас-
социация полиморфизма 509C/T с ИБС [14]. Liu 
и соавт. провели метаанализ восьми исследований 
и показали статистически значимую связь rs1800469 
(ТТ) с повышенным риском развития ИБС [15]. 

Анализируя предрасположенность к фиброзу ми-
окарда у реципиентов сердца, мы выявили значимые 
ассоциации данного признака с полиморфным участ-
ком rs1800470. Известно, что аллель A данного по-
лиморфизма связан с высоким уровнем TGFβ1 в пе-

риферической крови. TGFβ1 – мощный стимулятор 
продукции внеклеточного матрикса, гиперпродукция 
которого связана с фибротическими нарушениями 
и развитием фиброза миокарда. В работе Leask A. 
показано, что TGFβ, при его добавлении в культуру 
фибробластов in vitro, индуцирует экспрессию генов, 
связанных с продукцией внутриклеточного матрик-
са, и таким образом способствует увеличению на-
копления матрикса и сопутствующему подавлению 
матриксной металлопротеиназы за счет повышения 
уровня ингибиторов экспрессии ее гена [16]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящем исследовании выявлены разли-
чия во встречаемости аллелей и генотипов гена 
TGFB1: rs1800471 у реципиентов сердца и здоро-
вых лиц, rs1800469 – у пациентов с ДКМП и ИБС, 
rs1800470 – у пациентов с фиброзом миокар-
да трансплантированного сердца и без такового. 
Полученные результаты позволяют предполагать 
участие гена TGFB1 и его полиморфизмов в форми-
ровании предрасположенности к фиброзу миокарда 
у реципиентов сердца. Дальнейшие исследования 
на большем количестве пациентов позволят полу-
чить более подробные характеристики влияния од-
нонуклеотидных полиморфизмов на формирование 
фиброза в трансплантированном сердце. 
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РЕФЕРАТ Часто выявляемые у пациентов с сердечно-сосудистыми заболеваниями повышенные концен-
трации атерогенных ароВ-100-содержащих липопротеидов и маркеров системного воспаления снижают 
с использованием медикаментозных либо экстракорпоральных методов. Сорбент для сочетанного удаления 
С-реактивного белка (СРБ) и атерогенных липопротеидов обеспечивает одновременное уменьшение уров-
ней этих компонентов в кровотоке. Исследованы эффективность и селективность разработанного сорбента, 
рассчитаны константы десорбции СРБ (Kd = 4.2 × 10-8 M) и липопротеидов низкой плотности (Kd = 7.7 × 
10-7 M), коэффициенты распределения СРБ (Kc = 101) и липопротеида (а) (Kc = 38). Показано, что сорбент 
способен связывать большие количества атерогенных липопротеидов – до 32 мг общего холестерина/мл 
геля сорбента. Разработанный сорбент может быть рекомендован для комплексного удаления СРБ и ате-
рогенных липопротеидов из плазмы крови пациентов при терапии рефрактерных гиперлипидемий и сер-
дечно-сосудистых заболеваний, сопровождающихся повышением уровня СРБ.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА C-реактивный белок, атерогенные липопротеиды, липопротеид (а), атеросклероз, тера-
певтический аферез.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ СРБ – С-реактивный белок; мСРБ – мономерная форма СРБ; нСРБ – пентамерная 
форма СРБ; Лп(а) – липопротеид (а); ароВ-100 – аполипопротеин В-100; ЛНП – липопротеиды низкой плот-
ности; ЛВП – липопротеиды высокой плотности; окЛНП – окисленные ЛНП; ОХС – общий холестерин; 
ТГ – триглицериды; ЧСА – сывороточный альбумин человека; IgG – иммуноглобулины класса G; ХС ЛНП 
холестерин липопротеидов низкой плотности; ХС ЛВП – холестерин липопротеидов высокой плотности; 
ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания.
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ВВЕДЕНИЕ
Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) по-
прежнему остаются основной причиной смертности 
в развитых странах, несмотря на новые гиполипиде-
мические препараты и высокотехнологичные инва-
зивные методы диагностики и лечения. Нарушения 
липидного обмена считаются основной причиной 
возникновения и развития атеросклероза, лежаще-
го в основе ССЗ, в то время как С-реактивный бе-
лок (СРБ) служит маркером системного воспаления. 
Все больше данных свидетельствует в пользу того, 
что СРБ может быть не только маркером воспаления, 
но и одним из патогенетических компонентов разви-

тия ССЗ [1]. Наиболее патогенная, обладающая про-
воспалительными и протромбогенными свойствами 
мономерная форма СРБ (мСРБ) образуется при дис-
социации нативной пентамерной формы (нСРБ) 
на поверхности активированных тромбоцитов и по-
врежденных клеток [2, 3]. мСРБ выявлена в зонах не-
кроза при остром инфаркте миокарда и в атероскле-
ротических бляшках [4]. Высокий уровень СРБ после 
перенесенного инфаркта миокарда связан с рис-
ком последующего развития дисфункции миокарда 
и сердечной недостаточности [5, 6]. Концентрация 
СРБ в плазме крови ассоциирована с прогнозом те-
чения заболевания при атеросклерозе, хронической 
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сердечной недостаточности, мерцательной аритмии, 
миокардите, недостаточности аортального клапана 
и после трансплантации сердца [7]. Исследование 
CANTOS, проведенное на пациентах высокого рис-
ка с повышенным уровнем нСРБ (медиана 4.1 мг/л), 
показало, что подавление воспаления без влияния 
на концентрацию холестерина липопротеидов низкой 
плотности (ХС ЛНП) приводит к значимому сниже-
нию риска сердечно-сосудистых осложнений и мо-
жет представлять собой новую терапевтическую 
стратегию в случае пациентов с ССЗ [8].

В ряде исследований выявлена связь повышен-
ной концентрации нСРБ и атерогенных апоВ-100-
содержащих липопротеидов. Увеличение уровней 
нСРБ и окисленных липопротеидов низкой плот-
ности (окЛНП) отмечено у больных ишемической 
болезнью сердца (ИБС) при нарастании тяжести 
атеросклероза, оцениваемой по количеству поражен-
ных коронарных артерий [9]. Повышенные уровни 
нСРБ и липопротеида (а) (Лп(а)) наблюдали в группе 
пациентов моложе 45 лет, перенесших острый ин-
фаркт миокарда [10]. Grønholdt M. и соавт. установи-
ли, что повышенная концентрация маркеров острой 
фазы воспаления прочно ассоциирована с высоким 
уровнем триглицерид-богатых липопротеидных ча-
стиц, повышенным объемом атеромы и эхогенностью 
бляшек в сонных артериях, что также говорит о роли 
маркеров воспаления как возможных предикторов 
тяжести поражения и формирования нестабильной 
атеросклеротической бляшки [11].

В настоящее время возможности медикаментозной 
коррекции уровня СРБ ограничены препаратами, 
воздействующими на пути его синтеза в печени [12], 
при этом ведется интенсивный поиск способов влия-
ния непосредственно на концентрацию этого белка. 
Один из таких способов – удаление СРБ из кровотока 
с помощью экстракорпоральных методов терапев-
тического афереза. Наиболее эффективными и се-
лективными являются методы на основе сорбцион-
ных технологий. В качестве активных ингредиентов 
сорбционных колонок используют специфические 
антитела или синтетические миметики природных 
лигандов и сайтов связывания молекул СРБ.

Удаление СРБ привело к достоверному уменьше-
нию зоны некроза в животной модели острого ин-
фаркта миокарда [13]. Снижение уровня СРБ (до 50% 
за процедуру) наблюдали при использовании колон-
ки PentraSorb® CRP (Pentracor, Германия) у пациен-
тов с острым инфарктом миокарда [14]. В настоящее 
время продолжается накопление данных о клиниче-
ской эффективности таких процедур.

Ранее нами был синтезирован сорбент с синтети-
ческим лигандом-миметиком, способный одновре-
менно связывать СРБ и атерогенные липопротеиды 

[15]. Одновременное снижение уровней этих ком-
понентов в кровотоке позволит уменьшить их про-
воспалительное и проатерогенное действие и таким 
образом воздействовать на оба важных звена патоге-
неза атеросклероза.

Цель данной работы состояла в изучении эффек-
тивности и селективности связывания провоспали-
тельных и проатерогенных компонентов плазмы кро-
ви человека синтезированным сорбентом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали растворы очищенных препа-
ратов: липопротеидов низкой плотности, сывороточ-
ного альбумина человека (ЧСА), иммуноглобулинов 
класса G (IgG), СРБ, а также плазмы/сыворотки кро-
ви: плазмы здоровых доноров, стабилизированной 
антикоагулянтом цитрат-фосфат-декстроза, гепа-
ринсодержащей плазмы, полученной после прове-
дения процедур плазмообмена, сыворотки больных 
ИБС. Растворы ЛНП с концентрациями общего холе-
стерина (ОХС) 500 и 800 мг/дл получены из плазмы 
крови здоровых доноров методом ультрацентрифу-
гирования в градиенте плотности нейтральной соли 
NaBr [16]. Раствор ЧСА с концентрацией 29 мг/мл 
готовили с использованием лиофилизированного 
препарата (Calbiochem, США). Раствор СРБ с кон-
центрацией 1 мг/мл содержал 1% ЧСА в качестве 
стабилизатора («Имтек», Россия). Использовали пре-
парат иммуноглобулина G человека для внутривен-
ного введения (Octapharma, Швейцария) с концен-
трацией 50 мг/мл.

При проведении сравнительного анализа исполь-
зовали иммуносорбенты c иммобилизованными по-
ликлональными антителами: к ЛНП – активный ин-
гредиент колонки ЛНП-Липопак®, к IgG – активный 
ингредиент колонки Ig Адсопак® (оба сорбента НПФ 
«ПОКАРД», Россия) и к препарату нСРБ. Сорбент 
с синтетическим лигандом получен иммобилизаци-
ей ароматического альдегида на перешитую агароз-
ную матрицу через молекулярный спейсер в соот-
ветствии с модифицированной методикой, описанной 
ранее [17]. При проведении синтеза не требовалось 
присутствие глутарового альдегида.

Свойства сорбентов изучали с использованием ме-
тода бетч-хроматографии (хроматографии в объеме) 
при комнатной температуре и соотношении объемов 
геля сорбента и исследуемого препарата (раствора 
белка, плазмы или сыворотки крови человека) 1 : 10, 
если не оговорено иначе. Для построения изотерм 
адсорбции хроматографию проводили в буферной 
смеси, содержащей 10 мМ NaH

2
PO

4
, 140 мМ NaCl (рН 

7.0), в течение 1 ч. На основании изотерм рассчиты-
вали максимальную сорбционную емкость (Smax) 
и константу десорбции (Kd). Распределение компо-
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нентов плазмы в процессе хроматографии, харак-
теризуемое отношением концентраций связанного 
с сорбентом и свободного вещества или величиной ко-
эффициента распределения (Kc), оценивали при по-
стоянной нагрузке и разведении плазмы в 1–5 раз. 
Для определения максимальной ЛНП-связывающей 
способности проводили хроматографию с концен-
трированными растворами ЛНП (300 и 500 мг/дл), 
контролируя количество свободного холестерина (в 
течение 0.5–20 ч).

Для определения в плазме концентрации ОХС, 
ХС ЛВП, ЧСА, ТГ использовали наборы реагентов 
Analiticon Biotechnologies AG (Германия) и «Вектор 
Бест» (Россия). Концентрацию IgG и ЧСА в растворе 
определяли спектрофотометрически с использовани-
ем коэффициентов молярной экстинкции 1.4 и 0.6 со-
ответственно. Концентрацию СРБ и IgG определяли 
с помощью иммуноферментного анализа («Вектор-
Бест»). Концентрацию Лп(а) измеряли при помо-
щи иммуноферментного анализа с использованием 
моноспецифических поликлональных антител ба-
рана против Лп(а) человека как описано ранее [18]. 
Концентрацию ХС ЛНП рассчитывали по формуле 
Фридвальда: ХС ЛНП = ОХС–ХС ЛВП–ТГ/5 (мг/дл) 
[19]. В образцах с повышенной концентрацией Лп(а) 
рассчитывали уровень коррегированного ХС ЛНП 
(ХС ЛНП

корр
), учитывающего холестерин, входя-

щий в состав Лп(а), по модифицированной формуле 
Фридвальда: ХС ЛНП

корр 
= ХС ЛНП–Лп(а)×0.33, где 

Лп(а) – концентрация Лп(а), мг/дл [20].
Процессы адсорбции СРБ, IgG, ЧСА и ЛНП 

на сорбенте удовлетворительно описываются урав-
нением Ленгмюра: S = Smах × [Cр-р]/(Kd+[Ср-р]), 
где S – количество связанного с сорбентом компо-
нента, Smax – максимальная сорбционная емкость, 
[Ср-р] – концентрация свободного компонента в рас-
творе, Kd – константа десорбции. При пересчете Kd 
в константы десорбции, выраженные в количестве 
частиц (Kd М), использовали соответствующие мо-
лекулярные массы. При пересчете концентрации ХС 
ЛНП в концентрацию ЛНП учитывали процентное 
содержание холестерина в данной липопротеидной 
частице.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разработанный нами сорбент представляет собой 
полимерную агарозную матрицу, к которой посред-
ством молекулярного спейсера ковалентно присо-
единен синтетический лиганд, содержащий аро-
матическую группу. Сорбент имеет значительную 
удельную поверхность и развитые поры, доступные 
для всех исследуемых в нашей работе компонен-
тов плазмы крови человека. Размер гранул матри-
цы варьирует от 40 до 180 мкм, размер пор (предел 

исключения по молекулярной массе) составляет 
6.3 × 105 кДа [21].

Возможными функциональными группами на по-
верхности синтезированного сорбента являются ги-
дроксильные группы моносахаридных остатков ага-
розы, первичные и вторичные аминогруппы спейсера 
и бензольные группы лиганда (рис. 1А). Адсорбция 
компонентов плазмы может осуществляться посред-
ством ионообменных, ароматических и гидрофобных 
взаимодействий.

При изучении пептидов – ингибиторов взаимо-
действия СРБ с клетками линии U937, Zen и соавт. 
показали, что критическое значение для взаимодей-
ствия молекулы СРБ с СРБ-связывающим сайтом 
рецептора имеет аминокислотная последователь-
ность TKPLKAFTVCLH [22]. Эта последователь-
ность содержит участок из трех гидрофобных ами-
нокислот, в том числе одну ароматическую (рис. 1Б). 
При разработке сорбента было сделано допущение, 
что ароматические и аминогруппы будут участвовать 
в связывании СРБ по принципу комплементарности 
и гидрофобных взаимодействий. Адсорбция атеро-
генных липопротеидов, происходящая на данном 
сорбенте, позволяет также считать его миметиком 
рецептора LOX-1 [23].

Сорбционные характеристики – максимальная 
сорбционная емкость (Smax) и константа десорб-
ции (Kd) – представлены в табл. 1 в сравнении 
с соответствующими параметрами иммуносорбен-
тов IgG-Адсопак® и сорбента с иммобилизованными 
поликлональными антителами против нСРБ чело-
века. Значение константы десорбции (4.2 × 10-8 М) 
свидетельствует о специфичном связывании син-
тетического сорбента с СРБ и показывает, что на-
бор функциональных групп сорбента способен вы-
полнять роль миметика СРБ-связывающего сайта. 
Взаимодействие синтетического сорбента с такими 
основными белковыми компонентами плазмы кро-
ви человека, как IgG и ЧСА, существенно менее 
специфично (Kd для IgG и ЧСА равны 2.9 × 10-5 

А

аг
ар

о
за

Б

Рис. 1. Структурные компоненты разработанного сор­
бента (А) и участок молекулы СРБ (AFTV), ответствен­
ный за связывание с рецептором лейкоцитов (Б) [22]
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и 1.4 × 10-5 M соответственно). Взаимодействие с ЛНП 
характеризуется значением константы десорбции, 
равным (7.7 ± 3.6) × 10-7 М и соизмеримым со значе-
нием для высокоспецифичного к ЛНП иммуносорбен-
та ЛНП-Липопак® ((8.0 ± 2.2) × 10-7 М). Большое коли-
чество активных функциональных групп в составе 
синтетического сорбента обуславливает высокие 
значения Smax, подтвержденные в опытах in vitro 
с плазмой/сывороткой крови.

Липопротеиды плазмы крови являются лиган-
дами разнообразных рецепторов, присутствующих 
на поверхности эндотелиальных и гладкомышечных 
клеток, макрофагов и тромбоцитов. Эти многочислен-
ные рецепторы, способные связывать нативные и/
или модифицированные ЛНП, участвуют не только 
в транспорте холестерина, но и во множестве фи-
зиологических и патофизиологических процессов, 

Таблица 1. Параметры изотерм адсорбции белков 
плазмы крови человека – СРБ, IgG, ЧСА

Белки плазмы крови
СРБ IgG ЧСА

Мол. масса, кДа 115 146 64
Сорбционные характеристики
Константа десорбции, Kd, М

Синтетический сорбент 4.2 × 10-8 2.9 × 10-5 1.4 × 10-5

Иммуносорбент* 1.3 × 10-8 7.5 × 10-7 Н.о.#

Сорбционная емкость, Smax, мг/мл геля
Синтетический сорбент 34.4 45.2 46.6

Иммуносорбент* 0.9 16.1 Н.о.#

*Для сорбции СРБ использовали сорбент с иммобили­
зованной сульфатной фракцией поликлональных анти­
тел козла к нСРБ человека; для сорбции IgG – сорбент 
с иммобилизованными поликлональными антителами 
барана к IgG человека IgG­Адсопак®.
# ­ Н.о. – не определяли.

Таблица 2. Значения коэффициентов распределения 
(Kc) компонентов плазмы крови человека – Лп(а), ТГ 
и ЧСА 

Сорбент
Коэффициенты распределения, 

Кс
Лп(а) ТГ ЧСА

Синтетический сорбент 38 ± 7 7 ± 1 6 ± 5
ЛНП-Липопак® 23 ± 6 6 ± 1 5 ± 4

Рис. 2. Значения сорбцион­
ной емкости (А); эффектив­
ности сорбции (% удаления) 
исследуемых компонентов 
плазмы на синтетическом 
сорбенте и иммуносорбенте 
ЛНП­Липопак® (Б). Исследу­
емые компоненты плазмы – 
ТГ (1), Лп(а) (2), ХС ЛНП

корр 
(3). Исходные концентрации 
в плазме (мг/дл): ОХС – 
149, ХС ЛВП – 48, ТГ – 108, 
Лп(а) – 109, ХС ЛНП

корр
 – 42 
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включая процессы воспаления, репарации и атеро-
склероза [24]. Семейство скавенджер-рецепторов 
(рецепторов-мусорщиков) способно связывать ши-
рокий спектр различных лигандов, включая апоВ-
100-содержащие модифицированные липопротеиды, 
Лп(а) и СРБ [25, 26], что предполагает существование 
возможных общих эпитопов для взаимодействия.

Липопротеид (а) представляет собой ЛНП-
подобную частицу, в которой молекула апоВ-100 
связана ковалентной дисульфидной связью с высо-
комолекулярным гликозилированным апобелком (а). 
Несмотря на то что Лп(а) является независимым ге-
нетическим фактором риска широкого спектра ССЗ, 
медикаментозных способов коррекции его уровня 
до сих пор не существует [27, 28]. Разработанные 
с этой целью терапевтические антисмысловые оли-
гонуклеотиды проходят в настоящее время клиниче-
ские испытания [29].

Адсорбцию Лп(а), ТГ и ХС ЛНП
корр

 на сорбенты 
изучали методом хроматографии с плазмой крови 
человека при варьировании концентрации исследу-
емых компонентов (разведение от 1 до 5 раз) с по-
стоянной нагрузкой, равной 1 мл плазмы на 0.1 мл 
синтетического либо иммунносорбента. Значения 
коэффициентов распределения (Kc) представлены 
в табл. 2, сорбционной емкости и эффективности 
сорбции (% удаления) – на рис. 2. Обнаружена бо-
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лее выраженная адсорбция Лп(а) по сравнению с ТГ 
и ЧСА, причем максимальное различие по значениям 
Kc у синтетического сорбента. Иммуносорбент ЛНП-
Липопак® лучше взаимодействует с ЛНП, что под-
тверждается большими величинами эффективности 
сорбции. 

Адсорбцию СРБ изучали в опытах in vitro с сы-
вороткой крови пациента с экстремально высокой 
концентрацией СРБ (1330 мг/л). Специфичность 
взаимодействия синтетического сорбента с СРБ убе-
дительно доказана высокой эффективностью свя-
зывания, равной 91%, а также высоким значением 
коэффициента распределения СРБ, равным 101, 
тогда как для ЧСА и IgG значение Кс составило 2. 
По результатам данного эксперимента сорбцион-
ная емкость синтетического сорбента достигла 12 мг 
СРБ/мл геля.

Как показывают результаты длительной инкуба-
ции сорбента с синтетическим лигандом с концен-
трированными растворами ЛНП (300 и 500 мг/дл), 
максимальная ЛНП-связывающая способность сор-
бента достигается не ранее 6-го ч инкубации, что, 
по-видимому, можно объяснить стерическими за-
труднениями при взаимодействии активных функци-
ональных групп сорбента с таким крупным надмоле-
кулярным комплексом, как частица ЛНП. При более 
высокой нагрузке сорбционная емкость через 6 ч 
инкубации составляет 32 мг ОХС/мл геля, а эффек-
тивность связывания 64%. При более низкой нагрузке 
через 20 ч инкубации наблюдали меньшую сорбци-

онную емкость (26 мг ОХС/мл геля) при большей эф-
фективности связывания (86%). Зависимость сорбци-
онной емкости синтетического сорбента от нагрузки 
и времени хроматографии представлена на рис. 3.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных экспериментов получены 
данные, свидетельствующие о высокой специфич-
ности взаимодействия сорбента с синтетическим ли-
гандом с СРБ – константа десорбции (Кd), равная 4.2 
× 10-8 М, в 1000 раз превышает Кd таких основных 
белков плазмы, как ЧСА и IgG, и коэффициент рас-
пределения (Kc), равный 101, в 50 раз превышает Kc 
ЧСА и IgG. Показана способность сорбента связывать 
большие количества атерогенных липопротеидов; 
максимальное значение сорбционной емкости, полу-
ченное на растворе ЛНП, составляет 32 мг ОХС/мл 
геля сорбента. Разработанный нами сорбент мож-
но рекомендовать для комплексного удаления СРБ 
и атерогенных липопротеидов из плазмы крови па-
циентов при рефрактерных гиперлипидемиях и ССЗ, 
сопровождающихся повышенным уровнем СРБ.

Ограничения исследования
Изотерма адсорбции СРБ была построена с ис-
пользованием раствора, содержащего СРБ в кон-
центрации 1 мг/мл и ЧСА в концентрации 10 мг/
мл. Коэффициент распределения холестерина ЛНП 
(ХС ЛНП

корр
) не был рассчитан из-за низкой исход-

ной концентрации ЛНП в плазме. Время проведения 
хроматографии, равное 1 ч, было меньше времени, 
необходимого для насыщения синтетического сор-
бента при высоких концентрациях ЛНП.

Работа выполнена в рамках программы 
исследований ФГБУ НМИЦ Кардиологии 

МЗ РФ – НИР ГЗ АААА-А18-118030690076-7 
«Разработка новых поколений аффинных 

сорбентов для процедур терапевтического афереза 
при лечении больных сердечно-сосудистыми 

и другими заболеваниями, резистентных 
к лекарственной терапии».
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Рис. 3. Зависимость сорбционной емкости синтетиче­
ского сорбента от нагрузки и времени хроматографии 
(от 30 мин до 20 ч). 1 – нагрузка 30 мг ОХС/мл геля, 
2 – нагрузка 50 мг ОХС/мл геля
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РЕФЕРАТ Лихорадка Эбола – высококонтагиозное вирусное заболевание, при котором смертность до-
стигает 90%. В настоящее время в мире не существует зарегистрированных средств специфической те-
рапии заболевания, вызываемого вирусом Эбола. Однако в качестве перспективных противовирусных 
препаратов рассматриваются моноклональные антитела, обладающие высокой специфичностью к по-
верхностному гликопротеину вируса Эбола (EBOV GP). За последнее десятилетие широкое применение 
в диагностике и терапии различных инфекционных и неинфекционных заболеваний получили на-
ноантитела (однодоменные антитела, неканонические антитела семейства верблюдовых). В настоящей 
работе при помощи иммунизации альпака (Vicugna pacos) рекомбинантным аденовирусом человека 5-го 
серотипа, экспрессирующим ген EBOV GP (Ad5-GP), впервые получена панель наноантител, специ-
фичных к EBOV GP. Наиболее перспективный клон наноантитела aEv6 был выбран для дальнейшего 
изучения на основе данных по специфической активности, констант аффинности и вируснейтрализу-
ющей активности в отношении рекомбинантного вируса везикулярного стоматита, псевдотипирован-
ного EBOV GP (rVSV-GP). С целью улучшения фармакокинетических и иммунологических свойств 
клон aEv6 был модифицирован Fc-фрагментом человеческого IgG1 (aEv6-Fc). Для оценки протективной 
активности химерной молекулы aEv6-Fc разработана летальная модель инфекции мышей rVSV-GP 
при помощи иммуносупрессии. Испытания на летальной модели продемонстрировали защитные свой-
ства наноантитела aEv6-Fc. Таким образом, полученное нами наноантитело и его модификация облада-
ют потенциальными защитными свойствами против вируса лихорадки Эбола.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА вирус лихорадки Эбола, наноантитела, рекомбинантный аденовирусный вектор, ре-
комбинантный вирус везикулярного стоматита.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БВВЭ – болезнь, вызванная вирусом Эбола; БОЕ – бляшкообразующая единица; 
ИФА – иммуноферментный анализ; ТМБ – тетраметилбензидин; ФСБ-Т – фосфатно-солевой буфер 
с полисорбатом 20; HRP – пероксидаза хрена; PBMC – мононуклеарные клетки периферической крови; 
PRNT50 – 50% вируснейтрализующая доза антитела.

ВВЕДЕНИЕ
Вирус лихорадки Эбола, относящийся к семейству 
Filoviridae, роду Ebolavirus, вызывает геморрагиче-
скую лихорадку у людей и нечеловеческих приматов 
[1]. Род Ebolavirus состоит из шести видов: Заир эбо-
лавирус (EBOV), Судан эболавирус (SUDV), Бундибуге 

эболавирус (BDBV), эболавирус Тайского леса (TAFV), 
Рестон эболавирус (RESTV) и Бомбали эболави-
рус (BOMV) [2]. Болезнь, вызванная вирусом Эбола 
(БВВЭ), сопровождается 60–90% летальностью [3, 4]. 
Последние вспышки БВВЭ зарегистрированы в Конго 
(2018 г.), Уганде (2019 г.), в Конго и Гвинее (2021 г.) [5].
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Коктейли из моноклональных антител, специфич-
ных к EBOV GP, могут обеспечить полную защи-
ту нечеловеческих приматов от БВВЭ, и некоторые 
из них (Zmapp, MAb114, REGN-EB3 и GamEMab) 
в настоящее время проходят клинические испы-
тания [6–8]. В предыдущем исследовании [9] с по-
мощью иммунизации мышей Ad5-GP (компонент Б 
вакцины ГамЭвак Комби [10]) нам удалось получить 
два моноклональных антитела мыши (2c8 и 6g3), 
способных защищать от БВВЭ. 

Помимо моноклональных антител, в последние 
20 лет интерес вызывает возможность применения 
наноантител (неканонические формы моноклональ-
ных антител семейства Верблюдовых), а также их 
модификаций в терапии инфекционных заболева-
ний [11, 12]. Однако существует лишь несколько 
исследований, направленных на разработку пре-
паратов для лечения БВВЭ на основе наноантител 
[13–15]. Основные преимущества наноантител – от-
носительная простая технология получения, а так-
же способность связываться с труднодоступными 
антигенными эпитопами [13–15]. В то же время не-
достатки наноантител связаны с их быстрым вы-
ведением почками и отсутствием самостоятельной 
эффекторной функции у Fc-фрагмента. Для улуч-
шения фармакокинетических и эффекторных 
свойств наноантител [12], а также для увеличения 
их авидности за счет димеризации молекулы необ-
ходима модификация Fc-фрагментом IgG.

Нами получено наноантитело, обладающее про-
тективной активностью в отношении рекомби-
нантного вируса везикулярного стоматита, псев-
дотипированного гликопротеином вируса Эбола 
(rVSV-GP). С этой целью мы использовали тех-
нологию, включающую: (1) иммунизацию альпака 
Ad5-GP; (2) получение панели наноантител, специ-
фичных к гликопротеину вируса Эбола (EBOV GP); 
(3) отбор клона с оптимальной активностью in vitro; 
(4) модификацию выбранного клона для улучшения 
его фармакокинетических и иммунологических 
свойств; (5) оценку защитной активности выбран-
ного клона in vivo. 

В результате работы нами отобран и охарактери-
зован наиболее перспективный клон наноантитела – 
aEv6. Протективность модифицированной формы 
этого клона (aEv6-Fc) оценивали на модели леталь-
ной инфекции иммуносупрессивных мышей rVSV-
GP. Для создания иммуносупрессии мышам вводи-
ли дексаметазон и циклофосфамид. Такой подход 
использовали ранее [16, 17] для оценки активности 
противовирусных препаратов, а также для изучения 
факторов патогенеза вируса лихорадки Эбола. В на-
шем исследовании показана способность антитела 
aEv6-Fc защищать мышей от летальной инфекции 

rVSV-GP, что может говорить о его потенциальной 
противовирусной активности в отношении вируса 
Эбола.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Вирусы и антигены
Ad5-GP – рекомбинантный дефектный по репли-
кации аденовирус, полученный, как описано ранее 
[10, 18], и экспрессирующий ген GP Zaire ebolavirus 
(изолят Ebola virus/H. sapiens-wt/SLE/2014/
Makona-G3735.1 , GenBank Accession Number 
KM233056).

rVSV-GP – рекомбинантный вирус везикулярно-
го стоматита, полученный, как описано ранее [10], 
и экспрессирующий ген GP Zaire ebolavirus (изолят 
Ebola virus/H. sapiens-wt/SLE/2014/Makona-G3735.1, 
GenBank Accession Number KM233056).

Рекомбинантный белок GP Zaire ebolavirus 
(штамм H. sapiens-wt/GIN/2014/Kissidougou-C15) – 
Sino Biological, Китай, кат. № 40442-V02H.

Фаг-помощник M13 Hyperphage M13 K07ΔpIII – 
Progen, Германия, кат. № PRHYPE.

Клеточные линии
Клеточная линия CHO-S – Thermo Fisher Scientific, 
США, кат. № R80007.

Клеточные  линии  Vero  E6  (ATCC CRL 
1586) и GMK-AH-1(D) (CVCL_L878) получены 
из Российской коллекции клеточных культур по-
звоночных (Санкт-Петербург, Россия, https://www.
incras.ru/institut/struktura/ckp/rossijskaja-kollekcija-
kletochnyh-kultur/).

Иммунизация альпака, получение иммунной 
библиотеки, экспрессия и очистка наноантител
Здорового 4-летнего самца альпака (Vicugna pacos) 
использовали для иммунизации и дальнейше-
го отбора крови. Животное предоставлено фермой 
«Российские Альпаки» (Походкино, Россия). 

Ad5-GP (108 БОЕ) вводили внутримышечно, трех-
кратно, с трехнедельными интервалами, без адъю-
вантов. Рекомбинантный белок EBOV GP (200 мкг) 
вводили внутримышечно спустя 3 недели после по-
следней инъекции Ad5-GP вместе с неполным адъ-
ювантом Фрейнда. 

Отбор крови (150 мл) проводили спустя 5 дней 
после последней иммунизации, образцы крови по-
мещали в стерильные вакуумные пробирки с гепа-
рином лития.

Выделение мРНК, ПЦР, конструирование библио-
теки и специфический скрининг выполняли соглас-
но [19] с использованием рекомбинантного белка 
EBOV GP в качестве антигена.
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Экспрессию и очистку наноантител осуществляли 
как описано ранее [19].

Секвенирование генов наноантител методом NGS 
Ампликоны генов наноантител получали с помощью 
специальных праймеров [19] и очищали набором 
MinElute PCR Purification Kit (QiaGen, Нидерланды). 
Библиотеки готовили по протоколу для случайных 
фрагментов (Roche, Швейцария). Размер и каче-
ство библиотек контролировали с помощью набо-
ра Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent, США). 
Секвенирование выполняли с использованием набо-
ра GS Junior Titanium Sequencing Kit и GS Junior 
+ Series XL + Kit GS Junior + Series XL (Roche) 
в соответствии с рекомендациями производителя.

Полную обработку ампликонов проводили с по-
мощью программного обеспечения 454 Sequencing 
System Software v.3.0 и собственных программ.

Измерение констант аффинности наноантител
Константы аффинности наноантител определяли 
с помощью поверхностного плазмонного резонанса 
(SPR) на приборе Biacore 3000 (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Швеция) как описано ранее [19] с ре-
комбинантным белком EBOV GP. 

Получение модифицированной формы aEv6-Fc
Нуклеотидную последовательность гена aEv6-Fc, син-
тезированную в ЗАО «Евроген» (Россия), клонировали 
в плазмиду pShuttle-CMV (Stratagene, США) и полу-
чили таким образом плазмиду pShuttle-CMV-aEv6Fc.

Культуру клеток CHO-S (Thermo Fisher Scientific) 
транзиентно трансфицировали плазмидой pShuttle-
CMV-aEv6Fc с использованием системы CHO Gro 
(Mirus Bio, США) в соответствии с протоколом 
производителя. Клетки культивировали в колбах 
Эрленмейера при 125 об/мин, 5% СО2, 80% влаж-
ности, 37°C, спустя 24 ч снижали температуру 
до 32°C и продолжали культивировать в течение 10 
дней. Начиная с 3-го дня добавляли подпитки Cell 
boosts 7a (2%), 7b (0.2%) (HyClone, США) и 0.5% CHO 
Bioreactor Feed (Sigma, США) 1 раз в день. По ис-
течении 10 дней культивирования культуральную 
жидкость осветляли центрифугированием при 5000 g. 
Антитело очищали аффинной хроматографией на си-
стеме AKTA start (Cytiva, Швеция), используя колон-
ки MAbSelect SuRe 1 мл (Cytiva, Швеция) в соответ-
ствии с протоколом производителя. Дополнительную 
очистку и замену буфера проводили на колонке ХК 
26/100 (Cytiva) с сорбентом Superdex 200 pg (Cytiva).

Получение контрольного антитела MAb114
Для получения контрольного антитела MAb114 ис-
пользовали аминокислотную последовательность, 

опубликованную Corti и соавт. [7]. Нуклеотидные 
последовательности, кодирующие тяжелую и лег-
кую цепь антитела MAb114, синтезировали в ЗАО 
«Евроген», клонировали в плазмиду pShuttle-CMV 
(Stratagene). Полученными плазмидами pShuttle-
CMV-Mab114HC и pShuttle-CMV-Mab114LC транс-
фицировали клеточную линию CHO-S. Процедуры 
трансфекции клеток и очистки антитела проводили 
как описано в предыдущем пункте.

Непрямой ИФА 
Непрямой ИФА проводили согласно [9]. Конъюги-
рованные с пероксидазой хрена (HRP) антитела – anti-
human IgG (Sigma, cat. no A8667), anti-Myc-tag (Abcam, 
1326) и anti-Llama IgG (Bethyl, A160-100P), использова-
ли для обнаружения наноантител и антител (aEv6-Fc 
и MAb114) в сыворотке альпака соответственно.

Реакция нейтрализации вируса
Реакцию нейтрализации вируса проводили согласно 
[9], используя модель инфекции клеток Vero E6 ви-
русом rVSV-GP. 

Изучение фармакокинетики aEv6-Fc
Трем интактным макакам резусам (Macaca mulatta), 
полученным из НИИ медицинской приматологии 
(Веселое, Россия), внутривенно вводили 10 мг/кг 
aEv6-Fc со скоростью инфузии 10 мл/ч. Образцы кро-
ви отбирали до инфузии и спустя 1, 4, 8, 16, 24, 48, 96 
ч и через 7, 14, 21 дней после инфузии. Концентрацию 
aEv6-Fc в крови оценивали методом непрямого ИФА 
с использованием различных разведений aEv6-Fc 
в качестве стандартов. Фармакокинетические пара-
метры рассчитывали с использованием программы 
Microsoft Excel и PKSolver softs.

Пассивная иммунизация и оценка протективной 
активности 
Самки мышей BALB/c (возраст 4–6 недель, вес 
18–20 г) предоставлены Пущинским филиалом 
Института биоорганической химии РАН (Пущино, 
Россия). Мышам для иммуносупрессии вводили 
дексаметазон (1 раз в день внутрибрюшинная инъ-
екция 10 мг/кг/день за 10 дней до инъекции виру-
са) [17] и циклофосфамид (однократная внутрибрю-
шинная инъекция 150 мг/кг за 5 дней до введения 
вируса). rVSV-GP вводили внутривенно в дозе 109 
БОЕ/мышь, антитело aEv6-Fc – внутривенно, в дозе 
50 мг/кг. Подопытных животных наблюдали и взве-
шивали каждый день в течение всего эксперимента. 
Результаты выражали в процентах выживаемости 
мышей в различные временные точки.

Более детально схема эксперимента изложена 
в разделе «Результаты». 
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Таблица 1. Результаты анализа библиотек наноантител при помощи NGS

Клон
Частоты считываний, %

Фактор  
амплификации

CDR3 (аминокислотная  
последовательность)Стартовая

библиотека 
Библиотека после 

селекции
aEv1 0.33 18.89 57.79024 NVQLGRFGILE
aEv2 0.31 7.81 24.89199 KSRRYGVDYW
aEv3 0.01 3.70 282.6006 AAVNSWAVYSLSRNYDY
aEv4 0.05 2.01 38.44366 AMRRGGVSYTYW
aEv5 0.01 3.71 283.5078 AVRSERYTRRYDH
aEv6 0.01 0.42 31.75288 YVDARYGALHTYRS
aEv7 0.08 1.60 20.41256 NAHYWSRD
aEv8 0.01 3.38 258.5591 KVTRGDFLGRRTDY
aEv9 0.01 0.20 14.96921 AARPGSYSRDARRYD

aEv10 0.03 2.08 79.609 NAQLSRSVLWGRY
aEv11 0.01 1.29 98.88753 QQKYAGRLY
aEv12 0.05 0.97 18.59811 AADRVLTSSSRNWDY
aEv13 0.01 1.54 117.9393 YARRRTYLAAY
aEv14 0.01 0.61 46.72209 AAGRSSMGLLDATDWRH
aEv15 0.01 0.85 65.3202 NSRGRHDWNRYN
aEv16 0.01 0.42 32.20649 AASPRTSMLVVGNVDH
aEv17 0.01 1.39 106.5989 NAQSHFFGSNY
aEv18 0.05 0.14 2.721675 AARPEYYSGTASYVSTSYDY

Другие 98.954 48.99 0.494915

Определение титров rVSV-GP в органах и тканях 
инфицированных мышей
Органы и ткани инфицированных мышей выделя-
ли в стерильных условиях. Кусочки органов (20 мг) 
гомогенизировали в 1 мл DMEM. Суспензию освет-
ляли центрифугированием при 2000 об/мин в тече-
ние 10 мин. Супернатант отбирали для определения 
титров rVSV-GP в реакции вирус-нейтрализации.

Статистический анализ
Д а н н ы е  а н а л и з и р о в а л и  в   E XC E L  2 0 1 0 
и STATISTICA 7.0. Для оценки межгрупповых раз-
личий титров антител и выживаемости использова-
ли U-тест Манна–Уитни и тест Гехана–Уилкоксона 
с уровнем значимости 0.05.

Соблюдение стандартов работы с животными
Экспериментальные процедуры проводили в соот-
ветствии с Руководством по уходу и использованию 
лабораторных животных, опубликованному National 
Institutes of Health (NIH Publication #85–23, revised 
1996), и с Национальным стандартом Российской 
Федерации ГОСТ Р 53434-2009. Все эксперименты 
были одобрены этическим комитетом ФГБУ НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи (протокол № 27 от 2020 г.). Все 
лица, использовавшие животных или ухаживающих 
за ними в ходе исследований, проходили ежегодное 
обучение в соответствии с требованиями IACUC.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Получение панели наноантител, специфичных 
к EBOV GP 
Панель наноантител, специфичных к EBOV GP, 
получали путем иммунизации альпака (V. pacos) 
рекомбинантным аденовирусом Ad5-GP и реком-
бинантным белком GP в соответствии со схемой, 
представленной на рис. 1А.

На 5-й день после бустирующей иммунизации 
отбирали 150 мл крови альпака и выделяли сыво-
ротку, в которой определяли титр антител, специ-
фичных к EBOV GP, для подтверждения эффек-
тивности иммунизации. Титр антител к EBOV GP 
определен в разведении 1 : 16000, что свидетель-
ствует о высоком иммунном ответе у иммунизиро-
ванного животного (рис. 1Б).

Для создания иммунной библиотеки наноантител 
отбирали мононуклеарные клетки периферической 
крови (PBMC). Нуклеотидные последовательности, 
кодирующие вариабельные фрагменты наноантител, 
полученных из PBMC альпака, клонировали в фаг-
мидный вектор pHEN1. Специфичные антитела от-
бирали методом фагового дисплея как описано в [19].

Результаты отбора анализировали с помощью 
поликлонального фаг-ИФА (рис. 1В). В дальней-
шей работе использовали библиотеку второго ра-
унда селекции с целью предотвращения умень-
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Рис. 1. Схема иммунизации альпака (V. pacos) для получения панели наноантител (А), определение титра антител 
к EBOV GP в сыворотке иммунизированного альпака (Б) и результаты поликлонального фаг­ИФА (В). Б – в имму­
нологические планшеты сорбировали 100 мкл (1 мкг/мл) EBOV GP (H. sapiens­wt/GIN/2014/Kissidougou-C15). 
На следующий день лунки промывали 5 раз 0.1% ФСБ­Т, а затем блокировали 5% раствором обезжиренного 
молока в ФСБ­Т. В лунки добавляли различные разведения сыворотки в ФСБ­Т и инкубировали при 37°С в те­
чение 1 ч. После промывки добавляли антитела 5× anti­Llama IgG (Bethyl, A160­100P) в блокирующем буфере 
(1 : 5000) и инкубировали в течение 1 ч при 37°С. После пятикратной промывки добавляли субстрат ТМБ и оцени­
вали результаты. В – в иммунологические планшеты сорбировали 100 мкл EBOV GP (1 мкг/мл) (H. sapiens-wt/
GIN/2014/Kissidougou-C15). На следующий день лунки промывали пятикратно 0.1% ФСБ­Т, а затем блокиро­
вали 5% раствором обезжиренного молока, разведенным в ФСБ­Т. Фаговые частицы (1011) с каждого этапа 
отбора добавляли в ФСБ­Т в лунки и инкубировали при 37°С в течение 1 ч. Затем после 5­кратной промывки 
не связавшихся фагов добавляли антитела – HRP­конъюгированные anti­M13 phage IgG (Abcam, Великобрита­
ния), разведенные в блокирующем буфере в соотношении 1 : 500, и инкубировали при 37°С в течение 1 ч. После 
5­кратной промывки добавляли субстрат ТМБ и оценивали результаты

шения разнообразия наноантител. Нуклеотидные 
последовательности наноантител идентифицирова-
ли при помощи секвенирования нового поколения 
(NGS).

В результате анализа идентифицировали 18 кло-
нов (aE1-18) (табл. 1). Фактор амплификации 16 
клонов после двух раундов селекции составил более 
20, что указывает на их специфическое накопление 

в результате связывания с EBOV GP. В то же время 
анализ библиотеки показал, что отобранные клоны 
составляют около 51% всех ампликонов библиотеки 
после селекции, тогда как в стартовой библиотеке 
число этих клонов было менее 1% (рис. 2А и 2Б). 

По результатам непрямого ИФА с EBOV GP в ка-
честве антигена отобрали четыре клона (aEv2, aEv3, 
aEv6, aEv7) как наиболее специфичные (рис. 2В). 
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На иммунологические планшеты сорбирова-
ли 100 мкл (1 мкг/мл) EBOV GP (H. sapiens-wt/
GIN/2014/Kissidougou-C15). На следующий день 
лунки промывали 5 раз 0.1% ФСБ-Т, затем блоки-
ровали 5% обезжиренным молоком, растворенным 
в ФСБ-Т. Образцы отобранных клонов (10 мкг/мл) 
добавляли в лунки и инкубировали при 37°C в бло-
кирующем буфере в течение 1 ч. После пятикрат-
ной промывки добавляли HRP-конъюгированные 
anti-Myc-tag IgG-антитела в блокирующем буфере 
(1 : 5000) на 1 ч при 37°C. После пятикратной про-
мывки добавляли субстрат ТМБ и оценивали ре-
зультаты.

Изучение отобранных клонов в реакции 
непрямого ИФА, поверхностного плазмонного 
резонанса и реакции нейтрализации вируса
Иммунологические свойства отобранных клонов 
aEv2, aEv3, aEv6 и aEv7 изучали с помощью ИФА, 
поверхностного плазмонного резонанса SPR (изме-
рение констант аффинности, KD) и реакции нейтра-
лизации в условиях in vitro; основные результаты 
представлены на рис. 3.

По результатам непрямого ИФА рабочие титры 
составляли не менее 1 мкг/мл, 500 нг/мл, 500 нг/мл 
и 50 нг/мл для клонов aEv2, aEv3, aEv7 и aEv6 со-
ответственно (рис. 3A). Самые низкие значения 
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Рис. 2. Результаты сравнительного анализа соотношения специфических наноантител в библиотеках до и после 
отбора. А – процент клонов в стартовой библиотеке. Б – процент клонов в библиотеке после селекции. В – скри­
нинг отобранных клонов в непрямом ИФА. aEv1–18 – клоны отобранных наноантител, EBOV GP – рекомбинант­
ный EBOV GP, BSA – бычий сывороточный альбумин (отрицательный контроль)
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KD имел клон aEv6 (1.87 × 10-10 M), далее кло-
ны aEv3 и aEv7 со значениями KD = 5.53 × 10-8 
и 2.4 × 10-8 M соответственно. Клон aEv2 имел наи-
более низкое значение KD = 7.13 × 10-7 M. Как пока-
зано на рис. 3Б, клоны aEv2, aEv3, aEv7 не обладали 
значительной вируснейтрализующей активностью 
против rVSV-GP, в то время как клон aEv6 показал 
50% вируснейтрализующую активность при концен-
трации не менее 400 нг/мл. Согласно полученным 
результатам для дальнейшего изучения был выбран 
клон aEv6, имевший наиболее высокую аффинность 
к EBOV GP, а также наибольший вируснейтрализу-
ющий потенциал против rVSV-GP.

Получение клона aEv6, модифицированного 
Fс-фрагментом IgG1 человека и изучение его 
свойств
Отобранный клон aEv6 был модифицирован Fc-
фрагментом IgG1 человека для улучшения его им-
мунологических и фармакокинетических свойств. 
Полученное антитело aEv6-Fc показало специфич-
ную активность к EBOV GP штамма H. sapiens-wt/
GIN/2014/Kissidougou-C15, сравнимую с активно-

стью антитела MAb114, взятого в качестве контроля 
(рис. 4А).

Далее в реакции вирусной нейтрализации с ис-
пользованием rVSV-GP сравнили антитела aEv6-Fc 
и MAb114. Показано, что антитело aEv6-Fc обладает 
значительно большей вируснейтрализующей актив-
ностью, чем антитело MAb114 (рис. 4Б).

Изучение фармакокинетических свойств aEv6-Fc 
на макаках резусах показало, что среднее время 
циркуляции антител в крови после инъекции со-
ставляет не менее 7 дней (данные не представле-
ны), что гораздо больше, чем у не модифицирован-
ных наноантител, имеющих низкую молекулярную 
массу [20, 21]. 

Оценка протективной активности антитела 
aEv6-Fc на модели летальной инфекции мышей 
rVSV-GP 
На последнем этапе оценивали защитные свойства 
aEv6-Fc на модели летальной инфекции мышей 
rVSV-GP. Несмотря на то что наиболее репрезента-
тивной является модель нечеловеческих приматов, 
финансовые и этические соображения вынуждают 
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Рис. 3. Изучение активности отобранных клонов наноантител с помощью непрямого ИФА (А) и вируснейтра­
лизующей активности (Б). А – на иммунологические планшеты сорбировали 100 мкл (1 мкг/мл) EBOV GP  
(H. sapiens-wt/GIN/2014/Kissidougou-C15). На следующий день лунки 5 раз промывали 0.1% ФСБ­Т, за­
тем блокировали 5% обезжиренным молоком, растворенным в ФСБ­Т. Разведения антител в блокирующем 
буфере добавляли в лунки и инкубировали при 37°C в течение 1 ч. После 5­кратной промывки добавляли HRP­
конъюгированные anti­Myc­tag IgG­антитела в блокирующем буфере (1 : 5000) и выдерживали 1 ч при 37°C. 
После 5­кратной промывки добавляли субстрат ТМБ и оценивали результаты. Б – rVSV­GP (H. sapiens­wt/
SLE/2014/Makona-G3735.1) разводили в буфере (10 мM Tрис­HCl pH 7.5, 1 мM EDТА, 10% сахарозы). Смесь 
равных объемов VHH и исходного вируса инкубировали в течение 1 ч при 37°C, затем переносили на культураль­
ные планшеты с монослоем клеточной линии Vero E6. После адсорбции комплекса антитела+вирус (120 мин 
при 37°C) клетки покрывали слоем агара. Планшеты инкубировали при 37°C, 5% CO

2
 в течение 48 ч. Результаты 

оценивали путем подсчета количества бляшек под микроскопом. Для определения бляшкообразующих единиц 
(БОЕ) использовали следующую формулу: БОЕ/мл = (среднее число БОЕ/0.2 мл) × фактор разведения
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разрабатывать новые модели, основанные на бо-
лее мелких животных [22]. Более того, все работы 
с филовирусами необходимо выполнять при чет-
вертом уровне биобезопасности [22]. Все это делает 
обоснованной замену природного вируса лихорадки 
Эбола рекомбинантным аналогом, более безопас-
ным для человека. Таким аналогом может служить 
рекомбинантный вирус везикулярного стомати-
та, псевдотипированный белком EBOV GP (rVSV-
GP). Поскольку rVSV-GP не является патогенным 
для мышей, перед инъекцией вируса мышам вво-
дили дексаметазон и циклофосфамид для иммуно-
супрессии [17]. Эксперимент проводили следующим 
образом: отбирали пять групп мышей по шесть осо-
бей в каждой. Животных из всех групп подвергали 
иммуносупрессивной терапии в течение 10 дней, по-
сле чего мышам из первой группы проводили инъ-
екцию вируса, а животным из других групп вводили 
смесь вирус+антитело.

На 11 день мышам внутривенно вводили 109 БОЕ 
rVSV-GP как в отсутствие, так и в присутствии 
антитела aEv6-Fc, предынкубированного с вирусом 
в течение 1 ч при 37ºC; смешанного с вирусом непо-

средственно перед инъекцией; введенного внутри-
венно спустя 2 ч после инфицирования; введенно-
го внутривенно спустя 5 ч после инфицирования. 
Схема эксперимента показана на рис. 5А.

За мышами наблюдали в течение 5 дней после 
заражения. Мыши контрольной группы, которым 
не вводили aEv6-Fc, погибли на второй день после 
заражения. Введение aEv6-Fc спустя 5 ч после за-
ражения также не смогло предотвратить или от-
срочить гибель животных. Введение антител спустя 
2 ч после заражения обеспечило выживание двух 
из шести мышей. Предынкубация и смешивание 
aEv6-Fc с rVSV-GP полностью защитило животных. 
Результаты эксперимента представлены на рис. 5Б.

Для более детальной оценки защитных свойств 
антитела aEv6-Fc против rVSV-GP на модели ин-
фекции у мышей определяли число БОЕ в крови 
и органах зараженных мышей. Мыши были по-
делены на три группы по четыре особи в каждой. 
Первая группа иммуносупрессированных мышей 
оставалась интактной. Мыши второй группы были 
заражены rVSV-GP. Третья группа была зараже-
на rVSV-GP, предварительно нейтрализованным 
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Рис. 4. Сравнение специфичной активности антител aEv6­Fc и MAb114 к EBOV GP штамма H. sapiens-wt/
GIN/2014/Kissidougou-C15 (А) и вируснейтрализующей активности против rVSV­GP (Б). 
А – на иммунологические планшеты сорбировали 100 мкл (1 мкг/мл) EBOV GP (H. sapiens-wt/GIN/2014/
Kissidougou-C15). На следующий день лунки промывали 5 раз 0.1% ФСБ­Т, затем блокировали 5% обезжи­
ренным молоком, растворенным в ФСБ­Т. В лунки добавляли различные разведения антител aEv6­Fc и MAb114 
и инкубировали при 37°C в блокирующем буфере в течение 1 ч. После 5­кратной промывки добавляли HRP­
конъюгированные anti­human IgG­антитела (A8667, Sigma) в блокирующем буфере (1 : 5000) и выдерживали 
в течение 1 ч при 37°C. После 5­кратной промывки добавляли субстрат ТМБ и оценивали результаты. 
Б – разведения rVSV­GP делали в буфере (10 мM Tрис­HCl pH 7.5, 1 мM EDТА, 10% сахарозы). Смесь равных 
объемов антител и вируса инкубировали в течение 1 ч при 37°C, а затем переносили на культуральные планшеты 
с монослоем клеточной линии Vero E6. После адсорбции комплекса антитело+вирус (120 мин при 37°C) клетки 
покрывали слоем агара. Планшеты инкубировали при 37°C, 5% CO

2
 в течение 48 ч. Результаты оценивали путем 

подсчета количества бляшек под микроскопом. Для определения бляшкообразующих единиц (БОЕ) использова­
ли следующую формулу: БОЕ/мл = (среднее число БОЕ/0.2 мл) × фактор разведения
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Рис. 5. Оценка протективной активности антитела aEv6­Fc. А – cхема эксперимента; Б – результаты эксперимента. 
А – rVSV­GP – рекомбинантный вирус везикулярного стоматита, псевдотипированный гликопротеином вируса 
Эбола (H. sapiens-wt/SLE/2014/Makona-G3735.1); aEv6­Fc – антитело aEv6­Fc. 
Б – rVSV­GP – мыши, инфицированные rVSV­GP (109 БОЕ/мышь); rVSV+aEv6 (предынкубация) – мыши, полу­
чившие rVSV­GP (109 БОЕ/мышь), ранее смешанный и инкубированный с 300 мкл антитела aEv6­Fc (3 мг/мл); 
rVSV­GP+aEv6­Fc (смешанный) – мыши, получившие rVSV­GP (109 БОЕ/мышь), предварительно смешан­
ный с 300 мкл aEv6­Fc (3 мг/мл); rVSV­GP+aEv6­Fc (2 ч после заражения) – мыши, получившие rVSV­GP 
(109 БОЕ/мышь), а затем, спустя 2 ч, 300 мкл aEv6­Fc (3 мг/мл); rVSV­GP+aEv6­Fc (5 ч после заражения) – 
мыши, получившие rVSV­GP (109 БОЕ/мышь), а затем, спустя 5 ч, 300 мкл aEv6­Fc (3 мг/мл)

aEv6-Fc (900 мкг). Затем, спустя 1 и 2 дня, опреде-
ляли присутствие rVSV-GP в мозгу, печени, почках, 
селезенке, кишечнике и крови зараженных мышей, 
используя культуру клеток Vero E6. Результаты 
эксперимента показаны в табл. 2. В тканях и орга-
нах иммуносупрессированных мышей, не заражен-
ных rVSV-GP (отрицательный контроль), признаки 
присутствия вируса не обнаружены. У животных 
второй группы (иммуносупрессированные мыши, 

инфицированные rVSV-GP) вирус обнаружен в кро-
ви, печени, почках, селезенке в первый день после 
его введения. На второй день титр rVSV-GP стал 
значительно больше в крови и печени, в то время 
как в органах и тканях мышей, которым rVSV-GP 
вводили вместе с антителами aEv6-Fc (группа 3), 
вирус не был обнаружен.

Таким образом, экспериментальные данные под-
тверждают, что антитело aEv6-Fc обладает ви-



62 | ACTA NATURAE |  ТОМ 13  № 4 (51)   2021

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Таблица 2. Титры rVSV­GP в некоторых органах инфицированных мышей

Группа День после 
введения

Средние титры rVSV-GP (две мыши), БОЕ/20 мкг органа

кровь мозг печень почка селезенка кишечник

Интактные  
иммуносупрессированные 

мыши

1 – – – – – –

2 – – – – – –

Иммуносупрессированные 
мыши, инфицированные 

rVSV-GP

1 4.44 × 105 – 6.67 × 104 4.14 × 104 3.65 × 104 –

2 1.7 × 107 – 1.27 × 105 2.44 × 104 3.44 × 104 –

Иммуносупрессированные 
мыши, получившие  
rVSV-GP+aEv6-Fc

1 – – – – – –

2 – – – – – –

Таблица 3. Иммуногенные свойства клонов aEv2, aEv3, aEv6 и aEv7

Клон Титры к EBOV GP, 
нг/мл

Константа аффинности (K
D
) 

к EBOV GP, М
Вируснейтрализующая активность в отношении 

rVSV-GP (PRNT50)

aEv2 Не менее 1000 7.13 × 10-7 Не вируснейтрализующий

aEv3 Не менее 500 5.53 × 10-8 Не менее 400 нг/мл

aEv6 Не менее 50 1.87 × 10-10 Не вируснейтрализующий

aEv7 Не менее 500 2.4 × 10-8 Не вируснейтрализующий

руснейтрализующей и протективной активностью 
в отношении летальной инфекции rVSV-GP у им-
муносупрессированных мышей. 

ОБСУЖДЕНИЕ
В нашей работе впервые показана возможность 
получения наноантитела, слитого с Fc-фрагментом 
IgG1 человека, которое обладает вируснейтрализу-
ющей и защитной активностью против вируса вези-
кулярного стоматита, псевдотипированного белком 
GP вируса лихорадки Эбола. Кроме того, при по-
мощи иммунизации альпака рекомбинантным аде-
новирусом Ad5-GP впервые получена панель нано-
антител, специфичных к EBOV GP. Эту стратегию 
иммунизации успешно использовали ранее для по-
лучения моноклональных антител с защитной ак-
тивностью против вируса лихорадки Эбола [9]. 
Таким образом получены четыре клона наноантител 
(aEv2, aEv3, aEv6 и aEv7), обладающих характери-
стиками, приведенными в табл. 3.

Анализируя данные, представленные в табл. 3, 
можно заключить, что результаты трех независи-
мых экспериментов полностью коррелируют друг 
с другом. Согласно полученным данным, клон aEv6 
показал наибольшую аффинность к EBOV GP и ви-
руснейтрализующую активность в отношении rVSV-
GP, поэтому этот клон был выбран для дальнейшего 
изучения. 

Далее клон aEv6 модифицировали Fc-фрагментом 
IgG1 человека, увеличивающим массу наноан-

титела до 40–45 кДа, димеризующим молекулу, 
а также позволяющим взаимодействовать с Fc-
рецепторами на поверхности клеток [21]. Эта моди-
фикация увеличила циркуляцию антитела aEv6-Fc 
в крови нечеловеческих приматов до 7 дней, тог-
да как циркуляция первичных наноантител со-
ставляет, как правило, несколько часов [20, 23, 24]. 
Мы использовали нечеловеческих приматов, исхо-
дя из наибольшей гомологии их иммунной системы 
и Fc-рецепторов с человеческими. Улучшение фар-
макокинетики антител является важным аспектом, 
позволяющим значительно уменьшить дозу и коли-
чество инъекций препарата при терапии вирусных 
заболеваний. Кроме того, модифицированное анти-
тело aEv6-Fc имело сопоставимый уровень специ-
фической активности в ИФА с антителом MAb114 
(рис. 4А), обладающим протективной активностью 
в отношении вируса лихорадки Эбола [25], и более 
выраженную вируснейтрализующую активность 
по сравнению с MAb114 (рис. 4Б), а также по срав-
нению с немодифицированной Fc-фрагментом фор-
мой антитела. 

Последним этапом исследования стало изучение 
протективной активности aEv6-Fc на модели ле-
тальной инфекции мышей вирусом везикулярного 
стоматита, псевдотипированного EBOV GP. Эта мо-
дель разработана нами во избежание необходимо-
сти работы с природным вирусом лихорадки Эбола 
и использования нечеловеческих приматов (до-
рогостоящего и нежелательного по этическим со-
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ображениям [22]). Доза препарата (50 мг/кг) была 
выбрана, исходя из опубликованных данных [25]. 
Экспериментально показано, что антитело aEv6-
Fc полностью защищало мышей при предынкуба-
ции с вирусом и при смешивании с вирусом перед 
инъекцией, а также обладало 30% защитой, если 
его вводили не позже 2 ч после заражения виру-
сом. Таким образом, антитело aEv6-Fc может про-
являть протективную активность в режиме про-
филактики и экстренной терапии непосредственно 
после предполагаемого контакта с возбудителем. 
Детальный анализ накопления rVSV-GP в органах 
и тканях инфицированных мышей выявил наи-
большее количество вируса в крови, печени, почках 
и селезенке, тогда как в мозге и кишечнике rVSV-
GP не обнаружен. Полученные данные могут быть 
связаны с псевдотипированием вируса везикуляр-
ного стоматита гликопротеином EBOV GP, который, 
по-видимому, изменяет тропизм вируса. Изменения 
в тропизме rVSV, в свою очередь, могут объяснять 
накопление вируса в почках, селезенке, особенно 

в печени и крови, что, по-видимому, вызывает по-
лиорганную недостаточность и гибель животных 
на второй день после инфицирования. Важно от-
метить, что в органах и тканях мышей, инфициро-
ванных rVSV-GP, инкубированным с aEv6-Fc, вирус 
не обнаружили, что еще раз подтверждает вирус-
нейтрализующую и протективную активность анти-
тела.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном исследовании впервые показана принци-
пиальная возможность получения наноантител и их 
модификаций, специфичных к поверхностному гли-
копротеину вируса лихорадки Эбола и обладающих 
выраженной противовирусной активностью в ле-
тальной модели мышей, инфицированных псевдо-
типированным вирусом везикулярного стоматита. 

Мы благодарим А.И. Смирнова (владелец фермы 
«Русские Альпаки») за предоставление альпака 

для нашего исследования.
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РЕФЕРАТ Рассмотрена перспективность использования актинсвязывающих белков (АСБ), циркулиру-
ющих в системном кровотоке, в качестве дополнительных прогностических факторов опухолевого 
заболевания. Оценка связи циркулирующих АСБ с их возможными клеточными источниками в си-
стемном кровотоке поможет определить их диагностическую ценность. С этой целью уровень АСБ, 
циркулирующих в кровотоке, сопоставлен с количеством АСБ в лейкоцитах и опухолевых клетках 
(ЦОК), циркулирующих в крови больных высокоагрессивным плоскоклеточным раком гортани. Уровень 
циркулирующих АСБ (кофилина (CFL1), профилина (PFN1), эзрина (EZR), фасцина (FSCN1) и белка 
1, ассоциированного с аденилилциклазой (CAP1)) определяли с использованием иммуноферментного 
анализа. Экспрессию АСБ в клеточных пулах анализировали методом проточной цитофлуориметрии. 
В сыворотке крови больных раком гортани наиболее представлены белки FSCN1 и EZR. Лейкоциты 
и ЦОК различались уровнем экспрессии АСБ. Лейкоциты были в основном представлены пулами 
CAP1+ и FSCN1+, ЦОК – субпопуляциями CAP1+, FSCN1+ и EZR+. Уровень FSCN1 в сыворотке кор-
релировал с количеством лейкоцитов FSCN1+ и CFL1+. Возможно, уровень EZR в циркуляции свя-
зан с его экспрессией в ЦОК, а уровень CFL1 и PFN1 поддерживается их экспрессией лейкоцитами. 
Источником FSCN1 и САР1 в крови могут быть как ЦОК, так и лейкоциты. Выявленные закономерно-
сти могут быть обусловлены тканевой специфичностью плоскоклеточного рака гортани и/или отражать 
иммунный ответ на опухолевый рост в целом. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА актинсвязывающие белки, циркулирующие опухолевые клетки, лейкоциты, плоско-
клеточный рак гортани. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ РГ – плоскоклеточный рак гортани; АСБ – актинсвязывающие белки; ЦОК – 
циркулирующие опухолевые клетки; САР1 – белок 1, ассоциированный с аденилилциклазой; CFL1 – 
кофилин 1; PFN1 – профилин 1; EZR – эзрин; FSCN1 – фасцин 1.

ВВЕДЕНИЕ 
Основной причиной смертности онкологических 
больных считается метастазирование. Изучение 
биологических процессов, связанных с метаста-
зированием, важно для поиска прогностических 
маркеров опухолевой прогрессии [1]. Активно ве-
дутся исследования по профилированию протео-
ма сыворотки/плазмы крови онкологических боль-
ных с помощью масс-спектрометрических методов. 

Плоскоклеточный рак гортани (РГ) – один из агрес-
сивных типов рака, что делает его хорошей моде-
лью для изучения механизмов метастазирования 
[2–4]. Ранее мы выявили различия в составе про-
теома сыворотки крови больных РГ и здоровых 
доноров, а также связь нескольких функциональ-
но различных белков, в том числе актинсвязы-
вающего белка САР1 (белок 1, ассоциированный 
c аденилилциклазой) [4], с метастазированием РГ. 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 13  № 4 (51)   2021 | ACTA NATURAE | 65

Актинсвязывающие белки (АСБ) координируют 
перестройку актинового цитоскелета, которая тесно 
связана с метастазированием. Достаточно широко 
исследуется уровень АСБ в опухолях [5–7], АСБ, 
циркулирующие в системном кровотоке (цАСБ), 
изучены недостаточно. Ранее обнаружено изме-
нение сывороточных уровней САР1, профилина 1 
и фасцина 1 у больных РГ со стадией T3-4N0–1M0 
по сравнению с T1N0M0 [8]. Уровень цАСБ в систем-
ном кровотоке, вероятно, может поддерживаться 
несколькими источниками, в том числе иммунными 
и циркулирующими опухолевыми клетками (ЦОК). 
Связь между цАСБ и их возможными клеточными 
источниками в системном кровотоке практически 
не изучена. Поэтому в настоящей работе уровень 
цАСБ в сыворотке крови сопоставлен с их экспрес-
сией в популяциях лейкоцитов и ЦОК системного 
кровотока с целью определения связи между этими 
показателями. В качестве модели агрессивного типа 
опухоли с высокой вероятностью метастазирования 
использовали образцы периферической крови боль-
ных РГ. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материал и характеристика групп
В исследование вошли 13 больных РГ, стадии 
T2-4N0-2M0 (T2-4N0M0 – четыре человека, T2-
4N1-2M0 – девять), с морфологически верифици-
рованным диагнозом, которые не получали проти-
воопухолевого лечения. Средний возраст больных 
составил 57 (52–63) лет. Сыворотку крови для имму-
ноферментного анализа получали по утвержденно-
му протоколу и хранили при -80°C. При проведении 
проточной цитофлуориметрии использовали образ-
цы свежесобранной крови. Все манипуляции про-
ведены при условии добровольного участия и кон-
фиденциальности в соответствии с Хельсинкской 
декларацией Всемирной медицинской ассоциации 
«Этические принципы проведения научных меди-
цинских исследований с участием человека» с по-
правками 2000 года. Исследование разрешено эти-
ческим комитетом НИИ онкологии ТНИМЦ. Все 
участники исследования подписали информирован-
ное согласие.

Методы исследования
Анализ цАСБ периферической крови проводили 
с помощью иммуноферментного метода на микро-
планшетном ридере Multiscan FC (Thermo Fisher 
Scientific, США) согласно инструкции к набо-
рам. Использовали наборы ELISA (Cloud-Clone 
Corp.): CAP1 (SEB349Hu), PFN1 (SEC233Hu), CFL1 
(SEB559Hu), FSCN1 (EB757Hu), EZR (SEB297Hu).

Экспрессию АСБ в лейкоцитах и ЦОК анали-
зировали методом проточной цитофлуориметрии 
на цитофлуориметре BD FACS Canto II (BD, США). 
Общий пул лейкоцитов и популяции ЦОК иден-
тифицировали, используя мечение клеток крови 
специфичными флуоресцентными маркерами CD45 
(AF700 (BD)) и EpCAM (PerCPCy5.5 (BD)) соответ-
ственно. Экспрессию АСБ в клеточных пулах оце-
нивали с использованием моноклональных антител 
мыши против эзрина (pY353) человека, конъюги-
рованных с AF488 (BD); поликлональных антител 
кролика против CFL1 человека, конъюгированных 
с АРС (Cloud-Clone Corp); поликлональных анти-
тел кролика против PFN1 человека, конъюгирован-
ных с АF647 (Cloud-Clone Corp); поликлональных 
антител кролика против FSCN1 человека, конъю-
гированных с РЕ (Biorbyt); неконъюгированных 
моноклональных антител кролика против САР1 че-
ловека (Abcam, Великобритания); козьих антител 
против антител кролика, конъюгированных с AF488 
(Abcam) в качестве вторых антител для САР1. 
Стратегия гейтирования включала этапы разделе-
ния клеток крови на CD45+ клетки (лейкоциты) 
и CD45- клетки. Из гейта CD45+ лейкоцитов выде-
ляли гейты САР1+, EZR+, PFN1+, CFL1+, FSCN1+ 
клеток и определяли их количество в процентах 
от общего пула лейкоцитов. Из гейта CD45- кле-
ток выделяли CD326 (EpCAM)+ клетки, принимая 
их за циркулирующие опухолевые клетки, из ЦОК 
CD326 (EpCAM)+ последовательно выделяли на-
званные выше популяции и оценивали их коли-
чество в пуле ЦОК. Результаты выражали как % 
CD45+ и EpCAM+ клеток, экспрессирующих ука-
занные АСБ. 

Статистический анализ
Данные обрабатывали с помощью программы IBM 
SPSS Statistics 22.0. Существование связи и ее 
силу оценивали с использованием коэффициента 
ранговой корреляции Спирмена (r). Результаты 
представлены в виде Ме (Q1; Q3), где Ме – ме-
диана, Q1 и Q3 – нижний и верхний квартили. 
Статистически значимыми считали различия 
при р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С помощью иммуноферментного анализа мы опре-
делили содержание цАСБ в  сыворотке крови 
больных РГ. Наибольшими были уровни FSCN1 
и EZR, медианы которых составили 1.8 (0.43–8.1) 
и 2.1 (1.69–2.56) нг/мл соответственно, наимень-
шими – САР1, затем PFN1 и CFL1, медианы ко-
торых составили 0.11 (0.08–1.15), 0.28 (0.23–0.38) 
и 0.78 (0.63–1.14) нг/мл соответственно. Разброс со-
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держания каждого из этих белков в сыворотке кро-
ви больных РГ представлен на рис. 1.

Далее определено содержание АСБ в пулах 
ЦОК (CD45-CD326+) и лейкоцитов (CD45+CD326-) 
в цельной крови больных РГ. На представленной 
выборке больных РГ показано, что медиана уров-
ня ЦОК CD45-CD326+ составила 0.006 (0.00–0.1) % 

от всех клеточных элементов крови (на 50000 кле-
ток крови). Выявлены различия в относительном 
содержании всех АСБ в популяциях ЦОК CD45-
CD326+ и CD45+ лейкоцитов (рис. 2, 3). 

Относительное количество CD45-CD326+ ЦОК 
и CD45+ лейкоцитов, экспрессирующих АСБ, у боль-
ных РГ представлено в таблице. У больных РГ ЦОК 

Рис. 1. Уровни 
циркулирующих 
актинсвязывающих 
белков в сыворот­
ке крови больных 
плоскоклеточным 
раком гортани. 
По оси ординат – 
образцы сыворот­
ки крови, взятые 
у больных РГ, 
по оси абсцисс – 
относительное ко­
личество актинсвя­
зывающих белков, 
в % от суммарного 
содержания цАСБ, 
принятого за 100%
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Рис. 2. Относительное количество лейкоцитов, экспрессирующих актинсвязывающие белки СD45+, у больных 
раком гортани. А – гейты CD45­ и СD45+ клеток периферической крови. Гистограммы содержания актинсвязы­
вающих белков в CD45+ клетках: Б – уровень СD45+ клеток, содержащих CFL1; В – уровень PFN1­содержащих 
CD45+ клеток; Г – уровень FSCN1­содержащих CD45+ клеток; Д – уровень САР1­экспрессирующих и Е – уро­
вень EZR­содержащих CD45+ клеток
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CD45-CD326+ в основном представлены субпопуля-
циями FSCN1+ и САР1+, медиана которых состави-
ла 91.8 (87.2–100) и 87.0 (61.5–100) % соответственно. 
Снижено содержание ЦОК CD45-CD326+, экспрес-
сирующих PFN1 и CFL1: 0.2 (0.0–0.5) и 0.3 (0.0–0.5) % 
соответственно. Популяция CD45+ лейкоцитов пред-
ставлена в основном CAP1+ и FSCN1+ клетками: 
45.3 (4.6–55.3) и 34.5 (31.3–72.1) % соответственно. 
Понижено содержание субпопуляции EZR+ CD45+ 
лейкоцитов, доля которой составила 0.3 (0.14–0.91) %. 
EZR экспрессировался в основном ЦОК – 51.5 
(39.3–85.4) %.

Анализ взаимосвязей уровня цАСБ и количества 
клеточных субпопуляций, экспрессирующих соот-
ветствующий белок, выявил связи средней силы. 
Так, уровень циркулирующего FSCN1 коррелировал 
с количеством FSCN+ и CFL1+ субпопуляциями 
СD45+ лейкоцитов (r = 0.7; p = 0.03). Также в кро-
вотоке больных РГ выявлены связи между изуча-
емыми пулами, экспрессирующими АСБ. Отмечена 
отрицательная связь между пулом CD45-CD326+ 
лейкоцитов, содержащих FSCN+, и CD45+ лейко-
цитами, содержащими FSCN+ (r= -0.7; p = 0.01) 

и CFL1+ (r = -0.7; p = 0.03). Обнаружена положи-
тельная связь между CAP1+ CD326+ и CAP1+ 
CD45+ (r = 0.7; p = 0.02). На уровне лейкоцитарного 
пула выявлена связь между EZR+ и CFL1+ CD45+ 
лейкоцитами.

Уровень актинсвязывающих белков (АСБ) в сыворотке 
крови, относительное количество CD45­CD326+ цир­
кулирующих опухолевых клеток и CD45+ лейкоцитов, 
экспрессирующих актинсвязывающие белки, у боль­
ных плоскоклеточным раком гортани

цАСБ Лейкоциты, 
CD45+, %

ЦОК,  
CD45-CD326+, %

Сыворотка 
крови, нг/мл

EZR 0.6 (0.3–1.0) 51.5 (39.3–85.4) 1.2 (0.9–1.7)

FSCN1 34.5 (31.3–72.1) 91.8 (87.2–100) 1.5 (0.8–2.2)

CFL1 12.0 (8.5–39.1) 0.3 (0.0–0.5) 0.5 (0.3–0.6)

CAP1 45.3 (4.6–55.3) 87.0 (61.5–100) 0.10 (0.06–0.14)

PFN1 5.7 (4.0–13.2) 0.2 (0.0–0.5) 0.2 (0.1–0.4)
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Рис. 3. Относительное количество содержащих актинсвязывающие белки опухолевых клеток (CD45­CD326+), 
циркулирующих в периферической крови больных раком гортани. А – гейт CD45­СD326+ клеток (ЦОК) пе­
риферической крови. Гистограммы содержания актинсвязывающих белков в ЦОК: Б – уровень ЦОК, содер­
жащих CFL1; В – уровень PFN1­содержащих ЦОК; Г – уровень FSCN1­содержащих ЦОК; Д – уровень САР1­
экспрессирующих и Е – уровень EZR­содержащих ЦОК
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В настоящей работе показано, что содержание 
белков FSCN1 и EZR в системном кровотоке боль-
ных РГ было выше, чем других цАСБ. Установлено, 
что лейкоциты и ЦОК в периферической крови раз-
личаются экспрессией АСБ. Выявлена связь меж-
ду сывороточным уровнем FSCN1 и количеством 
FSCN- и CFL1-содержащих СD45+ лейкоцитов. 
Отмечено, что в обеих клеточных популяциях была 
увеличена экспрессия САР1 и FSCN1. Однако от-
мечены выраженные различия в содержании этих 
белков в ЦОК и лейкоцитах. Если практически все 
ЦОК содержали САР1 и FSCN1, то доля CAP1+ 
и FSCN1+ лейкоцитов была ниже в 2 и 3 раза соот-
ветственно. В популяции CD45+ лейкоцитов прак-
тически отсутствовали клетки, содержащие EZR, 
в то время как доля EZR+ CD326+ составляла 51.5% 
от пула ЦОК. CFL1 и PFN1 содержались в лейко-
цитах, но практически отсутствовали в ЦОК. Таким 
образом, опухолевые клетки, циркулирующие в кро-
ви больных РГ, могут экспрессировать несколько 
АСБ – EZR, CAP1 и FSCN1.

Сопоставляя результаты проточной цитофлуо-
риметрии и иммуноферментного анализа, можно 
предположить, что присутствие EZR в циркуляции 
может быть связано с его наличием в ЦОК. Уровень 
циркулирующих в крови CFL1 и PFN1 поддержи-
вается, вероятно, экспрессией этих белков лейкоци-
тами. Сывороточный уровень FSCN1 и САР1 может 
быть связан как с ЦОК, так и с лейкоцитами. 

Участие АСБ в патогенезе опухолевых забо-
леваний изучено в основном, исходя из резуль-
татов определения их тканевого уровня [7, 9, 10]. 
В качестве прогностического маркера опухолей 

головы и шеи предложено использовать уров-
ни фасцина в тканях опухолей этой локализации 
[https://www.proteinatlas.org; 11]. Итак, опубликова-
ны результаты изучения АСБ в тканях новообразо-
ваний, в которых наиболее вероятным и основным 
источником этих белков являются опухолевые клет-
ки. Значение цАСБ при патологических состояниях, 
в том числе и при опухолях, изучено крайне мало. 
Например, показано, что внеклеточный гельзолин 
(pGSN) расщепляет актин, который может высво-
бождаться при повреждении клеток [12]. Вероятно, 
АСБ, изученные в представленной работе, также 
функционально активны в сыворотке крови, что мо-
жет стать предметом следующих исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе впервые получены данные 
о связи функционально различных АСБ, цирку-
лирующих в системном кровотоке, с популяциями 
ЦОК и иммунных клеток, экспрессирующих соот-
ветствующие белки при раке гортани. Выявленные 
связи и различия в содержании АСБ в ЦОК и лей-
коцитах могут быть связаны как со специфично-
стью опухоли этой локализации, так и/или отражать 
иммунный ответ организма на опухолевый рост 
в целом. Для окончательных выводов необходимо 
продолжение работы с увеличением количества 
больных РГ и включением дополнительных клини-
ко-морфологических параметров. 

Работа поддержана грантом 
РФФИ № 20-015-00151.
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ВВЕДЕНИЕ
Киназы ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 
1/2) играют ключевую роль в таких важнейших про-
цессах, как пролиферация, выживание и дифферен-
цировка клеток [1, 2]. При этом влияние активации 
ERK на эти процессы часто зависит от типа клеток, 
природы активирующего сигнала, его продолжитель-
ности и динамики активности ERK, что существенно 
затрудняет выявление конкретной роли ERK в кле-

точных процессах. Обычно активация ERK связана 
с сигналами выживания и пролиферации клеток [3]. 
Тем не менее, в зависимости от типа клеток ингиби-
рование ERK может как стимулировать гибель кле-
ток, так и препятствовать ей [4].

Появление различных репортерных систем, по-
зволяющих отслеживать активность ERK в живых 
клетках, стимулировало развитие исследований 
в этой области [5–9]. Тем не менее, пока не суще-

РЕФЕРАТ Киназы ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2) играют важную роль в таких про-
цессах, как пролиферация, выживание и дифференцировка клеток. Нарушение активности этих фер-
ментов может приводить к неконтролируемой пролиферации клеток, иммортализации и нарушению их 
дифференцировки, что считается одним из ключевых этапов злокачественного перерождения клеток. 
Нами изучена связь между активностью тирозинкиназ ERK в клетках нейробластомы SH-SY5Y, астро-
цитомы U-251 и рабдомиосаркомы TE-671 и такими основными чертами дифференцировки, как изме-
нение морфологии клеток и экспрессии генов, кодирующих маркеры дифференцировки и рецепторы 
факторов роста. Активность ERK определяли с использованием репортерной системы, позволяющей 
проводить прижизненные измерения активности ERK в отдельных клетках. Показано, что подавление 
активности ERK с помощью селективных ингибиторов, в отличие от часто используемого индуктора 
дифференцировки – ретиноевой кислоты, вызывает существенные изменения морфологии клеток TE-
671 и экспрессии генов-маркеров миогенной дифференцировки PROM1, MYOG и PAX7. Взаимосвязь 
между активностью ERK и морфологическими изменениями показана на уровне индивидуальных кле-
ток. При этом дифференцировка клеток SH-SY5Y, индуцированная ретиноевой кислотой, не зависела 
от ERK. Показано, что ингибирование ERK повышает чувствительность клеток TE-671 к действию 
ростовых факторов EGF, IGF-1 и NGF предположительно за счет снижения базальной активности ERK 
и ростового фактора BDNF посредством увеличения экспрессии рецептора TrkB.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА дифференцировка клеток, злокачественные опухоли, ингибиторы ERK, ростовые 
факторы, флуоресцентный репортер.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ATRA – all-trans retinoic acid (третиноин); ERK – extracellular signal-regulated 
kinases; NGF – nerve growth factor (фактор роста нервов); BDNF – brain-derived neurothropic factor (ней-
ротрофический фактор мозга); EGF – epidermal growth factor (эпидермальный фактор роста); IGF-1 – 
insulin-like growth factor (инсулиноподобный фактор роста 1); EGFR – epidermal growth factor receptor 
(рецептор эпидермального фактора роста); IGF1R – insulin-like growth factor receptor (рецептор инсули-
ноподобного фактора роста 1); TrkA – tropomyosin receptor kinase A (нейротрофная рецепторная тирозин-
киназа A); TrkB – tropomyosin receptor kinase B (нейротрофная рецепторная тирозинкиназа B); MYOG – 
myogenin (миогенин); FBS – fetal bovine serum (эмбриональная сыворотка крупного рогатого скота).
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ствует общепринятой модели, описывающей вли-
яние ERK на дифференцировку клеток. Известно, 
что ERK прямо блокирует активность таких факто-
ров транскрипции, связанных с плюрипотентностью, 
как NANOG, OCT4, KLF2 и KLF4 [10, 11]. Снижение 
активности ERK, например, с помощью ингибиторов 
MEK, стимулирует самообновление эмбриональных 
стволовых клеток посредством блокирования ERK-
зависимой дифференцировки [12]. При этом в ряде 
случаев ингибирование ERK стимулирует диффе-
ренцировку клеток, например, клеток нейроэктодер-
мы или мезенхимальных стволовых клеток костного 
мозга [13, 14]. В процессе дифференцировки клеток 
важную роль играют многие ростовые факторы, та-
кие, как FGF, NGF, PDGF, BDNF, EGF и IGF-1 [15, 
16]. На поздних стадиях дифференцировки часто 
требуются определенные факторы роста, опреде-
ляющие выживание дифференцированных клеток. 
При этом многие факторы роста действуют посред-
ством активации ERK. Таким образом, активация 
ERK может по-разному влиять на процесс диффе-
ренцировки в зависимости от стадии и типа клеток.

Активность ERK повышена в большинстве зло-
качественных опухолей, в частности, за счет акти-
вирующих мутаций в сигнальном каскаде MAPK. 
При этом активирующие мутации в генах RAS 
блокируют дифференцировку эпидермальных кле-
ток [17–19]. Изучение процессов дифференцировки 
злокачественных клеток необходимо для понимания 
процессов онкотрансформации клеток и разработки 
подходов к терапии опухолей. Так, подходы, осно-
ванные на стимуляции дифференцировки клеток 
с помощью ретиноевой кислоты, применяются в те-
рапии нейробластом [20] и некоторых типов лей-
козов [21]. Кроме того, ингибирование сигнального 
каскада RAS-MEK-ERK рассматривается как пер-
спективный подход к терапии рабдомиосарком, 
астроцитом и нейробластом [22–24].

При тестировании эффективности ингибиторов 
ERK на клетках различной природы мы замети-
ли морфологические изменения в некоторых ти-
пах клеток, схожие с изменениями, возникающими 
в процессе дифференцировки. В нашей работе с по-
мощью репортерной системы, которая позволяет 
прижизненно измерять активность ERK в индиви-
дуальных клетках, проведен количественный ана-
лиз взаимосвязи активности ERK и дифференци-
ровки злокачественных клеток различной природы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные культуры и препараты
Перевиваемые клетки рабдомиосаркомы TE-671, 
астроцитомы U-251, эмбриональные клетки почки 

HEK293T культивировали в среде DMEM (Gibco, 
США), а клетки нейробластомы SH-SY5Y – в сре-
де RPMI-1640 (Gibco), содержащей 10% эмбрио-
нальной сыворотки крупного рогатого скота (FBS), 
100 ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина, 
1 мМ пируват натрия, 2 мМ L-глутамин, при 370C 
и 5% CO2. Все клеточные линии подарены Heinrich-
Pette Institute – Leibniz Institute for Experimental 
Virology (Гамбург, Германия). В работе использова-
ли полностью транс-ретиноевую кислоту (R2625) 
и краситель ДНК Hoechst 33342 (14533) производ-
ства компании Sigma-Aldrich (США). Использовали 
ингибиторы ERK: SCH772984 (S7101), Ulixertinib 
(S7854) и VX-11e (S7709) производства компании 
Selleckchem (США). Все препараты были изначаль-
но разведены в ДМСО. Использовали также реком-
бинантные факторы роста человека: EGF (ab179628), 
IGF-1 (ab9573), NGF (ab179616) и BDNF (ab206642) 
производства компании Abcam (Великобритания).

Получение репортерных клеточных линий 
ERK-KTR
Лентивирусные частицы, направляющие экспрес-
сию гена, кодирующего репортерный белок ERK-
KTR, получены с помощью кальций-фосфатной 
трансфекции клеток HEK293T с использованием 
набора ProFection® Mammalian Transfection System 
(Promega, США, E1200). Использовали упаковыва-
ющие плазмиды третьего поколения pMDLg/pRRE, 
pRSV-Rev и плазмиду, кодирующую белок оболоч-
ки VSV-G. Лентивирусный вектор pLentiCMV Puro 
DEST ERKKTRClover получен из Addgene (#59150). 
Клетки TE-671, SH-SY5Y и U-251 после лентиви-
русной трансдукции отбирали на антибиотике пу-
ромицине (Sigma-Aldrich, P7255) до получения бо-
лее 80% клеток, позитивных по репортерному белку. 
После лентивирусной трансдукции проводили се-
лекцию клеток TE-671, SH-SY5Y и U-251 на средах, 
содержащих пуромицин (0.5–2 мкг/мл), что позволи-
ло получить популяцию клеток, более 80% которых 
содержали репортерный белок.

Программная обработка изображений клеток 
и расчет активности ERK и длины клеток
Микрофотографии клеток получали на автоматизи-
рованном флуоресцентном микроскопе Leica DMI8 
(Германия). Изображения обрабатывали с помощью 
программного обеспечения CellProfiler 4. Для опре-
деления сегментации ядер, окрашенных красителем 
Hoechst 33342, использовали алгоритм бинаризации 
полутоновых изображений методом Оцу. Границы 
цитоплазмы определяли по наличию сигнала флу-
оресцентного репортера ERK-KTR, используя поло-
жение ядер для определения границ клеток с помо-
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щью алгоритма бинаризации изображений Sauvola 
Thresholding. Для расчета длины цитоскелета и кле-
точных отростков сначала задавали тело клетки (об-
ласть радиусов в 3–5 пикселей вокруг ядра), после 
чего проводили бинаризацию цитоскелета по нали-
чию сигнала флуоресцентного репортера. Параметры 
бинаризации подбирали на всех этапах для каждо-
го типа клеток. Неправильно распознанные клетки, 
устранение выбросов и артефактов, последующую 
обработку данных проводили с помощью оригиналь-
ных алгоритмов в Python 3.8. Использованные про-
токолы для CellProfiler доступны по ссылке: https://
github.com/CancerCellBiology/ActaNaturae-2021.

Измерение экспрессии генов
Суммарную РНК выделяли методом хлороформ-
тризольной экстракции реагентом TRIzol (Thermo 
Scientific, США, 15596018) согласно протоколу 
производителя. Суммарную РНК (1 мкг) исполь-
зовали для получения кДНК с помощью набора 
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 
Scientific, K1622) согласно протоколу производителя. 
Экспрессию анализировали методом ПЦР в реаль-
ном времени с использованием набора qPCRmix-
HS SYBR («Евроген», Россия, PK147L) на приборе 
Bio-Rad CFX96 (США). Результаты обрабатывали 
с помощью программного обеспечения Bio-Rad CFX 
Manager 3.1 и GraphPad Prism 9.1. Список прайме-
ров приведен в таблице.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Создание клеточных линий, экспрессирующих 
репортер ERK-KTR
Роль ERK в дифференцировке клеток мы изучали 
на трех линиях злокачественных клеток различной 
природы, способных к дифференцировке in vitro: 
клетках нейробластомы SH-SY5Y, астроцитомы 
U-251 MG и рабдомиосаркомы TE-671. С помощью 
лентивирусной трансдукции клеток этих линий по-
лучены клетки, экспрессирующие репортер активно-
сти ERK – ERK-KTR (kinase translocation reporter) – 
химерный белок, состоящий из участка белка ELK1, 
с которым связываются киназы ERK1/2, сигналов 
ядерной локализации NLS (nuclear localization signal) 
и ядерного экспорта NES (nuclear extraction signal), 
а также зеленого флуоресцентного белка mClover 
[25]. Сигнал NLS в составе химерного белка акти-
вирован в отличие от NES, что обеспечивает пре-
имущественно ядерную локализацию репортерного 
белка. Активированные киназы ERK1/2 попадают 
в ядро клетки, где связываются с участком белка 
ELK1 и фосфорилируют участки NLS и NES. Это 
приводит к активации сигнала экспорта из ядра 

Праймеры, использованные в ПЦР в реальном времени

Праймер Нуклеотидная последовательность 5’→3’
GAPDH pr1 GAGCCCGCAGCCTCCCGCT
GAPDH pr2 GCGCCCAATACGACCAAATC
PROM1 pr1 CCTGGTCCAACAGGGCTATC
PROM1 pr2 TCGTGGTTTGGCGTTGTACT

RBFOX3 pr1 CAGACAGTGCCGCAGACAG
RBFOX3 pr2 TTCTCTGTAGGGTCGGAGGG
TUBB3 pr1 ATGAGCATGGCATCGACCC
TUBB3 pr2 AGGCACGTACTTGTGAGAAGA
MYOG pr1 TCAGCTCCCTCAACCAGGAG
MYOG pr2 CCGTGAGCAGATGATCCCC
PAX7 pr1 CACTGTGACCGAAGCACTGT
PAX7 pr2 TCCAGCCGGTTCCCTTTGT
EGFR pr1 AGGAGAGGAGAACTGCCAGAA
EGFR pr2 TCTCGGAATTTGCGGCAGAC
IGF1R pr1 CATCCGACGGGGGAATAACA
IGF1R pr2 GCTGCAAGTTCTGGTTGTCG

NTRK1 pr1 CCATCCCTGACACTAACAGCA
NTRK1 pr2 GCACAAGGAGCAGCGTAGAA
NTRK2 pr1 CTGAACCAAGCACGGTTTCC
NTRK2 pr2 CAGGGGCAGAAACTCCAGAA

и деактивации сигнала ядерной локализации, в ре-
зультате чего репортерный белок транспортируется 
из ядра в цитоплазму. В цитоплазме под действием 
клеточных фосфатаз репортерный белок дефосфори-
лируется и переходит обратно в ядро. В зависимости 
от уровня активности ERK устанавливается баланс 
в распределении репортерного белка в ядре и цито-
плазме. Присутствие флуоресцентного белка в со-
ставе репортера позволяет оценить активность ERK 
по соотношению интенсивности сигнала от флуорес-
центного белка в цитоплазме и ядре. Таким образом, 
репортер ERK-KTR позволяет прижизненно опре-
делять активность ERK в индивидуальных клетках 
с помощью флуоресцентного микроскопа.

Далее мы обработали клетки, экспрессирующие 
репортер ERK-KTR, ингибиторами ERK и полно-
стью транс-ретиноевой кислотой (ATRA), которая 
широко используется для индукции дифферен-
цировки клеток различных типов, а также в те-
рапии нейробластомы. Для первоначального теста 
мы выбрали три ингибитора ERK, которые показа-
ли свою эффективность в клинических испытани-
ях: SCH772984, Ulixertinib и VX-11e. Клетки обра-
батывали ингибиторами ERK (250 нМ) или ATRA 
(10 мкМ) в течение 72 ч, а затем делали фотографии 
на флуоресцентном микроскопе. Все ингибиторы 
существенно снизили активность ERK, что видно 
по изменению распределения флуоресцентного сиг-
нала в ядре и цитоплазме (рис. 1А). Мы также заме-
тили морфологические изменения клеток SH-SY5Y 
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под действием ATRA; TE-671 и U-251 – под дей-
ствием ингибиторов ERK. Наиболее выраженные 
изменения вызывал препарат SCH772984 (рис. 1А). 
Наблюдаемые морфологические изменения включа-
ли удлинение клеточных отростков и цитоскелета 
в целом, особенно в клетках TE-671. Эти изменения 
похожи на описанные ранее морфологические изме-
нения, характерные для дифференцировки клеток. 
Для численного анализа наблюдаемых изменений 
мы создали алгоритмы для программы CellProfiler 4, 
которые позволяют определить ядра клеток (пред-
варительно окрашенные красителем Hoechst 33342) 
и цитоплазму каждой клетки по флуоресценции 
белка mClover (рис. 1Б). На основании медианных 
интенсивностей mClover в ядре и цитоплазме рас-
считана активность ERK в отдельных клетках, а по 
форме цитоплазмы измерена длина цитоскелета 
клеток с учетом отростков. Такой алгоритм позво-
лил оценить изменения средней активности ERK 
и длины цитоскелета при каждом воздействии, 

а также сопоставить активность ERK и изменения 
длины цитоскелета в индивидуальных клетках.

Активность ERK связана с дифференцировкой 
клеток
Воздействие ретиноевой кислоты привело к сниже-
нию активности ERK в клетках всех трех линий: 
SH-SY5Y, U-251 и TE-671. Однако это снижение 
было менее выраженным по сравнению с действием 
ингибиторов ERK SCH772984, Ulixertinib и VX-11e 
(рис. 2А). При этом ретиноевая кислота вызвала уд-
линение отростков только у клеток нейробластомы 
SH-SY5Y. Индукция дифференцировки и, как след-
ствие, удлинение клеточных отростков – хорошо 
известное действие ретиноевой кислоты на клет-
ки нейробластомы. Ингибиторы ERK, в свою оче-
редь, не вызывали удлинения цитоскелета клеток 
SH-SY5Y (рис. 2Б). Интересно, что в клетках U-251 
и TE-671 мы наблюдали обратные эффекты. Так, 
ретиноевая кислота не влияла на длину клеток 

Рис. 1. Клетки 
SH­SY5Y, U­251 
и TE­671, экспрес­
сирущие репортер 
ERK­KTR. А – фото­
графии клеток SH­
SY5Y, U­251 и TE­671 
через 72 ч после 
добавления 10 мкМ 
транс­ретиноевой 
кислоты (ATRA) 
или 250 нМ ингиби­
тора ERK SCH772984 
(SCH). Б – обработка 
фотографий клеток 
с помощью про­
граммного обеспе­
чения CellProfiler 4. 
Фотографии при­
ведены в градиенте 
серого. Зеленым 
выделены границы 
цитоплазмы клеток, 
синим – ядра клеток, 
определенные с по­
мощью окрашивания 
красителем ДНК 
Hoechst 33342

ДМСО ATRA 10 мкМ SCH 250 нМ

SH­SY5Y

U­251 

TE­671 

SH­SY5Y U­251  TE­671 

А

Б
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TE-671 и даже уменьшала длину U-251. При этом 
ингибиторы ERK, особенно SCH772984, существен-
но увеличивали длину клеток TE-671 и U-251, 
в том числе за счет удлинения клеточных отрост-
ков (рис. 2Б). Стоит также отметить, что препарат 
SCH772984 оказался наиболее сильным ингибитором 
ERK (рис. 2А), и именно он наиболее сильно влиял 
на длину клеток U-251 и TE-671. 

Чтобы проверить, связаны ли наблюдаемые мор-
фологические изменения с дифференцировкой 
клеток, мы измерили экспрессию мРНК генов, ко-
дирующих маркеры дифференцировки (рис. 2В). 
Мы измерили экспрессию гена PROM1, который 
кодирует белок CD133, во всех клетках. Экспрессия 
этого гена характерна для недифференцированных 
клеток, в том числе для злокачественных стволовых 
клеток нейробластомы, глиобластомы и недифферен-
цированных клеток рабдомиосаркомы. Также мы вы-
брали гены, экспрессия которых может меняться 
при дифференцировке нейральных клеток: RBFOX3, 
который кодирует белок NeuN [26, 27], а также 
ген β3-тубулина TUBB3 [27]. Поскольку известно, 
что клетки рабдомиосаркомы TE-671 могут диффе-
ренцироваться в мышечные клетки, то для анали-
за дифференцировки этих клеток мы выбрали ген 
миогенина MYOG и транскрипционного фактора 
PAX7 [28]. Миогенин – это один из основных мар-
керов дифференцировки мышечных клеток, а фак-
тор PAX7 является важным регулятором ранней 
дифференцировки таких клеток. Нами обнаружен 
существенный рост экспрессии генов MYOG и PAX7, 
а также снижение экспрессии PROM1 в клетках 
TE-671 после воздействия SCH772984. Ретиноевая 
кислота не вызвала заметных изменений в экспрес-
сии данных генов. Отмечено также небольшое сни-
жение экспрессии PROM1 в клетках U-251, обрабо-
танных SCH772984, и снижение экспрессии TUBB3 
после воздействия ретиноевой кислоты. В клетках 
SH-SY5Y не обнаружено существенных изменений 
экспрессии генов. Интересно, что клетки TE-671, 
длина которых под действием SCH772984 увели-
чилась наиболее сильно, имели низкую активность 
ERK (рис. 2Г). Эти данные указывают на существо-
вание связи между активностью тирозинкиназы 
ERK и дифференцировкой клеток TE-671 на уровне 
как всей популяции, так и индивидуальных клеток.

Ингибирование ERK меняет экспрессию 
рецепторов ростовых факторов
Как ингибитор ERK SCH772984 и ретиноевая кислота 
влияют на чувствительность клеток к ростовым фак-
торам? Чтобы понять это, мы обработали клетки пре-
паратами в течение 72 ч, а затем отмыли от культу-
ральной среды, содержащей препараты, и добавили 

к клеткам среду без сыворотки, поскольку содержа-
щиеся в сыворотке ростовые факторы могут сильно 
влиять на активность ERK. Через 12 ч после смены 
среды к клеткам добавляли ростовые факторы в кон-
центрации 100 нг/мл. Мы выбрали факторы роста, 
которые могут активировать ERK в клетках различ-
ной природы, участвуют в нейральной или миоген-
ной дифференцировке и могут стимулировать вы-
живание клеток: эпидермальный фактор роста (EGF) 
[29], инсулиноподобный фактор роста 1 (IGF-1) [30], 
фактор роста нервов (NGF) [15, 31] и нейротрофиче-
ский фактор мозга BDNF [15]. Все ростовые факторы 
значительно активировали ERK в клетках нейробла-
стомы SH-SY5Y, в том числе после индукции диф-
ференцировки клеток ретиноевой кислотой и обра-
ботки клеток ингибитором ERK SCH772984 (рис. 3А). 
Ростовые факторы также активировали ERK в кон-
трольных клетках астроцитомы U-251 (обработанных 
только ДМСО) и клетках, обработанных SCH772984 
(рис. 3А). Однако обработка клеток U-251 ретиноевой 
кислотой привела к менее выраженному эффекту 
EGF, IGF-1 и BDNF. Интересно, что мы не обнаружи-
ли статистически значимого влияния ростовых фак-
торов на контрольные клетки TE-671 и клетки, об-
работанные ретиноевой кислотой. Дифференцировка 
клеток TE-671, вызванная SCH772984, сделала клет-
ки чувствительными ко всем факторам роста. Важно 
отметить, что недифференцированные клетки TE-
671 в среде без сыворотки имели высокую актив-
ность ERK, сравнимую с активностью в присутствии 
сыворотки, тогда как после обработки ингибитором 
ERK в течение 72 ч базальная активность ERK была 
значительно ниже. Возможно, что изначально высо-
кая базальная активность ERK в TE-671 не позволя-
ет выявлять значимые изменения активности ERK 
под действием ростовых факторов. Тем не менее, 
даже после продолжительного воздействия инги-
битора ERK SCH772984 все клетки либо сохранили, 
либо приобрели способность реагировать на действие 
факторов роста (рис. 3А).

Поскольку действие факторов роста может зави-
сеть как от базальной активности ERK, так и от из-
менения представленности рецепторов факторов 
роста в ходе дифференцировки, мы измерили из-
менение экспрессии мРНК рецепторов. С этой це-
лью выбрали гены NTRK1 и NTRK2, кодирующие 
основные рецепторы использованных факторов 
роста NGF и BDNF (TrkA и TrkB); IGF1R, коди-
рующий рецептор IGF-1; и EGFR, кодирующий 
рецептор EGF. Экспрессия гена NTRK2 – одного 
из основных маркеров дифференцировки клеток 
нейробластомы, существенно увеличилась в клет-
ках SH-SY5Y под действием ретиноевой кисло-
ты (рис. 3Б). Аналогичные изменения экспрессии 
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Рис. 2. Изменения активности ERK и длины клеток под действием ретиноевой кислоты и ингибиторов ERK.  
А – распределения активности (скрипичные диаграммы) ERK в клетках SH­SY5Y, U­251 и TE­671 через 72 ч после 
добавления 10 мкМ транс­ретиноевой кислоты (ATRA) или 250 нМ ингибиторов ERK SCH772984 (SCH), Ulixertinib 
(Ulix) и VX­11e. В качестве контроля к клеткам добавляли ДМСО, поскольку все препараты разведены в ДМСО. 
Каждое измерение проводили для фотографий шести полей, выбранных случайным образом (медианные зна­
чения для каждого поля отмечены точками). На графиках приведены значения отношения интенсивности сигнала 
репортерного белка в цитоплазме к сигналу в ядре. Б – распределения длины клеток (скрипичные диаграммы) 
в пикселях через 72 ч после добавления препаратов. Скрипичные диаграммы построены по результатам из­
мерения активности ERK и длины не менее чем 300 уникальных клеток. Точками указаны медианные значения 
для каждого из шести проанализированных независимых полей, выбранных случайным образом. На скрипич­
ных диаграммах отмечены стандартные отклонения (SD), статистическую значимость определяли непараме­
трическим тестом по U­критерию Манна–Уитни. В – результаты измерения экспрессии генов PROM1 (CD133), 
RBFOX3 (NeuN), TUBB3 (β3­тубулин), MYOG (миогенин) и PAX7 с помощью ПЦР в реальном времени, через 
72 ч после добавления препаратов. Данные ПЦР нормированы на экспрессию гена GAPDH в каждой пробе, 
результаты представлены как логарифм изменения экспрессии гена относительно контроля (клетки, обрабо­
танные ДМСО). Опыты по измерению экспрессии генов выполнены в трех повторах. На графиках показаны 
средние значения изменения экспрессии и 95% доверительный интервал. Статистическую значимость опреде­
ляли методом t-критерия Стьюдента. Г – распределение активности ERK и длины индивидуальных клеток линии 
TE­671 через 72 ч после добавления препаратов. Активность ERK выражена в единицах отношения интенсивности 
сигнала репортерного белка в цитоплазме к сигналу в ядре. Длина указана в количестве пикселей, которые за­
нимает клетка на фотографии.*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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NTRK2 мы обнаружили в клетках TE-671, обра-
ботанных SCH772984. Ретиноевая кислота вызва-
ла небольшой рост экспрессии NTRK1 в клетках 
TE-671 и SH-SY5Y. При этом в клетках U-251 экс-
прессия NTRK1 существенно снизилась после об-

работки ретиноевой кислотой, а экспрессия NTRK2 
снизилась под воздействием и ретиноевой кислоты, 
и SCH772984 (рис. 3Б). Не обнаружено значитель-
ных изменений экспрессии EGFR и IGF1R. Эти дан-
ные указывают на то, что повышенная чувствитель-
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ность клеток TE-671 к ростовым факторам может 
быть связана как со снижением базального уровня 
активности ERK, так и с ростом экспрессии рецеп-
торов, например, в случае TrkA и TrkB.

ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе мы изучили влияние ретиноевой 
кислоты на активность ERK, а также влияние ин-
гибирования ERK на процессы дифференцировки 
злокачественных клеток трех типов. Нами обнару-
жена прямая связь между снижением активности 
тирозинкиназы ERK в клетках астроцитомы U-251 

и рабдомиосаркомы TE-671 и морфологически-
ми изменениями этих клеток, ассоциированными 
с дифференцировкой. Воздействие ингибитора ERK 
SCH772984 в течение 72 ч на клетки TE-671 при-
вело к значительному увеличению экспрессии гена 
миогенина MYOG. Повышенная экспрессия миоге-
нина считается основным маркером дифференци-
ровки скелетных мышц [32]. Обнаружено снижение 
экспрессии гена PROM1, характерного для зло-
качественных стволовых клеток. Совокупность 
изменений в экспрессии генов PROM1 и MYOG 
и значительные морфологические изменения кле-

Рис. 3. Влияние ингибирования ERK и ретиноевой кислоты на действие факторов роста. А – распределения актив­
ности (скрипичные диаграммы) ERK через 30 мин после добавления факторов роста EGF, IGF­1, NGF и BDNF 
(100 нг/мл каждый) к клеткам SH­SY5Y, U­251 и TE­671, предварительно обработанным 10 мкМ ретиноевой 
кислоты (ATRA) или 250 нМ ингибитора ERK SCH772984 (SCH) в течение 72 ч. Обработку клеток ДМСО использо­
вали в качестве контроля. NTC (non­treated control) – клетки, к которым добавляли культуральную среду без ро­
стовых факторов. Точками указаны медианные значения для каждого из шести проанализированных независи­
мых полей, выбранных случайным образом. На скрипичных диаграммах отмечены стандартные отклонения (SD), 
статистическую значимость определяли непараметрическим тестом по U­критерию Манна–Уитни. Б – результа­
ты измерения экспрессии генов EGFR, IGF1R, NTRK1 (TrkA) и NTRK2 (TrkB) с помощью ПЦР в реальном времени 
через 72 ч после добавления препаратов. Данные ПЦР нормированы на экспрессию гена GAPDH в каждой про­
бе, результаты представлены как логарифм изменения экспрессии гена относительно контроля (клетки, обрабо­
танные ДМСО). Опыты по измерению экспрессии генов выполнены в трех повторах. Показаны средние значения 
изменения экспрессии и 95% доверительный интервал. Статистическую значимость определяли с использовани­
ем t-критерия Стьюдента. * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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ток TE-671, обусловленные действием SCH772984, 
указывают на индукцию миогенной дифференци-
ровки. Полученные нами результаты согласуются 
с опубликованными данными, согласно которым 
ингибиторы MEK инициируют дифференцировку 
клеток рабдомиосаркомы [22]. При этом ингибиро-
вание MEK в течение 72 ч приводит к снижению 
экспрессии гена PAX7 [28], тогда как при прямом 
ингибировании ERK наблюдали существенный 
рост экспрессии PAX7. Считается, что PAX7 не-
обходим для инициации миогенной дифференци-
ровки и уровень его экспрессии повышен в ранних 
клетках-предшественниках скелетных мышц [33]. 
На поздних стадиях дифференцировки экспрессия 
PAX7 обычно снижается, однако нет однозначных 
данных о влиянии изменения экспрессии PAX7 
на дифференцировку клеток при подавлении ERK. 
Наблюдаемые различия в экспрессии PAX7 связаны, 
возможно, с различиями в эффектах ингибирования 
MEK и ERK. Мы не обнаружили существенных из-
менений в экспрессии маркеров нейральной диффе-
ренцировки NeuN и β3-тубулина на уровне мРНК 
в клетках SH-SY5Y и U-251, обработанных рети-
ноевой кислотой или ингибитором ERK SCH772984. 
Однако в клетках SH-SY5Y ретиноевая кислота вы-
зывала значительное увеличение экспрессии рецеп-
тора TrkB – основного маркера дифференцировки 
этих клеток. Интересно, что дифференцировка кле-
ток TE-671, вызванная ингибированием ERK, приво-
дила к повышению экспрессии TrkB. Это указыва-
ет на возможное сходство в регуляции экспрессии 
TrkB в этих типах клеток при дифференцировке. 
В случае клеток астроцитомы U-251 требуется 
подбор маркеров дифференцировки, подходящих 
для проведения ПЦР-анализа.

С помощью репортерной системы ERK-KTR 
мы показали, что длина клеток TE-671 зависит 
от уровня снижения активности ERK как во всей 
популяции, так и в каждой отдельной клетке. Это 
указывает на существование прямой взаимосвязи 
между активностью ERK и дифференцировкой кле-
ток. Аналогичные результаты получены для клеток 
астроцитомы U-251. Дифференцировка клеток ней-
робластомы SH-SY5Y с помощью ретиноевой кис-
лоты также привела к снижению активности ERK. 
Однако прямое ингибирование ERK в клетках SH-
SY5Y не приводит к инициации дифференцировки, 
что указывает на вторичную роль снижения ак-
тивности ERK под действием ретиноевой кислоты. 
Некоторые исследования показывают, что активация 
ERK в нейральных стволовых клетках или ранних 
предшественниках инициирует дифференцировку 
в нейроны и подавляет дифференцировку в глиаль-
ные клетки [34, 35]. Следует отметить, что в астроци-

томах [36] и рабдомиосаркомах [37, 38] часто встреча-
ются мутации непосредственно в сигнальном каскаде 
MAPK, приводящие к гиперактивации ERK, тогда 
как в нейробластомах такие мутации находят отно-
сительно редко. Клетки TE-671 содержат мутацию 
в гене NRAS(Q61H) [39, 40], которая приводит к ги-
перактивации ERK, а клетки U-251 – делецию гена 
NF1 [41], который кодирует белок нейрофибромин – 
негативный регулятор активности белков RAS и все-
го сигнального каскада RAS-MEK-ERK [42]. Мутация 
в рецепторной тирозинкиназе ALK(F1174L) тоже 
приводит к активации ERK в клетках SH-SY5Y, од-
нако не регулирует непосредственно сигнальный ка-
скад RAS-MEK-ERK. Возможно, что именно мутации 
в каскаде RAS-MEK-ERK обуславливают инициацию 
дифференцировки клеток TE-671 и U-251 в резуль-
тате ингибирования ERK [40]. 

У нашего исследования имеется несколько огра-
ничений. Хотя мы видим возникновение морфо-
логических изменений и изменений в экспрессии 
генов под действием ингибиторов ERK, но не мо-
жем сказать, до какой именно стадии происходит 
дифференцировка клеток. Кроме того, неизвест-
но, возможна ли дифференцировка клеток TE-671 
в полноценные мышечные клетки при ингибирова-
нии ERK. Тем не менее, ингибирование ERK может 
быть, как минимум, инициирующим событием, кото-
рое не препятствует действию ростовых факторов. 
Также нельзя однозначно утверждать, что наблюда-
емые изменения морфологии клеток U-251 являют-
ся именно дифференцировкой. Поэтому необходимо 
проведение дополнительных опытов, в том числе 
поиск надежных маркеров дифференцировки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В нашей работе показана связь морфологических 
изменений, ассоциированных с дифференцировкой 
клеток TE-671, U-251 и SH-SY5Y, и активностью ки-
наз ERK, в том числе на уровне отдельных клеток. 
Нами показано, что ингибирование ERK в клетках 
рабдомиосаркомы TE-671 инициирует их миоген-
ную дифференцировку. Дифференцировка делает 
клетки TE-671 более чувствительными к действию 
ростовых факторов потенциально за счет сниже-
ния базальной активности ERK и увеличения экс-
прессии рецептора TrkB. Полученные данные могут 
использоваться для разработки новых протоколов 
дифференцировки клеток, в том числе для фунда-
ментальных исследований и разработки новых под-
ходов к терапии злокачественных заболеваний. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда  

(проект № 19-74-00120).
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РЕФЕРАТ Пандемия, вызванная новым бетакоронавирусом SARS-CoV-2, унесла уже почти 5 млн жиз-
ней. Несмотря на разработку и широкое применение вакцин против COVID-19, это заболевание оста-
ется главной проблемой мирового здравоохранения. В рамках перепрофилирования существующих 
лекарственных средств ведутся интенсивные исследования препаратов, созданных для терапии других 
вирусных, бактериальных и паразитарных инфекций, аутоиммунных, онкологических и других за-
болеваний с целью создания эффективного терапевтического средства. В данной работе в результате 
фенотипического скрининга библиотек модифицированных гетероциклических оснований и 5’-норкар-
боциклических аналогов нуклеозидов, синтезированных нами ранее, выявлены два соединения-лидера, 
способные ингибировать размножение вируса SARS-CoV-2 со значениями EC50 в диапазоне 20–70 мкМ. 
Структуры этих соединений могут быть использованы для дальнейшей оптимизации с целью создания 
противовирусного препарата.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА SARS-CoV-2, противовирусные препараты, нуклеозиды, аналоги нуклеозидов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ EC50 – 50% эффективная концентрация, т.е. концентрация соединения, подавля-
ющая репродукцию вируса в 50% тест-объектов; NHC – N-гидроксицитидин; ВИЧ – вирус иммуноде-
фицита человека; ДМСО – диметилсульфоксид; ТЦД50 – 50% тканевая цитотоксическая доза, т.е. доза 
вируса, вызывающая появление признаков цитопатического действия в 50% тест-объектов.
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ВВЕДЕНИЕ
Coronaviridae – семейство вирусов, включающее 
два подсемейства: Orthocoronavirinae и Letovirinae. 
Опасные для здоровья человека патогены относятся 
к подсемейству Orthocoronavirinae. В 60-х годах XX 
века впервые были идентифицированы коронавиру-
сы человека (HCoV) – HCoV-OC43 (OC43) и HCoV-
229Е (229Е) [1]. Позднее обнаружили и другие коро-
навирусы человека: HCoV-NL63 (NL63) в 2004 году 
и HCoV-HKU1 (HKU1) в 2005 году [1]. Эти четыре ви-
руса обычно вызывают острые заболевания верхних, 
реже нижних дыхательных путей, но тяжелые слу-

чаи коронавирусной инфекции регистрировали редко 
и связывали, как правило, с сопутствующей патоло-
гией и/или иммунологическим старением. Два более 
опасных коронавируса человека – SARS-CoV (2003 г.) 
и MERS-CoV (2012 г.) вызывают атипичные пораже-
ния верхних и нижних дыхательных путей, которые 
особенно тяжело протекают у людей старше 65 лет 
и пациентов с сопутствующими заболеваниями [1].

Седьмым в группе коронавирусов человека стал 
SARS-CoV-2, идентифицированный в декабре 2019 
года в городе Ухань (Китай). Инфекция, вызываемая 
этим вирусом, получила название COVID-19 и бы-
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стро распространилась по всему миру. Всемирная 
организация здравоохранения объявила 11 марта 
2020 года о пандемии COVID-19 [2]. Объединенные 
усилия ученых всего мира, позволившие быстро вы-
явить этиологический агент, получить информацию 
о структуре и жизненном цикле вируса, а также 
опыт разработки вакцин против «атипичной пнев-
монии», вызванной SARS-CoV, привели к появлению 
вакцин, некоторые из которых успешно прошли до-
клинические и клинические испытания и использу-
ются для массовой вакцинации [2]. 

Тем не  менее, на  27 октября 2021 диагноз 
COVID-19 подтвержден более чем у 274 млн паци-
ентов в мире, из которых 4.96 млн умерли [2]. К на-
стоящему моменту не существует общепринятых 
эффективных методов терапии COVID-19, в связи 
с чем создание специфических препаратов для ле-
чения этого заболевания остается весьма актуаль-
ной задачей. Разрабатывают препараты на основе 
антител, ингибиторов вирусных ферментов (РНК-
зависимой РНК-полимеразы, протеаз и др.), инги-
биторов проникновения вируса в клетку и др. [3]. 
В рамках перепрофилирования существующих ле-
карственных средств во всем мире ведутся интен-
сивные исследования препаратов, созданных для те-
рапии других вирусных (грипп, ВИЧ-инфекция, 
гепатит С, лихорадка Эбола и др.), бактериальных 
и паразитарных инфекций, аутоиммунных, онколо-
гических и других заболеваний [3].

В контексте данной стратегии мы провели скри-
нинг библиотеки аналогов гетероциклических ос-
нований и нуклеозидов, полученных нами ранее 
и показавших противовирусную [4–8], антибакте-
риальную [7, 9–11], противопаразитарную [12, 13] 
или антипролиферативную активность [14, 15]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Стоковые растворы тестируемых соединений в кон-
центрации 5 мкМ готовили в 100% ДМСО. Для оцен-
ки противовирусной активности использовали 
штамм ПИК35 вируса SARS-CoV-2 (GISAID ID 
EPI_ISL_428851) [16]. Вирус прошел пять пассажей 

в клетках Vero и хранился в виде суспензии инфи-
цированных клеток при температуре -70°С. Линия 
клеток почки зеленой мартышки Vero получена 
из Biologicals, ВОЗ, Швейцария (RCB 10-87). Клетки 
вели на культуральной среде ДМЕМ («ФНЦИРИП 
им. М.П. Чумакова РАН», Россия) с фетальной сы-
вороткой крупного рогатого скота (Gibco, США, 5%), 
стрептомицином (0.1 мг/мл) и пенициллином (100 
ед./мл) («ПанЭко», Россия).

Методика фенотипического скрининга апробиро-
вана ранее [16]. Готовили восемь двукратных раз-
ведений стоковых растворов соединений в среде 
ДМЕМ. Далее разведения соединений смешивали 
с равными объемами вирусной суспензии, содер-
жащей 50–200 ТЦД50 на лунку, инкубировали в те-
чение 1 ч при 37°C, далее смеси вирус-соединение 
добавляли к конфлюентным монослоям клеток Vero 
в двух повторностях. После 5-дневной инкубации 
при 37°C цитопатический эффект (ЦПЭ) оцени-
вали микроскопически. Значения ЕС50 рассчиты-
вали по методу Кербера как описано ранее [16]. 
Эксперимент повторяли не менее 2 раз для каждого 
соединения. В качестве положительного контроля 
использовали N-гидроксицитидин (NHC), в качестве 
отрицательного – ДМСО. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проведен фенотипический скрининг библиотеки 
аналогов гетероциклических оснований (рис. 1) и ну-
клеозидов (рис. 2), синтезированных нами ранее, 
на активность против SARS-CoV-2. Первая группа 
аналогов гетероциклических оснований представляет 
собой 5-ариламинопроизводные урацила и 6-азаура-
цила (рис. 1), проявившие себя как ненуклеозидные 
ингибиторы ВИЧ и ингибиторы роста Mycobacterium 
tuberculosis [7, 11]. Вторая группа представляет собой 
новые флексимерные аналоги аза/дезазапуриновых 
оснований (рис. 1) [17]. Известно, что аза/дезазапури-
ны, как и соответствующие нуклеозиды, проявляют 
широкий спектр противопаразитарных, противоопу-
холевых и противовирусных свойств [18]. С другой 
стороны, флексимерные основания обладают высокой 

1–5 6–7 8–9 10 11 12

R = 3­Me (1),  
4­Me (2), 4­Bu (3), 
4­OBu (4), 4­OPh (5)

R = NHPh (6), 
NHBn (7)

R = H (8), 
4­Bu (9)

5­Ариламинопроизводные урацила и 6­азаурацила

Флексимерные аналоги 8­аза­7­деазааденина, 
8­аза­1,7­дидеазааденина и  
8­аза­3,7­дидеазааденина

Рис. 1. Аналоги гетероциклических оснований
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Рис. 2. 5’­Норкарбоциклические аналоги нуклеозидов

подвижностью (гибкостью) структуры, которая соз-
дается за счет размыкания пуринового кольца на от-
дельные гетероциклические фрагменты. Свободное 
вращение вокруг С–С-связи позволяет подобным 
соединениям наилучшим образом подстраивать-
ся к пространственной структуре активного центра 
фермента-мишени, что в ряде случаев позволяет об-
ходить возникающие в последнем точечные мутации, 
тем самым обеспечивая механизм преодоления ле-
карственной устойчивости [17]. 

Другая группа соединений включает 5’-норкарбо-
циклические аналоги пуриновых и пиримидиновых 

нуклеозидов (рис. 2). Структурная особенность этих 
аналогов нуклеозидов – отсутствие 5’-метиленовой 
группы и, как следствие, невозможность превра-
щаться в фосфорилированные формы под действи-
ем клеточных ферментов и проявлять биологиче-
скую активность по традиционным для обычных 
модифицированных нуклеозидов механизмам. 
Однако представители соединений данного класса 
способны выступать в качестве ненуклеозидных ин-
гибиторов обратной транскриптазы (ННИОТ) ВИЧ, 
а кроме того, обладают антибактериальной и проти-
воопухолевой активностью [4–7, 9–11, 15].
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Противовирусную активность определяли по спо-
собности исследуемых соединений ингибировать 
гибель клеток Vero, индуцированную заражени-
ем штаммом ПИК35 вируса SARS-CoV-2. В ка-
честве положительного контроля использовали 
N-гидроксицитидин (NHC), известный ингибитор 
репродукции SARS-CoV-2, активность которого 
в данной серии экспериментов соответствовала ра-
нее полученным данным [16]. Всего протестировано 
53 соединения, большинство из которых не проявили 
активности в концентрации до 100 мкМ. Только два 
соединения, (1-(4’-гидрокси-2’-циклопентен-1-ил)-6-
(4-третбутилфенил)-3H-пирроло[2,3-d]-пиримидин-
2-он 23 и 1-(4’-гидрокси-2’-циклопентен-1-ил)-6-(4-
пентилфенил)-3H-пирроло[2,3-d]-пиримидин-2-он) 24, 
показали дозозависимую способность ингибировать 
размножение SARS-CoV-2 со значениями EC50 = 53 
и 21 мкМ соответственно (таблица). При этом на-
блюдалась довольно выраженная цитотоксичность, 
что соответствует ранее полученным данным [14]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе методами фенотипического скри-
нинга выявлены два аналога нуклеозидов, 5’-нор-

карбоциклические производные бициклических 
фурано[2,3-d]пиримидинов 23 и 24, способных инги-
бировать репродукцию вируса SARS-CoV-2 in vitro. 
Структуры этих соединений могут быть использо-
ваны для дальнейшей оптимизации с целью созда-
ния противовирусного препарата. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 20-04-60414. Синтез флексимерных аналогов 
гетероциклических оснований был осуществлен 

при поддержке РНФ № 19-74-10048.

Константы противовирусной активности и цитотоксич­
ности активных соединений

Соединение ЕС
50

, мкМ  
(M ± SEM)

СС
50

, мкМ  
(M ± SEM)

Индекс  
селективности 

(SI)

23 53 ± 18 75 ± 25 1.42

24 21 ± 6 53 ± 18 2.52

NHC 5.3 ± 0.9 >100 > 19

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Shi Z., Brugere-Picoux J. // Bull. Acad. Natl. Med. 2021. 
V. 205. P. 732–736.

2. https://covid19.who.int/.
3. https://covid-nma.com/living_data/index.php.
4. Matyugina E.S., Valuev-Elliston V.T., Babkov D.A., Novikov 
M.S., Ivanov A.V., Kochetkov S.N., Balzarini J., Seley-Radtke 
K.L., Khandazhinskaya A.L. // Medchemcomm. 2013. V. 4. 
P. 741–748.

5.Matyugina E.S., Valuev-Elliston V.T., Geisman A.N., 
Novikov M.S., Chizhov A.O., Kochetkov S.N., Seley-Radtke 
K.L., Khandazhinskaya A.L. // Medchemcomm. 2013. V. 4. 
P. 1443–1451.

6. Matyugina E., Valyev-Elliston V.T., Novikov M.S., 
Alexandrova L.A., Chernoysova L.N., Kochetkov S.N., 
Khandazhinskaya A.L. // FEBS J. 2013. V. 280. P. 358–359.

7. Matyugina E.S., Novikov M.S., Babkov D.A., Valuev-Elliston 
V.T., Vanpouille C., Zicari S., Corona A., Tramontano E., 
Margolis L.B., Khandazhinskaya A.L., Kochetkov S.N. // Acta 
Naturae. 2015. V. 7. P. 113–115.

8. Matyugina E.S., Seley-Radtke K.L., Andronova V.L., 
Galegov G.A., Kochetkov S.N., Khandazhinskaya A.L. // 
Russ. J. Bioorg Chem. 2010. V. 36. P. 730–733.

9. Matyugina E., Khandazhinskaya A., Chernousova L., 
Andreevskaya S., Smirnova T., Chizhov A., Karpenko I., 
Kochetkov S., Alexandrova L. // Bioorgan. Med. Chem. 2012. 
V. 20. P. 6680–6686.

10. Matyugina E.S., Andreevskaya S.N., Smirnova T.G., 
Khandazhinskaya A.L. // Acta Naturae. 2012. V. 4. P. 73–77.

11. Matyugina E., Novikov M., Babkov D., Ozerov A., 

Chernousova L., Andreevskaya S., Smirnova T., Karpenko I., 
Chizhov A., Murthu P., et al. / / Chem. Biol. Drug Des. 2015. 
V. 86. P. 1387–1396.

12. Alzahrani K.J., Matyugina E.S., Khandazhinskaya A.L., 
Kochetkov S.N., Seley-Radtke K.L., de Koning H.P. // Bioorg. 
Med. Chem. Lett. 2017. V. 27. P. 3081–3086.

13. Khandazhinskaya A.L., Matyugina E.S., Solyev P.N., 
Wilkinson M., Buckheit K.W., Buckheit R.W., Chernousova 
L.N., Smirnova T.G., Andreevskaya S.N., Alzahrani K.J., 
Natto M.J., Kochetkov S.N., de Koning H.P., Seley-Radtke 
K.L. // Molecules. 2019. V. 24. P. 19E3433.

14. Klimenko A.A., Matyugina E.S., Logashenko E.B., Solyev 
P.N., Zenkova M.A., Kochetkov S.N., Khandazhinskaya A.L. 
// Molecules. 2018. V. 23. P. 2654.

15. Matyugina E.S., Logashenko E.B., Zenkova M.A., 
Kochetkov S.N., Khandazhinskaya A.L. // Heterocycl. 
Commun. 2015. V. 21. P. 259–262.

16. Kozlovskaya L.I., Volok V.P., Shtro A.A., Nikolaeva Y.V., 
Chistov A.A., Matyugina E.S., Belyaev E.S., Jegorov A.V., 
Snoeck R., Korshun V.A., et al. // Eur. J. Med. Chem. 2021. 
V. 220. P. 113467.

17. Khandazhinskaya А., Eletskaya B., Fateev I., Kharitonova 
M., Konstantinova I., Barai V., Azhayev A., Hyvonen M., 
Keinanen T., Kochetkov S., et al. // Organic. Biomol. Chem. 
2021. V. 19. P. 7379–7389.

18. Matyugina E.S., Kochetkov S.N., Khandazhinskaya A.L.// 
Russ. Chem. Rev. 2021. V. 90. P. 1454–1491.



82 | ACTA NATURAE |  ТОМ 13  № 4 (51)   2021

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Внеклеточные везикулы (ВВ), продуцируемые бактериями, транспортируют соединения ши-
рокого спектра, включая белки, ДНК и РНК, опосредуют межклеточные взаимодействия и могут быть 
важными участниками механизмов персистенции инфекционных агентов. Исследование посвящено 
проверке предположения, что ВВ микоплазм, мельчайших из способных к самостоятельному воспро-
изведению прокариот, объединенных в класс Mollicutes, могут проникать в клетки эукариот и моду-
лировать их иммунореактивность. Эту гипотезу проверяли на системе, моделирующей взаимодей-
ствие культивируемых in vitro фибробластов кожи человека и изолированных везикул Acholeplasma 
laidlawii – убиквитарной микоплазмы, – инфицирующей высших эукариот и являющейся основным 
контаминантом клеточных культур и вакцинных препаратов. Использовали конфокальную лазерную 
сканирующую микроскопию и протеомное профилирование с применением комбинации 2D-DIGE 
и MALDI-TOF/TOF, программы анализа масс-спектров Mascot и инструмент функциональной аннотации 
DAVID. В результате этих исследований впервые установлено, что ВВ A. laidlawii способны проникать 
в эукариотические клетки in vitro и модулировать клеточный протеом. Молекулярные механизмы вза-
имодействия везикул микоплазмы с клетками эукариот и вклад соответствующих наноструктур в мо-
лекулярную машинерию клеточной пермиссивности еще предстоит выяснить. Изучение этих аспектов 
актуально как для фундаментальных исследований логики жизни простейших прокариот, так и прак-
тических разработок эффективного контроля гипермутабильных бактерий, инфицирующих человека, 
животных и растения, контаминирующих клеточные культуры и вакцинные препараты.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА микоплазмы, везикулы, интернализация, фибробласты человека, протеом.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВВ – внеклеточные везикулы; HSF – фибробласты кожи человека; 2D-DIGE – 
дифференциальный двумерный электрофорез; MALDI-TOF/TOF – времяпролетная/времяпролетная ма-
трично-активированная лазерная десорбция/ионизация; PBS – фосфатно-солевой буфер.
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ВВЕДЕНИЕ
Молекулярные механизмы взаимодействия мико-
плазм (мельчайших, способных к самостоятельному 
воспроизведению прокариот, объединенных в класс 
Mollicutes) с клетками эукариот, обеспечивающие 
персистенцию инфекционных агентов, не ясны [1]. 
К настоящему времени установлено, что взаимодей-

ствие клеток микро- и макроорганизмов опосреду-
ется ВВ, которые переносят соединения широкого 
спектра, включая белки, ДНК, РНК, в том числе 
короткие РНК [2]. ВВ бактерий могут проникать 
в клетки эукариот и модулировать иммунореактив-
ность – такая способность обнаружена у некоторых 
возбудителей персистентных инфекций. ВВ мико-
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плазм описаны [3, 4], но доказательства их способ-
ности проникать в эукариотические клетки пока от-
сутствуют. 

В представленной работе изучена способность ВВ 
A. laidlawii – убиквитарной микоплазмы, инфициру-
ющей высших эукариот, и основного контаминанта 
клеточных культур и вакцинных препаратов, про-
никать в культивируемые in vitro клетки эукариот 
и модулировать клеточный протеом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культуры клеток
Использовали культуру A. laidlawii PG8B в сере-
дине лог-фазы роста и первичную культуру фи-
бробластов кожи человека (HSF – Human Skin 
Fibroblast). Фибробласты получали из биопсий 
кожи и культивировали в среде αMEM с добавле-
нием 100 Ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрепто-
мицина, 10% бычьей сыворотки и 2 мМ L-глутамина 
при 37°C и 5% CO2. Образцы кожи человека отбира-
ли в соответствии с протоколом эксперимента, ут-
вержденным Экспертной комиссией по биомедицин-
ской этике Казанского федерального университета 
и Республиканской клинической больницы (№ 218, 
15.11.2012). От доноров были получены письменные 
информированные согласия.

Выделение внеклеточных везикул
ВВ A. laidlawii  выделяли как  описано [3] . 
Изолированные везикулы анализировали с помо-
щью трансмиссивной электронной микроскопии 
и сканирующей электронной микроскопии как опи-
сано [3]. Микровезикулы, продуцируемые HSF 
в присутствии и в отсутствие везикул A. laidlawii, 
выделяли согласно [5]. Отбирали культураль-
ную среду контрольных и опытных культур HSF. 
Клетки и дебрис удаляли с помощью центрифу-
гирования (1500 g, 10 мин). Супернатант центри-
фугировали при 100000 g в течение 70 мин (ротор 
MLA-80, Beckman Coulter). Осадки ресуспенди-
ровали в PBS и центрифугировали при 100000 g, 
70 мин. Промытые осадки ресуспендировали в PBS, 
наслаивали на  градиент плотности Optiprep 
(10–20–30–40–45%) и ультрацентрифугирова-
ли при 100000 g в течение 17 ч. Фракции отби-
рали, трижды отмывали от Optiprep, суспенди-
ровали в PBS и хранили при 4°C до анализа. ВВ 
A. laidlawii добавляли к HSF в количестве 100 мкг 
(по общему белку) и инкубировали в течение 4 ч. 
Культуры фибробластов с ВВ и без ВВ состави-
ли опыт и контроль соответственно. Везикулярную 
ДНК A. laidlawii детектировали с помощью ПЦР 
как описано [6].

Анализ с помощью конфокальной микроскопии
Препараты ВВ A. laidlawii окрашивали DiI, акриди-
новым оранжевым и Hoechst 33342 для визуализации 
мембраны, РНК и ДНК соответственно. Препараты 
микровезикул HSF окрашивали с помощью антител 
против p53, конъюгированными с Alexa Fluor 647 
и DiO для визуализации мембраны. Несвязавшиеся 
молекулы красителей удаляли с использованием кон-
центратора с пределом отсечения 3 кДа. Препараты 
исследовали с помощью конфокального лазерного 
сканирующего микроскопа Carl Zeiss LSM 780.

Для визуализации интернализации ВВ A. laid-
lawii фибробласты культивировали на покровных 
стеклах. ВВ A. laidlawii окрашивали флуоресцент-
ными красителями, как описано выше, и добавляли 
к HSF. Фибробласты промывали буфером и фикси-
ровали 2.5% глутаровым альдегидом. Ядра клеток 
окрашивали DAPI, а F-актин – с помощью антител, 
конъюгированных с Alexa Fluor 488. Слайды ис-
следовали под микроскопом, данные обрабатывали 
в программе ZEN 9.0.

Микроскопические изображения окрашенных 
HSF и ВВ A. laidlawii в темном поле получали 
на микроскопе Olympus BX51 [7]. Данные обрабаты-
вали в программе Exponent 7.

Иммуноферментный анализ
Для количественного определения цитокинов HSF 
удаляли центрифугированием, концентрации интер-
лейкинов ИЛ-6 и ИЛ-8 в супернатанте определя-
ли методом ELISA («Вектор-Бест», Россия) согласно 
протоколу производителя.

Протеомный анализ
Протеомный анализ HSF проводили согласно [8]. 
Клетки открепляли от пластика с помощью трип-
сина, трижды отмывали от питательной среды с по-
мощью PBS. Осадки клеток растворяли в буфере 
(8 M мочевина, 2 M тиомочевина, 16.7% раствора 
(30% CHAPS + 10% NP-40)) и обрабатывали смесью 
нуклеаз (Micrococcal Nuclease Mix). Концентрацию 
белка в образцах измеряли по методу Бредфорд. 
Белки окрашивали с красителями CyDye DIGE 
Cy3 (контроль) и CyDye DIGE Cy5 (опыт), реакцию 
останавливали с помощью 10 мМ раствора лизина. 
Эффективность окрашивания проверяли с помощью 
1D-электрофореза в ПААГ и сканирования геля 
на сканере Typhoon Trio. Образцы объединяли (бра-
ли равные количества каждого образца), добавля-
ли дитиотреитол (ДТТ) до 80 мМ и амфолиты 3–10 
до 0.2% и разделяли с помощью 2D-электрофореза. 
Гели сканировали на сканере Typhoon Trio. Для ви-
зуализации белковых пятен гели окрашивали ни-
тратом серебра.
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Белковые пятна на гелях анализировали с помо-
щью программы PDQuest v.8.01 (Bio-Rad). Вырезали 
пятна, соотношение содержания белка в которых 
в контроле и опыте было больше 1.5. Кусочки геля 
промывали в смеси ацетонитрил : 200 мМ NH4HCO3 
(1 : 1). Затем инкубировали с ДТТ и йодацетами-
дом. Дегидратацию гелей проводили с помощью 
ацетонитрила. К гелю добавляли рабочий раствор 
трипсина, инкубировали в течение 60 мин при 4°С. 
Трипсинолиз проводили при 37°С в течение ночи. 
Пептиды экстрагировали с помощью 0.5% раствора 
ТФУ. Идентификацию белков с помощью MALDI-
времяпролетно-времяпролетного масс-спектрометра 
Ultraflextreme проводили согласно протоколу [8]. 
Образцы пептидов смешивали с раствором матрицы 
(1% 2,5-дигидроксибензойная кислота, 20% ацетони-
трил, 0.5% ТФУ), наносили на мишень и высушивали 
на воздухе. Масс-спектрометрию проводили в режи-
ме положительных ионов в диапазоне 500–4000 Да. 
Точность измеренных моноизотопных масс после до-
калибровки по пикам автолиза трипсина составля-
ла 0.007% с учетом возможного окисления метиони-
нов и модификации цистеинов акриламидом. Белки 
идентифицировали с использованием программы 
Mascot в режиме Peptide Mass Fingerprint (Matrix 
Science) и базы UniProt. При score ≥ 44 идентифика-
цию белка считали надежной (p < 0.05).

Для функциональной аннотации идентифициро-
ванных белков использовали базу данных DAVID 
(The Database for Annotation, Visualization and 
Integrated Discovery). Определяли метаболические 
пути и клеточные процессы, в которых эти бел-
ки участвуют (согласно KEGG); генную онтологию 
определяли с помощью GO (молекулярная функция, 
биологический процесс, локализация продукта).

Вестерн-блотинг
Таргетное количественное определение белков про-
водили с помощью Вестерн-блотинга. Белки из ли-
затов HSF разделяли в ПААГ и переносили на ни-
троцеллюлозную мембрану Hybond C. Использовали 
антитела (Sigma, США) к p53, HSP7C и β-актину, 
а также вторичные антитела, конъюгированные 
с пероксидазой хрена. Мембраны инкубировали по-
следовательно с первичными и вторичными антите-
лами, а затем окрашивали 3,3′-диаминобензидином 
(Sigma). Гели анализировали в программе ImageJ, 
используя в качестве контроля β-актин для норми-
рования интенсивности сигналов исследуемых об-
разцов.

Статистический анализ
Все эксперименты проводили в трех повторностях. 
Образцы анализировали через 4 ч после инкубации 

HSF с ВВ микоплазмы во всех случаях, а также 
дополнительно через 48 ч при анализе экспрессии 
цитокинов. Статистический анализ проводили с ис-
пользованием пакета RStudio. Значения р < 0.05 
считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее с помощью ПЦР и RNA-Seq нами было по-
казано, что изолированные ВВ A. laidlawii PG8B 
содержат ДНК и РНК [9]. В данной работе уста-
новлено, что содержащие РНК ВВ A. laidlawii спо-
собны проникать в фибробласты кожи человека, 
культивируемые in vitro: ВВ микоплазмы обнару-
живаются как в цитоплазме, так и в ядре эукарио-
тических клеток при их совместном инкубировании. 
На рис. 1Ж–И показаны ВВ A. laidlawii, визуали-
зируемые внутри клеток эукариот; на рис. 1К, Л 
представлены фотографии изолированных ВВ A. 
laidlawii, полученные с помощью трансмиссивной 
электронной и сканирующей микроскопии соот-
ветственно; на рис. 2 – детекции ДНК A. laidlawii 
в фибробластах с помощью ПЦР.

Использование разных флуоресцентных краси-
телей позволяет визуализировать ДНК (Hoechst) 
и РНК (акридиновый оранжевый), а также мембран-
ные липиды (DiI) ВВ A. laidlawii (рис. 1А–В). Если 
объект имеет и липидную мембрану, и ДНК, и РНК, 
то при совмещении соответствующих фотографий 
регистрируется характерное изменение цветового 
сигнала, обусловленное наложением флуоресцен-
ции, что и наблюдается в случае ВВ микоплазмы 
(рис. 1Г).

Поскольку размеры везикул у A. laidlawii (диа-
метр большинства менее 120 нм) не позволяют 
визуализировать отдельные везикулы с помо-
щью конфокальной флуоресцентной микроскопии, 
для анализа везикулярных препаратов мы ис-
пользовали также варианты микроскопии более 
высокого разрешения. Так, изображения ВВ A. 
laidlawii получены нами с помощью трансмиссив-
ной электронной (рис. 1К) и сканирующей (рис. 1Л) 
микроскопии. Индивидуальные везикулы имеют 
характерную морфологию. Они представляют собой 
сферические, окруженные мембраной нанострукту-
ры, размер которых варьирует от 30 до 120 нм.

При использовании темнопольной флуоресцент-
ной микроскопии везикулы микоплазмы регистри-
руются в виде агрегатов (рис. 1Д,Е). Аналогичные 
изображения получены и для ВВ Pseudomonas 
aeruginosa [10] – окрашенные флуоресцентными 
красителями (DiO и EdU) изолированные и интер-
нализованные эпителиальными клетками легких 
A549 ВВ этой бактерии визуализировались при ис-
пользовании конфокальной лазерной сканирующей 
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микроскопии в виде скоплений. Это может быть 
связано с наложением эмиссии используемых кра-
сителей от индивидуальных объектов, расположен-
ных рядом друг с другом. Связано ли это также 
и с особенностями путей интернализации бактери-
альных ВВ, еще предстоит выяснить.

Короткие РНК бактерий в везикулах могут функ-
ционировать как эукариотические микроРНК и по-
давлять трансляцию за счет связывания с мРНК-
мишенями [11]. Это предположение верифицировано 
в модельных экспериментах с содержащимися в ве-
зикулах P. aeruginosa короткими РНК, гомологич-
ными тРНКМет. Взаимодействие соответствующих 
везикулярных РНК бактерий приводило к пода-
влению экспрессии ИЛ-8 и угнетению врожденного 
звена иммунного ответа, способствующее персистен-
ции микроорганизмов. Ранее мы показали, что ВВ 
A. laidlawii также содержат короткие РНК, в том 
числе гомологичные тРНКМет [9]. Однако достовер-
ные изменения в экспрессии ИЛ-8, а также другого 

критичного провоспалительного цитокина – ИЛ-6 – 
при заражении HSF везикулами микоплазмы в на-
стоящем исследовании не обнаружены (22.71 ± 0.89 
и 19.69 ± 2.86 пг/мл в контроле и опыте для ИЛ-8, 
p < 0.05; 11.14 ± 0.22 и 11.42 ± 0.78 пг/мл в контроле 
и опыте для ИЛ-6, p < 0.05).

Время и уровень изменения экспрессии цитоки-
нов могут существенно варьировать в зависимости 
от среды, клеточной линии, бактериального штам-
ма, продуцирующего везикулы, количественного 
соотношения эукариотических клеток и бактери-
альных везикул. Времязависимая реакция фибро-
бластов человека на интернализацию A. laidlawii 
и экспрессия цитокинов при этом практически 
не изучены. Известна только одна работа [12], по-
священная анализу времязависимого изменения 
транскриптомного профиля клеток человека (HeLa) 
при интернализации и персистенции клеток мико-
плазмы (Mycoplasma hominis). В этой работе вы-
явлены значимые изменения экспрессии генов ци-

Рис. 1. Взаимодействие фибробластов кожи человека с ВВ A. laidlawii. Визуализация изолированных ВВ A. laid-
lawii (А–Е, К, Л) и инкубированных с HSF (Ж–И). Конфокальная лазерная микроскопия (А–Г, Ж): А – трейсер DiI 
(окрашивание липидов везикул, красный цвет); Б – Hoechst (окрашивание ДНК везикул, синий цвет); В – акри­
диновый оранжевый (АО) (окрашивание РНК везикул, зеленый цвет); Г – совмещенная микрофотография (DiI, 
Hoechst, AO). Темнопольная (Д, З) и флуоресцентная (Е, И) микроскопия: (Д) агрегат везикул в темном поле 
и (Е) при флуоресценции трейсера DiI; Ж – флуоресценция ВВ A. laidlawii, окрашенных DiI (красный цвет), в по­
лости HSF. Ядро клеток окрашено DAPI, актиновые филаменты – антителами, конъюгированными с красителем 
Alexa Fluor 488 (зеленый цвет); З – ВВ A. laidlawii в полости HSF в темном поле и при флуоресценции трейсера DiI 
(И), актиновые филаменты HSF окрашены антителами, конъюгированными с красителем Alexa Fluor 488 (зеле­
ный цвет). Трансмиссивная электронная (К) и сканирующая (Л) микроскопия ВВ A. laidlawii (стрелки показывают 
индивидуальные везикулы)
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токинов через 4 и 48 ч после начала совместной 
инкубации бактериальных и эукариотических кле-
ток: и в том, и в другом случае в стресс-реактивном 
пуле оказался ген ИЛ-6, но не ИЛ-8. В этой связи 
мы проанализировали образцы не только через 4 ч, 
но также через 48 ч от начала совместной инку-
бации ВВ микоплазмы и HSF. Обнаружено стати-
стически значимое изменение экспрессии ИЛ-6 
(6.42 ± 0.6 и 5.13 ± 0.28 пг/мл в контроле и опыте 
соответственно; p < 0.05), но не ИЛ-8 (8.59 ± 3.23 
и 17.64 ± 5.88 пг/мл в контроле и опыте соответ-
ственно; p < 0.05). Полученные нами данные ука-
зывают на различия в молекулярных механизмах 
индукции иммунокомпромисса у микоплазм и клас-
сических бактерий.

Толерантность врожденного звена иммуните-
та, ассоциированная с отсутствием оперативной 
модуляции экспрессии провоспалительных ци-
токинов (ИЛ-6 и ИЛ-8), не отменяет клеточную 
реактивность на инфекционный агент – молеку-
лярную сигнатуру заражения можно выявить с по-
мощью современных методов высокого разреше-
ния, в том числе вариантов иммунной электронной 
микроскопии, а также омикс-профилирования [13]. 
В результате применения комбинации 2D-DIGE 
и MALDI-TOF/TOF – технологии протеомного 
анализа, основанной на использовании двумерно-
го гель-электрофореза полипептидов, окрашенных 
разными (в контроле и опыте соответственно) флу-
оресцентными красителями, и последующей иден-
тификации дифференциально представленных 
белков с помощью MALDI-TOF/TOF и программы 
Mascot в режиме Peptide Mass Fingerprint, а так-

же инструмента функциональной аннотации DAVID, 
нами установлено, что заражение HSF внеклеточ-
ными везикулами A. laidlawii приводит к модуляции 
протеома фибробластов – изменение представлен-
ности белков регистрируется через 4 ч после нача-
ла инкубации ВВ микоплазмы с эукариотическими 
клетками, т.е. когда изменение секреции цитокинов 
ИЛ-6 и ИЛ-8 не обнаруживается. Дифференциально 
экспрессируемые белки фибробластов (депони-
рованы нами в базу данных ProteomeXchange, 
№ PXD027040) участвуют в фолдинге, формирова-
нии цитоскелета, биогенезе ВВ (экзосомы и микро-
везикулы), иммунореактивности и пролиферации 
клеток. Большинство идентифицированных белков 
являются стресс-реактивными, они могут участво-
вать в клеточном ответе на бактериальные и/или 
вирусные инфекции [14]. Среди них оказались бел-
ки, связанные как с позитивной, так и с негативной 
регуляцией апоптоза (TERA, LEG1 и ENPL, CH60, 
ANXA5, GRP78, HSPB1, CRYAB соответственно).

Известные ограничения варианта протеомного 
анализа 2D-DIGE и MALDI-TOF/TOF (низкоко-
пийные белки не визуализируются при окрашива-
нии гелей, высококопийные белки накладываются 
и «скрывают» расположенные рядом пятна, сильно-
щелочные белки плохо изоэлектрофокусируются, 
высокомолекулярные белки не проходят через поры 
используемых гелей, низкомолекулярные белки 
не могут быть эффективно разделены, гидрофобные 
белки не растворяются в используемом буфере), 
в том числе в отношении выявления пула диффе-
ренциально экспрессированных белков в эукарио-
тической клетке (соотношение визуализируемого, 

Рис. 2. Детекция ДНК A. laidlawii в ВВ микоплазмы и HSF с помощью ПЦР. ДНК экстрагирована из клеток 
A. laidlawii (А), ВВ A. laidlawii (Б), фибробластов (HSF), инкубированных без/с ВВ A. laidlawii (В, Г соответствен­
но). M – маркер длин ДНК. В ПЦР использовали праймеры, специфичные к нуклеотидным последовательностям 
генов pnp, tuf, ftsZ (кодирующих полирибонуклеотид­нуклеотидилтрансферазу, фактор элонгации Tu, белок 
деления клетки FtsZ соответственно), а также спейсерному региону 16S–23S рРНК A. laidlawii
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анализируемого, репортируемого и теоретического 
протеомов существенно отстоит от соотношения 
в клетках бактерий с маленьким геномом – опти-
мального для соответствующих исследований) [15, 
16], определяют пределы его возможностей – да-
леко не все белки, дифференциально экспресси-
рующиеся в эукариотической клетке, могут быть 
обнаружены при использовании глобального проте-
омного профилирования. В этой связи для оценки 
экспрессии актуальных конкретных белков, не во-
шедших в выявленный стресс-реактивный пул, не-
обходимо проводить дополнительный таргетный 
анализ, например, с помощью Вестерн-блотинга, 
который рекомендуется использовать и для вали-
дации данных глобального протеомного профилиро-
вания [17]. Поскольку в пуле идентифицированных 
белков не оказалось p53 – ключевого игрока исхо-
да про- и антиапоптотических процессов [18], нами 
проведен таргетный анализ представленности это-
го белка в фибробластах, а также в секретируемых 
фибробластами внеклеточных везикулах (рис. 3). 
Согласно полученным данным, заражение фибро-
бластов кожи человека везикулами A. laidlawii 
приводит к увеличению количества p53 в клетках 
и не подавляет его секрецию – p53 обнаруживается 

во внеклеточных везикулах фибробластов как кон-
трольных, так и опытных образцов. 

Внеклеточные везикулы эукариот включа-
ют разные группы секретируемых во внеклеточ-
ное пространство везикул, которые различаются 
по функциям, размеру, составу и биогенезу – эк-
зосомы, микровезикулы, апоптотические тельца. 
Микровезикулы образуются при выпячивании плаз-
матической мембраны; диаметр этих структур со-
ставляет 100–1000 нм, а плотность 1.25–1.30 г/мл. 
Апоптотические тельца высвобождаются из плаз-
матической мембраны клеток на поздней стадии 
апоптоза; диаметр этих структур равен 1–5 мм, 
а плотность – 1.18–1.28 г/мл. Экзосомы образуют-
ся внутри клеток из поздних эндосом, называемых 
мультивезикулярными тельцами (при слиянии позд-
ней эндосомы с плазмалеммой экзосомы оказыва-
ются за пределами клетки); диаметр этих структур 
составляет 30–150 нм, а плотность – 1.13–1.21 г/мл 
[19, 20]. Разница размеров и плотности везикул со-
ответствующих групп определяет относительные 
возможности их дифференциации: апоптотические 
тельца можно отличить от более мелких по разме-
ру ВВ (экзосом и микровезикул) с помощью ми-
кроскопии, а экзосомы и микровезикулы, благода-
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Рис. 3. Детекция белков в фибробластах кожи человека с помощью Вестерн­блотинга (А–В) и p53 в микровези­
кулах фибробластов с помощью конфокальной лазерной сканирующей микроскопии (Г, Д). Вестерн­блотинг 
белков фибробластов с антителами к β­актину (А), р53 (Б) и HSP7C (В). Дорожки 1 и 2 – белки фибробластов, 
инкубированных без/с ВВ A. laidlawii соответственно. Интенсивность полос определена с помощью ImageJ и ука­
зана под дорожками. Белок р53 в микровезикулах, продуцируемых фибробластами кожи человека, инкубиро­
ванными с (Г) и без (Д) ВВ A. laidlawii. Стрелки указывают на сигнал р53
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ря разнице в размерах и плотности, разделяются 
на стадии ультрацентрифугирования и ультрацен-
трифугирования в градиенте плотности Optiprep. 
При использованном в нашей работе режиме цен-
трифугирования экзосомы не осаждаются на дно 
пробирки, а в градиенте плотности находятся выше, 
чем микровезикулы. Визуализация образцов с по-
мощью микроскопии высокого разрешения позволя-
ет определить размеры структур. Структуры, соот-
ветствующие по размерам апоптотическим тельцам, 
в наших препаратах не были обнаружены – диа-
метр индивидуальных везикул, выделенных из эу-
кариотических клеток, в исследованных образцах 
оказался в пределах 200–800 нм, что указывает 
на возможность их принадлежности к группе ми-
кровезикул.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами показано, что ВВ A. laidlawii – убиквитарной 
микоплазмы – основного контаминанта клеточных 

культур, способны проникать в эукариотические 
клетки in vitro и модулировать клеточный проте-
ом. Молекулярные механизмы взаимодействия ве-
зикул микоплазмы с клетками эукариот и вклад 
соответствующих наноструктур в молекулярную 
машинерию клеточной пермиссивности еще пред-
стоит выяснить. Выяснение этих механизмов важно 
как для фундаментальных исследований простей-
ших прокариот, так и практических разработок кон-
троля гипермутабильных бактерий, инфицирующих 
человека, животных и растения, контаминирующих 
клеточные культуры и вакцинные препараты. 
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РЕФЕРАТ Ликвор желудочков мозга содержит многочисленные физиологически активные вещества 
нейронального происхождения, которые в качестве нейрогормонов могут участвовать в объемной ней-
ротрансмиссии в перивентрикулярной области мозга. Нами проведен сравнительный анализ уровня 
моноаминов в ликворе и крови крыс в онтогенезе как показателя возрастных особенностей их по-
ступления в указанные гуморальные среды и участия в качестве нейрогормонов в объемной нейро-
трансмиссии в мозге. Показано, что ликвор взрослых крыс и крыс в перинатальном периоде содержит 
функционально наиболее значимые моноамины – дофамин, норадреналин и серотонин. Из сопостав-
ления концентраций моноаминов в ликворе и в крови животных разных возрастных групп следует, 
что моноамины, содержащиеся в ликворе, имеют преимущественно нейрональное (мозговое) происхож-
дение и практически не поступают из общей системы циркуляции. Кроме того, показано, что в ликворе 
моноамины присутствуют в физиологически активной концентрации, в которой они могут действовать 
как нейрогормоны в обратимой объемной нейротрансмиссии в мозге взрослых животных и в регуляции 
развития мозга в перинатальном периоде. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА крыса, мозг, ликвор, плазма, моноамины, онтогенез.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 3-МТ – 3-метокситирамин; 5-ГТ – 5-гидрокситриптамин (серотонин); А – 
адреналин; АД – альдегиддегидрогеназа; ГВК – гомованилиновая кислота; ГИУК – 5-гидроксиин-
долуксусная кислота; ДβГ – дофамин-β-гидроксилаза; ДА – дофамин; ДГБА – 3,4-дигидроксибен-
зиламин; ДОФУК – 3,4-дигидроксифенилуксусная кислота; КОМТ – катехол-О-метилтрансфераза; 
МАО – моноаминоксидаза; НА – норадреналин; П – постнатальный день; ФМТ – фенилэтаноламин-N-
метилтрансфераза; Э – эмбриональный день. 

ВВЕДЕНИЕ
Важную роль в регуляции работы мозга в виде объ-
емной нейротрансмиссии (действие на всю поверх-
ность нейрона) и синаптической нейротрансмиссии 
(действие в области синапса) играют моноамины – 
дофамин, норадреналин и серотонин, продуциру-
емые нейронами мозга [1]. У взрослых животных 
моноамины в мозге обеспечивают обратимую ауто-
регуляцию синтезирующих их нейронов, а также 
регуляцию нейронов-мишеней другой ергичности. 
В перинатальном периоде онтогенеза моноамины, 
действуя на те же самые рецепторы на нейронах-
мишенях, оказывают необратимое морфогенетиче-
ское влияние на развитие этих нейронов и мозга 
в целом [2–5]. 

Опубликованы доказательства того, что моно-
амины нейронального происхождения, содержащи-

еся в ликворе желудочков мозга, поступают в мозг 
и участвуют в объемной нейротрансмиссии в каче-
стве нейрогормонов, чему способствует отсутствие 
для них ликвор-энцефалического барьера [1, 6]. 
Хотя моноамины также синтезируются в перифери-
ческих органах и поступают в кровеносные сосуды, 
их нейрогормональное влияние на мозг возможно 
только до закрытия гематоэнцефалического барье-
ра, что происходит в раннем постнатальном периоде 
[7]. Тем не менее, незначительный обмен моноами-
нов между ликвором и кровью возможен в течение 
всего онтогенеза – в области (а) хориоидных сплете-
ний в боковых желудочках, где вещества поступают 
из плазмы в ликвор; (б) в месте перехода желудоч-
ков в каудальной области мозга в сосудистую си-
стему; (в) в циркумвентрикулярных органах мозга, 
лишенных гематоэнцефалического барьера [7, 8]. 
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Несмотря на обилие работ, констатирующих на-
личие физиологически активных веществ, вклю-
чая моноамины, в ликворе и в крови, до сих пор 
не изучена динамика изменений уровня моноами-
нов в этих гуморальных средах в онтогенезе. Кроме 
того, отсутствует оценка градиента концентраций 
моноаминов на границе ликвор–кровь на различных 
этапах онтогенеза. Учитывая наши последние дан-
ные об отсутствии ликвор-энцефалического барье-
ра для моноаминов в онтогенезе крыс [9], концен-
трация моноаминов в межклеточном пространстве 
в перивентрикулярной области мозга должна быть 
такой же, как в ликворе. Получение ответа на по-
ставленные вопросы позволит определить, на каких 
этапах онтогенеза концентрация моноаминов в лик-
воре достаточно высока для их участия в качестве 
нейрогормонов в регуляции функционирования 
и развития мозга. 

Исходя из вышеизложенного, цель нашей рабо-
ты состояла в проведении сравнительного анали-
за уровня моноаминов в ликворе и в крови крыс 
в онтогенезе как показателя возрастных особен-
ностей их поступления в указанные гуморальные 
среды и участия в качестве нейрогормонов в объ-
емной нейротрансмиссии в мозге. Для достижения 
цели поставлены следующие задачи: (а) определить 
концентрацию моноаминов (дофамина, норадрена-
лина, адреналина и серотонина) как показателя се-
креторной активности соответствующих нейронов 
в ликворе крыс на 18-й эмбриональный день (Э18), 
на 5-й постнатальный день (П5) и П30; (б) опреде-
лить концентрацию моноаминов у тех же животных 
в плазме; (в) оценить соотношение концентрации 
моноаминов в ликворе и в плазме как интегрального 
показателя существования барьеров для моноами-
нов между желудочками мозга и общей системой 
циркуляции. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные
В работе использованы крысы Вистар – самки 
и самцы на 18-й эмбриональный день (Э18), самцы 
на 5-й постнатальный день (П5) и на П30 (рис. 1). 
Для получения датированного потомства использо-
ваны беременные самки крыс весом 250–350 г. День 
обнаружения сперматозоидов во влагалищных маз-
ках принимали за Э1, а день родов – П1. Животных 
содержали в  стандартных условиях вивария 
при свободном доступе к пище и воде и 12-часо-
вом режиме день–ночь. Эксперименты проводи-
ли в соответствии с требованиями Национальных 
институтов здоровья (NIH Guide for the Careand 
Use of Laboratory Animals) и комитета по биоэти-
ке Института биологии развития им. Н.К. Кольцова 
(протокол № 3 от 10.09.2020 и протокол № 44 
от 24.12.2020).

Все манипуляции с животными проводили 
под наркозом хлоралгидратом (Sigma, США) в дозе 
100 мг/кг на П5, 400 мг/кг на П30 и Э18 или 1% изо-
флурана на П30 (Laboratorios Karizoo, Испания). 

Получение ликвора и крови крыс на Э18, П5 
и П30
У крыс на Э18 (n = 112), П5 (n = 30) и П30 (n = 20) 
получали ликвор (рис. 1). Крысам на 18-й день бе-
ременности проводили лапаротомию, плоды извле-
кали из матки, не прерывая целостности пупоч-
ного канатика. После этого в каждый из боковых 
желудочков плодов по ранее описанной методике 
вводили стеклянную микроканюлю [10], соединен-
ную тефлоновой трубкой с гамильтоновым шпри-
цом, заполненным физраствором. Кончик канюли 
заполняли небольшим пузырьком воздуха, чтобы 
физраствор не смешался с ликвором. Из обоих же-

Рис. 1. Схема экспериментов на крысах на 18­й эмбриональный день (Э18), 5­й постнатальный день (П5) и П30: 
получение ликвора и плазмы крови, определение концентрации моноаминов и продуктов деградации в ликворе 
и плазме, определение коэффициента проницаемости барьера ликвор–кровь для моноаминов. ВЭЖХ­ЭД – вы­
сокоэффективная жидкостная хроматография с электрохимической детекцией
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лудочков плода получали в среднем 1.5 ± 0.5 мкл 
ликвора.

Ликвор у крыс на П5 и П30 получали из ци-
стерны магна по ранее описанной методике [11]. 
Для этого голову животного фиксировали в стерео-
таксическом приборе (NarishigeLab, Япония) и обе-
спечивали доступ к цистерне магна. После этого 
в цистерну магна стереотаксически вводили сте-
клянную микроканюлю, соединенную с гамильтоно-
вым шприцом, используя описанную выше систе-
му. От каждой крысы на П5 получали 25 ± 10 мкл, 
а на П30 – 55 ± 15 мкл ликвора. В образцы лик-
вора добавляли HClO4 в конечной концентрации 
0.1 М и 3,4-дигидроксибензиламин (ДГБА) (Sigma, 
США) – внутренний стандарт для определения 
моноаминов и продуктов деградации – в конечной 
концентрации 25 пмоль. В качестве одного образ-
ца на Э18 использовали ликвор, полученный от 14 
плодов, а на П5 и П30 – ликвор от трех животных. 
Ликвор замораживали в жидком азоте и хранили 
при -70оС до определения моноаминов (дофамина, 
норадреналина и серотонина), а также основных 
продуктов их деградации – 3,4–дигидроксифени-
луксусной кислоты (ДОФУК), 3-метокситирамина 
(3-МТ), гомованилиновой кислоты (ГВК) и 5-гидрок-
сииндолуксусной кислоты (ГИУК) (рис. 2). 

На П30 ликвор получали не только из цистерны 
магна, но из боковых желудочков. С этой целью кры-
сам (n = 4) под изофлурановым наркозом в боковой 
желудочек мозга стереотаксически по рассчитан-
ным в соответствии с атласом мозга [12] координа-
там (–0.4 мм каудальнее и 1.4 мм латеральнее брег-
мы; 2.2 мм вглубь) вводили направляющую канюлю 
для микродиализного зонда (CMA-11 Guide Cannula, 
CMA, Швеция). Канюлю фиксировали на кости чере-
па с помощью микроболтов и стоматологического по-
лимера («Протакрил-М», Украина). Через 48 ч в на-
правляющую канюлю вводили микродиализный зонд 
(CMA 11 55 kDa Microdialysis Probe, CMA, Швеция), 
заполненный искусственным ликвором (мМ): 147 
NaCl; 2.7 KCl; 1 MgCl2; 1.2 CaCl2. С помощью тефло-
новых трубочек зонд подсоединяли к насосу для ми-
кродиализа CMA 4004 (CMA, Швеция). Микродиализ 
начинали через 3 ч после введения зонда – боковые 
желудочки перфузировали в течение 20 мин со ско-
ростью 2 мкл/мин. К полученному диализату добав-
ляли 4 мкл 1 н. НClO4, замораживали в жидком азо-
те и хранили при -70°С до определения моноаминов 
и продуктов деградации (рис. 2). 

После получения ликвора инсулиновым шпри-
цом собирали кровь из левого желудочка сердца 
тех же животных под хлоралгидратным наркозом. 
У животного на Э18 объем получаемого образца 
крови был равен 30 ± 5 мкл, на П5 – 100 ± 10 мкл 

и на П30 – 2000 ± 20 мкл. В образцы крови до-
бавляли 5% этилендиаминтетрауксусной кисло-
ты (Sigma, США) и 10% метабисульфита натрия 
(Sigma). Образцы центрифугировали при 1350 g 
(10 мин, 4°С) и собирали супернатант (плазму), в ко-
торый добавляли 10% 1 н. HClO4 и 25 пмоль ДГБА. 
Плазму центрифугировали при 16500 g в течение 20 
мин при 4°С, супернатант замораживали в жидком 
азоте и хранили при -70оС до определения моноами-
нов и продуктов деградации (рис. 2). 

Высокоэффективная жидкостная хроматография 
с электрохимической детекцией 
Концентрацию моноаминов и продуктов их деграда-
ции в ликворе, плазме и в микродиализатах опре-
деляли с помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с электрохимической детекцией. 
Пробы ликвора и плазмы делили на две части. Одну 
часть экстрагировали, осаждая катехоламины и про-
дукты деградации на оксиде алюминия, вторую 
часть использовали в неосажденном виде для из-
мерения серотонина и ГИУК. Микродиализаты ис-
пользовали в неосажденном виде. 

Определяемые вещества разделяли с использо-
ванием обращенно-фазовой колонки ReproSil-Pur, 
ODS-3 размером 4 × 100 мм с диаметром пор 3 мкм 
(Dr.Majsch GMBH, Германия) при температуре 28°С 
и скорости подвижной фазы 1 мл/мин, поддержи-
ваемой жидкостным хроматографом LC-20ADsp 
(Shimadzu, Япония) при потенциале 850 мВ. В каче-
стве подвижной фазы использовали 0.1 М цитратно-

А

Б

Рис. 2. Схемы синтеза катехоламинов и деградации 
дофамина (А) и деградации серотонина (Б).  
ДА – дофамин; НА – норадреналин; А – адреналин; 
ДОФУК – 3,4­дигидроксифенилуксусная кислота; 
3­МТ – 3­метокситирамин; ГВК – гомованилиновая 
кислота; 5­ГТ – 5­гидрокситриптамин (серотонин); 
ГИУК – 5­гидроксииндолуксусная кислота 
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фосфатный буфер pH 2.58 (0.3 мМ октансульфонат 
натрия, 0.1 мМ EDТА и 8% ацетонитрила) (все реак-
тивы Sigma). Определение моноаминов проводили 
с помощью электрохимического детектора Decade 
II (AntecLeyden, Нидерланды) со стеклоуглеродным 
рабочим электродом (0.85 В) и хлорсеребряным 
электродом сравнения. Пики моноаминов и мета-
болитов определяли по времени их выхода в стан-
дартном растворе. 

Статистика
Данные обрабатывали в программе GraphPadPrism 
6.0 (GraphPad Software, США) и представляли 
как среднее значение ± стандартная ошибка сред-
него (mean ± SEM). Различия считали статистиче-
ски значимыми при p < 0.05; 0.05 < p < 0.1 рас-
ценивали как тенденцию к изменению, при р > 0.1 
различия считали недостоверными. Статистическую 
значимость результатов определяли с использо-
ванием параметрического t-критерия Стьюдента 
(t-тест) и непараметрического U-критерия Манна–

[Д
А

],
 п

м
о

ль
/

м
л

 [
Д

О
Ф

У
К

],
 п

м
о

ль
/

м
л

[Г
В

К
],

 п
м

о
ль

/
м

л

 [
3­

М
Т]

, 
пм

о
ль

/
м

л
[Н

А
],

 п
м

о
ль

/
м

л

Э18 П5 П30 Э18 П5 П30

Э18 П5 П30Э18 П5 П30

Э18 П5 П30

Рис. 3. Концентрация катехоламинов и продуктов де­
градации в ликворе крыс на Э18, П5 и П30. *р < 0.05, 
сравнение с предыдущим возрастом; **р < 0.05, срав­
нение выбранных параметров; нд – не детектируется. 
Здесь и далее сокращения как на рис. 2
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Рис. 4. Концентрация серотонина и продукта деграда­
ции в ликворе крыс на Э18, П5 и П30. *р < 0.05, срав­
нение с предыдущим возрастом; **р < 0.05, сравне­
ние выбранных параметров; нд – не детектируется

Уитни (U-тест), для множественных сравнений при-
меняли поправки Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Концентрация катехоламинов, серотонина 
и продуктов их деградации в ликворе в цистерне 
магна крыс в онтогенезе 
Концентрация дофамина на Э18 равна примерно 5 
пмоль/мл, причем она удваивается на П5, а на П30 
становится такой же, как у плодов (рис. 3). 

Концентрация норадреналина в течение всего из-
ученного периода онтогенеза не изменяется, остава-
ясь во всех возрастных группах на высоком уров-
не – около 70 пмоль/мл. В отличие от дофамина 
и норадреналина, адреналин в ликворе не определя-
ется ни в пренатальном, ни в постнатальном периоде. 

В ликворе крыс всех возрастных групп наряду 
с катехоламинами выявлены продукты их деграда-
ции – 3-МТ (кроме Э18), ДОФУК и ГВК (рис. 3). 
Хотя 3-МТ не  определяется у плодов, на П5 
и П30 он содержится в ликворе в довольно высо-
кой концентрации – около 20 пмоль/мл. В отличие 
от 3-МТ, ДОФУК определяется уже на Э18 (поч-
ти 4.5 пмоль/мл). На П5 этот показатель возраста-
ет примерно в 5 раз, а на П30 снижается на 55%. 
При этом конечный продукт деградации дофами-
на – ГВК – определяется в ликворе в значитель-
ной концентрации (почти 50 пмоль/мл) уже на Э18. 
На П5 этот показатель возрастает примерно в 5 раз, 
а на П30 снижается на 45%.

Серотонин не определяется в ликворе крыс 
на Э18, однако на П5 и П30 он содержится в ликво-
ре в довольно высокой концентрации – 8 пмоль/мл 
(рис. 4). При этом на Э18 концентрация конечного 
продукта деградации серотонина – ГИУК – доста-
точно высокая, а на П5 концентрация ГИУК пре-
вышает концентрацию серотонина почти в 300 раз. 
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К П30 концентрация ГИУК в ликворе снижается 
более чем в 2 раза по сравнению с П5 (рис. 4).

Моноамины и продукты деградации в боковых 
желудочках крыс на 30-й постнатальный день
В боковых желудочках мозга крыс на П30 из всех 
измеряемых моноаминов и продуктов деградации 
с помощью микродиализа удалось выявить только 
ДОФУК и ГИУК. Для установления базового уровня 
измеряемых веществ проводили не менее трех из-
мерений. Измеренные в диализатах концентрации 
ДОФУК составляют: 5.2 ± 1.1 пмоль/мл, а ГИУК – 
105.7 ± 14.8 пмоль/мл.

Концентрация катехоламинов, серотонина 
и продуктов их деградации в плазме крыс 
в онтогенезе 
Концентрация дофамина в плазме крыс на Э18 
не превышает 0.4 пмоль/мл, на П5 этот показатель 
возрастает в 6 раз, а к П30 снижается примерно в 2 
раза (рис. 5). Концентрация норадреналина меняет-
ся в онтогенезе примерно так же, как и концентра-
ция дофамина – с Э18 до П5 возрастает в 3.5 раза, 
а затем к П30 снижается в 3 раза. При этом во всех 
возрастных группах концентрация норадреналина 
на порядок выше, чем дофамина. В отличие от лик-
вора, в плазме определяется адреналин, концентра-
ция которого возрастает с Э18 по П5 более чем в 50 
раз, а к П30 снижается в 2.5 раза. Наряду с кате-
холамином в плазме обнаружены продукты их де-
градации. Так, 3-МТ определяется в плазме только 
на П30, а ДОФУК (в небольшой концентрации) уже 
на Э18. К П5 происходит многократное увеличение 
концентрации ДОФУК, и на этом уровне она сохра-
няется на П30. Концентрация ГВК – конечного про-
дукта деградации дофамина, возрастает более чем 
в 4 раза с Э18 по П5, а к П30 становится ниже, чем 
у плодов (рис. 5). 

Концентрация серотонина в плазме на Э18 равна 
примерно 5.5 пмоль/мл (рис. 6). К П5 этот показа-
тель возрастает в 85 раз, а на П30 почти возвраща-
ется к эмбриональному уровню. Аналогичным обра-
зом изменяется и концентрация ГИУК: с Э18 по П5 
возрастает в 10 раз, а на П30 становится в 2 раза 
ниже, чем в эмбриональный период.

Соотношение концентраций моноаминов 
и продуктов их деградации в ликворе и в плазме 
крови крыс в онтогенезе 
Во всех возрастных группах концентрация до-
фамина, норадреналина и продуктов деградации 
в ликворе многократно превышает их концентра-
цию в плазме (рис. 7А). Однако пик различий при-
ходится на разные периоды онтогенеза. Так, пик 
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Рис. 5. Концентрация катехоламинов и продуктов 
деградации в плазме крыс на Э18, П5 и П30. *р < 0.05, 
сравнение с предыдущим возрастом; **р < 0.05, 
сравнение выбранных параметров; нд – не детектиру­
ется
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Рис. 6. Концентрация серотонина и продукта деграда­
ции в плазме крыс на Э18, П5 и П30. *р < 0.05, сравне­
ние с предыдущим возрастом; **р < 0.05, сравнение 
выбранных параметров

дофамина и норадреналина наблюдается на Э18, 
а у ДОФУК, 3-МТ и ГВК – на П30. 

Концентрация серотонина на П30 и ГИУК на П5 
и П30 в ликворе превышает концентрацию этих 
веществ в плазме (рис. 7Б). Следует отметить, 
что на П5 концентрация серотонина в ликворе в 60 
раз ниже, чем в плазме.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Ключевой задачей данной работы было проведение 
сравнительного анализа уровня моноаминов в лик-
воре и крови крыс в онтогенезе как показателя 
возрастных особенностей поступления этих соеди-
нений в эти гуморальные среды и участия в каче-
стве нейрогормонов в регуляции функционирования 
и развития мозга. В этом контексте особое внимание 
уделено ликвору как гуморальной среде, в которую, 
с одной стороны, из мозга поступают моноамины, 
а с другой – моноамины в отсутствие ликвор-энце-
фалического барьера поступают из ликвора в пе-
ривентрикулярную область мозга, участвуя в каче-
стве нейрогормонов в объемной нейротрансмиссии. 
Исторической предпосылкой для предположения 
о поступлении физиологически активных веществ 
из мозга в ликвор послужило обнаружение ликвор-
контактирующих нейронов [8, 13]. 

Содержащиеся в ликворе моноамины 
как нейрогормоны – потенциальные 
участники объемной нейротрансмиссии 
и морфогенетического контроля развития мозга
Несмотря на то, что в нейронах мозга синтезиру-
ются десятки нейротрансмиттеров и нейромодуля-
торов, наиболее широко распространенными по моз-
гу классическими нейротрансмиттерами являются 
моноамины – дофамин, норадреналин и серотонин. 
У взрослых животных они вовлечены в регуляцию 
функциональной активности нейронов-мишеней, 
а в перинатальном периоде – в регуляцию развития 
нейронов и мозга в целом [2–5]. 

Исходя из представлений о качественных разли-
чиях в действии моноаминов на различных этапах 
онтогенеза, концентрацию моноаминов определяли 
в ликворе крыс в трех возрастных периодах. В пер-
вую возрастную группу входили крысы на Э18, по-
скольку к этому времени: (а) заканчивается обра-
зование нейронов из клеток-предшественников; (б) 
дифференцирующиеся нейроны мигрируют в места 
их окончательной локализации в мозге; (в) нейроны 
экспрессируют специфический фенотип; (г) аксо-
ны дифференцирующихся нейронов начинают до-
стигать желудочков мозга и кровеносных сосудов 
в циркумвентрикулярных органах, формируя пути 
поступления нейрогормонов в ликвор (аксо-вен-
трикулярные контакты) и в кровеносные сосуды 
(аксо-вазальные контакты) соответственно. Вторая 
возрастная группа включала крыс на П5. К этому 
времени: (а) заканчивается миграция дифферен-
цирующихся нейронов в места их окончательной 
локализации; (б) заканчивается формирование ак-
со-вентрикулярных и аксо-вазальных контактов; (в) 
продолжает формироваться афферентная синапти-
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Рис. 7. Соотношение концентраций катехолами­
нов (А), серотонина (Б) и продуктов деградации 
(А, Б) в ликворе и плазме крови крыс на Э18, П5 
и П30. *р < 0.05, сравнение с предыдущим возрас­
том; **р < 0.05, сравнение выбранных параметров; 
нд – не детектируется

ческая иннервация нейронов. И, наконец, в третью 
возрастную группу вошли крысы на П30. К этому 
времени: (а) заканчивается формирование синапти-
ческих контактов; (б) заканчивается формирование 
гематоэнцефалического барьера, препятствующего 
проникновению большинства нейротрансмиттеров 
нелипидной природы из мозга в кровь и обратно 
[14–17]. 

С позиции представления о нейрогормональном 
действии моноаминов, содержащихся в ликворе, 
на нейроны мозга-мишени, важнейшим функцио-
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нальным показателем считается концентрация мо-
ноаминов в ликворе. Действительно, в проведенных 
ранее, в основном in vitro, работах показано, что мо-
ноамины оказывают нейротрансмиттерное влияние 
на нейроны в широком диапазоне концентраций – 
от 10-11 до 10-8 М [18]. При этом in vivo моноамины 
способны влиять на нейроны в еще более низкой 
концентрации [19–21].

На первом этапе нашей работы необходимо было 
определить, изменяется ли качественный состав 
и концентрация моноаминов по ходу тока ликво-
ра из боковых желудочков, где ликвор образуется 
в результате «фильтрации» плазмы крови из со-
судов хориоидного сплетения до цистерны маг-
на – каудального отдела желудочковой системы. 
Для этого у крыс на П30 был сопоставлен состав 
моноаминов и продуктов их деградации в ликво-
ре боковых желудочков, получаемом с помощью 
микродиализа, и в ликворе цистерны магна, полу-
чаемом с помощью микроканюли. При этом в ци-
стерне магна обнаружены все детектируемые нами 
моноамины и продукты их деградации, а в боковых 
желудочках только некоторые продукты их дегра-
дации – ДОФУК и ГИУК. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что моноамины поступают в лик-
вор не из плазмы сосудов хориоидного сплетения 
и нервной ткани, окружающей боковые желудочки, 
а в основном из нервной ткани каудальнее боковых 
желудочков мозга. 

В дальнейшей работе определили состав лик-
вора, полученного только из цистерны магна. 
Катехоламины – дофамин и норадреналин, выявле-
ны в ликворе крыс всех возрастных групп, однако 
динамика изменения их концентрации с возрастом 
существенно меняется. Так, норадреналин содер-
жится в ликворе в значительной концентрации 
на Э18 (7.2 × 10-8 M), и этот показатель не меняется 
на П5 (8 × 10-8 M) и П30 (6.3 × 10-8 M). Полученные 
данные свидетельствуют о том, что норадренерги-
ческие нейроны секретируют моноамины в ликвор 
в пренатальном и в постнатальном периодах. Это 
предположение подтверждается тем, что по данным 
in vitro норадреналин приблизительно в такой же 
концентрация, как и в ликворе, способен оказывать 
нейротрансмиттерный эффект на нейроны взрослых 
крыс [22–24]. Учитывая также то, что рецепторы 
к норадреналину, как и к другим моноаминам, экс-
прессируются еще в пренатальном периоде [25–27], 
наши данные позволяют предположить, что нора-
дреналин, содержащийся в ликворе, способен в ка-
честве нейрогормона не только участвовать в объ-
емной нейротрансмиссии у взрослых животных, 
но и оказывать морфогенетическое влияние на ней-
роны мозга в перинатальном периоде. 

Возрастная динамика изменений концентраций 
дофамина и норадреналина в ликворе имеет прин-
ципиальные отличия. Во-первых, на Э18 концентра-
ция дофамина в ликворе (0.3 × 10-9 М) как минимум 
на порядок меньше, чем норадреналина (0.48 × 10-8 

M), что, однако, не уменьшает вероятность его мор-
фогенетического влияния на нейроны-мишени. К П5 
концентрация дофамина в ликворе увеличивается 
вдвое (1 × 10-8 M), хотя и остается значительно 
ниже, чем концентрация норадреналина. Следует 
отметить, что концентрация дофамина могла бы 
возрасти в перинатальном периоде (Э18-П5) намно-
го больше, если бы одновременно не повысилась ак-
тивность ферментов деградации дофамина – МАО 
и КОМТ. Об этом свидетельствует значительное 
увеличение концентрации продуктов фермента-
тивной активности МАО и КОМТ – ДОФУК, 3-МТ 
и ГВК в перинатальном периоде. Тем не менее, уве-
личение концентрации дофамина в ликворе к П5 
существенно повышает вероятность его морфогене-
тического влияния на дифференцирующиеся ней-
роны-мишени и развивающийся мозг в целом [28]. 
Второе отличие возрастной динамики концентрации 
дофамина в ликворе от динамики норадреналина – 
снижение концентрации дофамина к П30 в 2 раза 
по сравнению с П5. Это важный, хотя и косвенный 
показатель того, что содержащийся в ликворе дофа-
мин может оказывать морфогенетическое влияние 
на нейроны-мишени, причем в основном в раннем 
постнатальном периоде. 

Возрастная динамика концентрации серотони-
на в ликворе существенно отличается от дина-
мики катехоламинов. Так, серотонин практически 
не определяется в ликворе на Э18, тогда как к П5 
его концентрация приближается к концентрации 
дофамина. Концентрация серотонина в ликворе 
могла бы вырасти к П5 в еще большой степени, 
если бы не существенное повышение в это время 
активности фермента деградации серотонина – 
МАО, на что указывает высокий уровень продукта 
его ферментативной активности – ГИУК. На та-
ком же уровне концентрация серотонина сохраня-
ется и на П30. Из приведенных данных следует, 
что содержащийся в ликворе серотонин может уча-
ствовать как в объемной нейротрансмиссии в пост-
натальном периоде, так и в регуляции развития 
нейронов-мишеней и мозга в целом в раннем пост-
натальном периоде у крыс. 

Мозг – единственный источник моноаминов 
в ликворе в онтогенезе
Как показано в нашей работе, ликвор крыс на П5 
и П30 содержит моноамины в физиологически ак-
тивной концентрации, причем, в отличие от се-
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ротонина, катехоламины присутствуют в ликворе 
и на Э18. Однако эти данные не могут служить 
прямым доказательством того, что мозг является 
единственным источником моноаминов в ликворе. 
Действительно, в отсутствие гематоэнцефалическо-
го барьера для моноаминов в перинатальном пери-
оде [14, 29, 30], а также при возможности обмена 
веществ между ликвором и кровью в области хо-
риоидного сплетения в боковых желудочках, в цир-
кумвентрикулярных органах и в области каудаль-
ного венозного синуса даже у взрослых животных 
[7], нельзя исключить, что моноамины поступают 
в ликвор не только из нейронов мозга, но и из кро-
вотока. Тем более, что на периферии имеются такие 
мощные источники моноаминов, как надпочечники, 
желудочно-кишечный тракт и симпатическая нерв-
ная система [31–33].

Ответить в первом приближении на вопрос, яв-
ляется ли мозг единственным источником моноами-
нов в ликворе, можно, рассчитав интегральный по-
казатель проницаемости всех возможных барьеров 
на пути моноаминов из крови в ликвор в виде отно-
шения концентрации моноаминов в ликворе и в кро-
ви. При этом могут рассматриваться три вариан-
та: (1) коэффициент проницаемости приближается 
к единице, указывая на отсутствие барьера между 
ликвором и кровью; (2) коэффициент проницаемости 
больше единицы, что свидетельствует о барьерном 
препятствии поступления моноаминов из ликвора 
в кровь; (3) коэффициент проницаемости меньше 
единицы, что свидетельствует о барьерном ограни-
чении поступления моноаминов из крови в ликвор.

Для расчета коэффициента проницаемости барье-
ров между ликвором и кровью для моноаминов кон-
центрация моноаминов была измерена как в лик-
воре, так и в крови крыс в онтогенезе. Выявлено 
сходство в возрастной динамике изменений кон-
центрации моноаминов – дофамина, норадреналина 
и серотонина – в плазме. В незначительной концен-
трации эти моноамины обнаружены в крови на Э18, 
к П5 их концентрация многократно возрастает, а за-
тем к П30 снижается практически до уровня на Э18. 
Тем не менее, концентрация отдельных моноаминов 
в каждой возрастной группе существенно различа-
ется. Так, например, на П5 концентрация норадре-
налина в плазме в 15 раз больше, чем дофамина, 
и более чем в 150 раз меньше концентрации серо-
тонина. 

Определение соотношения концентраций моно-
аминов в ликворе и крови показало, что коэффи-
циент проницаемости барьеров между ликвором 
и кровью на Э18 равен 8.5 и 13 для норадреналина 
и дофамина соответственно. Это означает, что ка-
техоламины, содержащиеся в ликворе, поступают 
туда только из мозга. Для серотонина такие рас-
четы не могли быть проведены, поскольку серото-
нин в ликворе плодов в это время не определяется. 
В постнатальном периоде, хотя коэффициент про-
ницаемости для катехоламинов значительно сни-
жается, он остается больше единицы. Это означает, 
что и в этот период катехоламины поступают в лик-
вор только из нейронов мозга. 

В отличие от катехоламинов коэффициент прони-
цаемости для серотонина на П5 лишь незначительно 
меньше единицы, однако он резко возрастает к П30. 
Это означает, что барьер, препятствующий обмену 
моноаминов между ликвором и кровью, действует 
и для серотонина. Наиболее важным доказатель-
ством того, что моноамины не способны проникать 
через барьеры на пути из крови в ликвор, служит 
высокий уровень адреналина в крови крыс на П5 
и П30 при его отсутствии в ликворе у крыс тако-
го же возраста. Полученные данные подтверждают 
представления о существовании в пре- и постнаталь-
ном периоде барьеров, препятствующих поступлению 
веществ из ликвора в кровь и обратно [34–36].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Получены доказательства того, что: (1) ликвор 
взрослых крыс и крыс в перинатальном периоде со-
держит функционально наиболее значимые моно-
амины – дофамин, норадреналин и серотонин; (2) 
моноамины, содержащиеся в ликворе, имеют преи-
мущественно нейрональное (мозговое) происхожде-
ние и практически не поступают из общей системы 
циркуляции; (3) моноамины содержатся в ликворе 
в физиологически активной концентрации, в кото-
рой они могут действовать в качестве нейрогормо-
нов в объемной нейротрансмиссии – в перинаталь-
ном периоде в необратимой регуляции развития 
нейронов в качестве морфогенетических факторов, 
а у взрослых животных – в обратимой регуляции 
функциональной активности нейронов-мишеней. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта РНФ (№ 20-14-00325).
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ВВЕДЕНИЕ
Сибирская язва – антропозоонозная инфекция, воз-
будителем которой является грамположительная, 
аэробная, спорообразующая, палочковидная бакте-
рия Bacillus anthracis. В зависимости от пути про-
никновения бактерии в организм выделяют три 
первичные формы заболевания: желудочно-кишеч-
ную (алиментарный путь проникновения), кожную 
(контактный путь) и легочную (ингаляционный). 
Все эти формы могут привести к летальному ис-
ходу, однако наиболее опасным для жизни человека 
считается воздушно-капельный путь [1, 2]. Размер 
спор B. anthracis колеблется от 1 до 5 мкм, что по-
зволяет им легко проникнуть в альвеолы легких 

при вдыхании. Попавшие в легкие споры не прорас-
тают, а быстро и эффективно фагоцитируются аль-
веолярными макрофагами и дендритными клетками, 
которые затем переносятся по лимфатическим про-
токам к грудным лимфатическим узлам, где споры 
переходят в вегетативную форму и, разрушая клет-
ки, распространяются по всему организму [3].

Патогенез сибирской язвы определяется двумя 
бинарными токсинами и капсулой, которые коди-
руются плазмидами pX01 и pX02. Плазмида pX01 
кодирует три компонента сибиреязвенного ток-
сина: летальный фактор с молекулярной массой 
83 кДа (ЛФ), отечный фактор 89 кДа (ОФ) и про-
тективный антиген 85 кДа (ПА). Вторая плазмида, 
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РЕФЕРАТ Нейтрализация летального токсина Bacillus anthracis представляет важную проблему как фун-
даментальной медицины, так и практического здравоохранения в разрезе борьбы с особо опасными ин-
фекциями. Нами получено нейтрализующее моноклональное антитело 1Е10 против летального токсина 
B. аnthracis. Описаны этапы рецепторного взаимодействия протективного антигена с поверхностью 
эукариотических клеток, образования олигомеров протективного антигена, сборки летального токсина 
и его транслокации с помощью эндоцитоза в эукариотическую клетку с последующим образованием 
истинной поры и выходом летального токсина в цитозоль. Показано селективное действие антитела 
на стадии взаимодействия B. anthracis с эукариотической клеткой, выявлен механизм токсиннейтрали-
зующей активности антитела 1Е10. Обнаружено, что взаимодействие моноклонального антитела 1Е10 
с протективным антигеном приводит к ингибированию ферментативной активности летального фак-
тора, по всей видимости, за счет нарушения формирования истинной поры протективного антигена, 
что блокирует выход летального фактора в цитозоль.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА сибирская язва, моноклональные антитела, токсиннейтрализующая активность, ци-
тометрический анализ, протективный антиген, летальный фактор. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЛТ – летальный токсин; ЛФ – летальный фактор; рЛФ – рекомбинантный 
летальный фактор B. anthracis; ОФ – отечный фактор; ПА – протективный антиген; рПА – рекомби-
нантный протективный антиген B. anthracis; MAPKK – киназа митоген-активируемой протеинкиназы; 
MEK – митоген-активируемая киназа; МКАТ – моноклональное антитело; ТНА – токсиннейтрализу-
ющая активность; ФСБ – фосфатно-солевой буфер; MES – морфолино-2-этансульфоновая кислота; 
ПААГ – полиакриламидный гель; ФСБ-Т – фосфатно-солевой буфер с добавлением 0.05% Твин-20. 
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pX02, кодирует гены, участвующие в синтезе поли-
D-глутамила капсулы. Удаление любой плазмиды 
ослабляет вирулентность бактерий [4].

Субъединицы А (эффекторная) бинарных токси-
нов возбудителя сибирской язвы представлены ЛФ 
и ОФ, субъединица В – ПА. Субъединицы А и В об-
разуют летальный токсин (ЛТ), состоящий из ПА 
и ЛФ, и отечный токсин (ОТ), состоящий из ПА 
и ОФ. Свое название бинарные токсины получили 
в соответствии с их биологическими эффектами, на-
блюдаемыми в животных моделях. Внутрикожная 
инъекция ОТ (ПА + ОФ) вызывает отек, а инъек-
ция ЛТ (ПА + ЛФ) в высокой концентрации при-
водит к тяжелой гипотензии с летальным исходом 
[5, 6].

Ключевой для патогенеза сибирской язвы субъ-
единицей токсинов является ПА, который спосо-
бен связываться с рецепторами на поверхности 
иммунокомпетентных клеток и обеспечивает про-
никновение ЛФ и ОФ в клетку. Рецепторное вза-
имодействие ПА массой 83 кДа с клеточной мем-
браной сопровождается отщеплением фрагмента 
20 кДа фуриноподобными протеазами клеток хо-
зяина, в результате чего образуется ПА с молеку-
лярной массой 63 кДа (ПА63). Мономерный ПА63 
начинает олигомеризоваться, образуя гептамерные 
или октамерные структуры, называемые препо-
рами. С одним гептамером связываются три мо-
лекулы ЛФ или ОФ, а с октамером четыре [7, 8]. 
Комплекс, образующийся после сборки ПА и ЛФ/
ОФ, поглощается клеткой путем клатринзависимого 
эндоцитоза. Образовавшаяся эндосома постепенно 
закисляется. В результате изменения уровня pH 
в окружающей среде ПА меняет свою конформа-
цию и, внедряясь в эндосому, формирует истин-
ную пору для транслокации ЛФ/ОФ в цитозоль [9]. 
ЛФ – это цинк-зависимая металлопротеаза, которая 
расщепляет киназу митоген-активируемой киназы 
(МАРКК) в цитозоле, что в конечном итоге приво-
дит к апоптозу клетки [10, 11]. На рис. 1 показаны 
все этапы сборки и токсического действия ЛТ и ОТ 
B. anthracis, а также ключевые этапы, на которых 
возможно проявление антитоксического действия 
моноклональных антител, специфически взаимо-
действующих c доменом IV протективного антигена 
B. anthracis. 

Одним из перспективных путей защиты орга-
низма от B. anthracis считается создание протек-
тивных терапевтических антител. Терапевтические 
антитела стали в последние годы мощным инстру-
ментом в борьбе с целым рядом патологий [12, 13]. 
Они используются в качестве агента, направленно-
го на элиминацию патологических клеток [14, 15]. 
Весьма активно антитела используются в качестве 

протективных агентов при токсикоинфекциях [11, 
16, 17].

На рис. 1 представлено несколько возможных 
путей нарушения взаимодействия токсина с эука-
риотической клеткой. В частности, можно блоки-
ровать связывание ПА с клеточным рецептором 
или нарушить образование гептамерного комплекса. 
Также можно подавить связывание эффекторных 
субъединиц токсинов с препорой или ингибировать 
превращение препоры в истинную пору, следствием 
чего будет ингибирование киназного каскада. 

К настоящему времени получено несколько моно-
клональных антител (МКАТ), нейтрализующих ЛТ, 
преимущественно мышиных, хотя имеются и ток-
синнейтрализующие МКАТ человека (Raxibacumab, 
GlaxoSmithKline). Тем не менее, продолжается по-
иск новых более эффективных антител, способных 
нейтрализовать ЛТ [18].

Ранее мы получили МКАТ 1Е10, проявляющее 
специфическую активность в отношении домена 
IV ПА [19]. Результаты исследований, проведен-
ных на клеточной линии J774A.1 и на мышах, по-
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Рис. 1. Схематическая модель сборки и проявления 
активности токсинов B. anthracis. 
Нумерованными стрелками указаны ключевые этапы, 
на которых возможно проявление антитоксического 
действия моноклонального антитела 1Е10, специфиче­
ски взаимодействующего c доменом IV протективного 
антигена B. anthracis: 1 – связывание МКАТ с ПА­
рецептором; 2 – предотвращение сборки олигомер­
ной ПА63­препоры; 3 – ингибирование связывания ЛФ 
и ОФ с ПА и предотвращение эндоцитоза эффектор­
ных субъединиц токсинов; 4 – ингибирование превра­
щения олигомерной формы препоры PA63 в истинную 
пору
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казали выраженную способность МКАТ 1Е10 ней-
трализовать ЛТ сибирской язвы (часть данных 
не опубликована). Цель настоящего исследования 
заключалась в изучении механизма ингибирования 
моноклональным антителом 1Е10 цитотоксического 
действия ЛТ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали рекомбинантные белки: 
протективный антиген (рПА) [19] и летальный 
фактор (рЛФ) [20]. Эти белки имеют такие же 
аминокислотные последовательности, как и на-
тивные ПА и ЛФ B. аnthracis, но без сигнальных 
пептидов (UniProtKB – P13423 (PAG_BACAN) 
и UniProtKB – P15917 (LEF_BACAN) соответ-
ственно), слитые с N-концевым 6×His-tag и c-myc-
эпитопом. Экспрессированные в E. coli BL21(DE3) 
рПА и рЛФ очищали из клеточного лизата хрома-
тографией на металл-хелатном сорбенте cOmplete 
His-Tag Purification Resin (Roche, Германия). 
Биотинилированные варианты рекомбинант-
ных белков получали конъюгированием с суль-
фосукцинимидным (sulfo-NHS) эфиром биотина 
(Sigma, США). Меченные флуорофором вариан-
ты рекомбинантных белков (рПА-FITC и рЛФ-
Cy5) получали конъюгированием с FITC (Thermo 
Fisher, США) и Cy5 Mono-reactive dye (Amersham, 
Великобритания).

Оценка адгезии ПА на поверхности клеточной 
линии макрофагов J774A.1 в присутствии МКАТ 
1Е10 методом проточной цитофлуориметрии
Для оценки связывания ПА с поверхностными 
рецепторами макрофаги линии J774А.1 (ATCC ® 
TIB-67™) инкубировали (1 × 106 клеток на одну 
пробу) с меченным флуорохромом рПА-FITC 
или с рПА-FITC, заранее инкубированным с МКАТ 
1Е10 в эквимолярном соотношении в течение 1 ч 
при 37°С. Клетки линии J774А.1 инкубировали 
с пробами рПА-FITC или рПА-FITC+МКАТ в те-
чение 1 ч при 37°С в СО2-инкубаторе с плавным 
перемешиванием на орбитальном шейкере. После 
инкубации все пробы отмывали 3 раза нагретым 
до 37°С фосфатно-солевым буфером (ФСБ; 137 мМ 
NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 1.76 мМ KH2PO4, 
рН 7.4) и фиксировали 1% формалином. Образцы 
анализировали на проточном цитофлуориметре 
FACSAria III (Becton Dickinson, США) с использо-
ванием программного обеспечения BD FACSDiva 
(версия 8.0). Сначала клетки гейтировали по прямо-
му (FSC) и боковому (SSC) светорассеянию, что по-
зволяло определить размер и гранулярность соот-
ветственно. Способность МКАТ 1Е10 ингибировать 
адгезию рПА-FITC на поверхности клеток оцени-

вали с использованием гейтирования по каналам 
SSC-A/FITC-A.

Влияние МКАТ 1Е10 на олигомеризацию ПА
Полноразмерный рПА массой 83 кДа (ПА83) расще-
пляли трипсином (Roche) в концентрации 1 мкг/мл 
при комнатной температуре в течение 45 мин и по-
лучали ПА63 и ПА20. Реакцию прекращали, до-
бавляя соевый ингибитор трипсина (Roche) до ко-
нечной концентрации 10 мкг/мл, и выдерживали 
при тех же условиях. Для стимулирования олиго-
меризации в растворе ко всем пробам добавляли 
рЛФ в молярном соотношении рПА : рЛФ = 2 : 1. 
На следующем этапе к расщепленному рПА добав-
ляли МКАТ 1Е10 в молярных соотношениях 1:1, 1:2 
или 1:3. Контрольные пробы содержали нерасще-
пленный рПА83, а также ПА63+ПА20 без добавле-
ния антитела. Все пробы инкубировали при темпе-
ратуре 37°C в течение 60 мин. Затем во все пробы 
вносили раствор морфолино-2-этансульфоновой 
кислоты (MES) pH 5.5 до конечной концентрации 
50 мМ и инкубировали при 37°C в течение 30 мин. 
Для дальнейшего разделения в градиентном (4–20%) 
ПААГ в неденатурирующих и нередуцирующих ус-
ловиях к пробам добавляли буфер для нанесения 
(по Лэммли) без меркаптоэтанола. После электро-
форетического разделения пробы переносили на ни-
троцеллюлозную мембрану Hybond-C Extra (GE 
Healthcare, Великобритания) при помощи системы 
автоматического полусухого блотинга (Trans-Blot® 
Turbo™ Transfer System, Bio-Rad, США). После за-
вершения переноса мембрану блокировали, погру-
жая в обезжиренное молоко с массовой долей жира 
не более 0.5%, инкубировали в течение 1 ч на орби-
тальном термостатируемом шейкере при 300 об/мин 
и 37°С. Мембраны промывали фосфатно-солевым 
буфером с добавлением 0.05% Твин-20 (ФСБ-Т; 
137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 1.76 мМ 
KH2PO4, 0.05% Твин-20, рН 7.4). Затем мембрану 
инкубировали с биотинилированными монокло-
нальными антителами мыши против ПА (клон 4F5 
со специфической активностью в отношении доме-
на III ПА, получены во ФБУН ГНЦ ПМБ) в раз-
ведении 5 мкг/мл (1 ч, 37°С). После инкубации 
мембрану трехкратно отмывали ФСБ-Т и инкуби-
ровали со стрептавидином, конъюгированным с пе-
роксидазой хрена (Streptavidin−Peroxidase Polymer, 
Ultrasensitive, Sigma, США), в разведении 1 : 5000, 
затем шестикратно отмывали ФСБ-Т. Визуализацию 
проводили раствором субстратной смеси на основе 
диаминобензидина (0.05% диаминобензидина (Sigma, 
США), 0.015% Н2О2 в ФСБ, рН 7.4). Реакцию оста-
навливали промывкой дистиллированной водой, за-
тем мембрану высушивали на воздухе. 
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Исследование влияния МКАТ 1Е10 на эндоцитоз 
ЛТ методом проточной цитофлуориметрии
Взаимодействие рПА с рЛФ с последующим эндо-
цитозом ЛТ подтверждали методом проточной ци-
тофлуориметрии. С этой целью макрофаги линии 
J774A.1 (1 × 106 клеток на одну пробу) одновремен-
но инкубировали с рПА-FITC и рЛФ-Cy5 с добавле-
нием МКАТ 1Е10 или в отсутствие МКАТ. Растворы, 
содержащие рПА-FITC и/или рЛФ-Cy5, в присут-
ствии МКАТ или без антитела, предварительно ин-
кубировали в течение 1 ч при 37°С, затем добавля-
ли к клеткам. В качестве контроля использовали 
макрофаги J774A.1 (1 × 106 клеток), отдельно ин-
кубированные с рПА-FITC+рЛФ и рЛФ-Cy5+рПА, 
а также интактные неокрашенные клетки линии 
J774A.1. Все пробы инкубировали (30 мин, 37°C) 
в СО2-инкубаторе при плавном перемешивании 
на орбитальном шейкере. Затем все пробы трижды 
отмывали ФСБ, нагретым до 37°С. Белки с поверх-
ности клеток слущивали, добавляя 0.01% раствора 
трипсина, инкубировали в течение 5 мин при 37°C, 
затем трижды отмывали теплым ФСБ. Клетки 
фиксировали 1% формалином. Образцы анализиро-
вали на проточном цитофлуориметре FACSAria III. 
Гейтирование проводили по прямому (FSC) и бо-
ковому (SSC) светорассеянию, для оценки влияния 
МКАТ 1Е10 на взаимодействие ЛФ с ПА и эндоци-
тоз ЛТ проводили гейтирование по каналам флуо-
ресценции FITC-A и Cy5-A. 

Влияние МКАТ 1Е10 на проявление 
специфической активности ЛТ 
Специфическую активность интернализованно-
го ЛТ определяли по присутствию нативного либо 
расщепленного МЕК. Готовили следующие пробы: 
макрофаги линии J774A.1 мыши (1 × 107 клеток) 
инкубировали в присутствии ЛТ в молярном соот-
ношении рПА : рЛФ = 5 : 1 с добавлением МКАТ 
1Е10 и без него. ЛТ предварительно инкубирова-
ли с МКАТ или без них в течение 1 ч при 37°С, 
затем добавляли растворы к клеткам и инкуби-
ровали в течение 30, 60, 120 и 240 мин при 37°C 
в СО2-инкубаторе при плавном перемешивании 
на орбитальном шейкере. В качестве интактного 
контроля использовали макрофаги J774A.1 (1 × 107 

клеток) без добавления ЛТ или МКАТ. После ин-
кубации клетки осаждали центрифугированием, за-
тем осадок лизировали в 0.5% Тритон Х-100, после 
чего добавляли буфер для нанесения (по Лэммли) 
с добавлением меркаптоэтанола. Готовые пробы 
наносили на градиентный (4–20%) ПААГ. После 
электрофоретического разделения выполняли 
вестерн-блот-анализ с использованием стандартной 
методики, которая описана выше. Мембрану инку-
бировали с моноклональными антителами кролика 
против МЕК1 + МЕК2 (Abcam, Великобритания, 
ab200179) в разведении 1 : 10 000. По окончании 
инкубации со специфическими моноклональны-
ми антителами против МЕК мембрану отмывали 
ФСБ-Т и инкубировали с антивидовыми антитела-
ми, конъюгированными с пероксидазой хрена (Goat 
Anti-Rabbit IgG Antibody, (H+L) HRP conjugate, 
Merck, Германия) в разведении 1 : 1000 в ФСБ. 
Взаимодействие визуализировали цветной реакцией 
с использованием диаминобензидина.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Оценка способности МКАТ 1Е10 ингибировать 
адгезию рПА на поверхности макрофагоподобной 
клеточной линии J774A.1
На рис. 2 показано распределение клеток J774A.1, 
инкубированных в среде (А), с FITC-меченным ПА 
(Б) и с FITC-меченным ПА, предварительно обра-
ботанным МКАТ 1Е10 (В). Сравнительный анализ 
цитофлуорограмм свидетельствует об идентично-
сти распределения клеток линии J774A.1 на рис. 2Б 
и 2В. В обоих случаях после инкубации с рПА-
FITC, обработанным МКАТ 1Е10 или нет, наблюдали 
одинаково высокий уровень флуоресценции клеток, 
что свидетельствовало об адгезии к их поверхности 
рПА-FITC. На основании полученных результатов 
можно сделать вывод, что МКАТ 1Е10 не блокирует 
связывание рПА с поверхностью эукариотических 
клеток.

Оценка способности МКАТ 1Е10 блокировать 
образование олигомеров ПA
Влияние моноклональных антител 1Е10 на олиго-
меризацию ПА изучали с применением вестерн-

Рис. 2. Влияние антител 1Е10 на адгезию рПА 
на поверхности клеточной линии J774A.1. 
A – образцы клеток, проинкубированные 
в среде в отсутствие рПА­FITC и МКАТ 1E10. 
Б – образцы клеток, проинкубированные 
с рПА­FITC. В – образцы клеток, проинку­
бированные с рПА­FITC, предварительно 
обработанным МКАТ 1E10
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блотинга. Добавление МКАТ 1Е10 к расщепленному 
ПА63 в молярных соотношениях антиген : МКАТ = 
1:1, 1:2, 1:3 не влияло на формирование олигомера 
(рис. 3). Таким образом, МКАТ 1Е10 не препятству-
ет олигомеризации ПА и формированию препоры.

Влияние МКАТ 1Е10 на взаимодействие рЛФ 
с рПА и эндоцитоз ЛТ
На рис. 4 представлены цитофлуорограммы кле-
ток линии J774A.1. Видно, что все клетки линии 
J774A.1, к которым были добавлены меченные флу-
орохромом рПА и рЛФ, обработанные МКАТ 1Е10, 
имели высокий уровень внутриклеточной флуорес-
ценции FITC и Cy5 (рис. 4Г), что свидетельствует 
об отсутствии способности МКАТ 1Е10 блокировать 
взаимодействие рПА и рЛФ и эндоцитоз ЛТ.

Влияние МКАТ 1Е10 на проявление 
специфической активности ЛТ
ЛФ – это цинк-зависимая эндопептидаза, которая 
расщепляет MAPKK, в том числе MEK1 и MEK2, 
с отщеплением пептида с молекулярной массой око-
ло 1.2 кДа. На рис. 5А и 5Б (дорожки 3, 5, 7, 9) пока-
зано, что под влиянием ЛТ происходит расщепление 
МEK1 и МEK2, тогда как при предварительной об-
работке ЛТ моноклональным антителом 1Е10 МEK1 
и МEK2 остаются целыми. При длительной инкуба-
ции (240 мин) пробы, приготовленные из клеточной 
культуры, которую инкубировали с ЛТ без добав-
ления МКАТ, содержали очевидно меньшее коли-
чество МEK1 и МEK 2 (рис. 5А и 5Б, дорожка 9), 
что, вероятно, свидетельствует о прохождении рЛФ 
через истинную пору в цитозоль клетки и прояв-
лении ферментативной активности рЛФ в отноше-
нии МEK1 и МEK2, приводящей клетки к апоптозу. 
Таким образом, установлено, что взаимодействие 
МКАТ 1Е10 с рПА приводит к ингибированию фер-
ментативной активности ЛТ в отношении МEK1 
и МEK2.

ОБСУЖДЕНИЕ 
В России для лечения больных сибирской яз-
вой применяют антибиотики и противосибиреяз-
венный лошадиный иммуноглобулин (33 ЦНИИИ 
Минобороны РФ ФБУ, Россия), который содержит 
поликлональные антитела к антигенам вакцинно-
го штамма B. anthracis СТИ-1 и сибиреязвенным 
токсинам. При генерализованной форме заболе-
вания антибиотики не эффективны, а применение 
противосибиреязвенного лошадиного иммуноглобу-
лина может вызвать побочные эффекты, включая 
анафилактический шок и сывороточную болезнь 
[20, 21]. Применение моноклональных антител по-
зволяет обеспечить предсказуемую эффективность 

Рис. 3. Оценка способности МКАТ 1Е10 блокировать 
образование олигомеров ПA63. 1 – маркеры моле­
кулярных масс SM0671 (Fermentas, США); 2 – кон­
троль рПА (83 кДа); 3 – ПА63; 4 – ПА63 + рЛФ; 
5 – ПА63 + МКАТ 1E10 (1:1) + рЛФ; 6 – ПА63 + МКАТ 
1E10 (1:2) + рЛФ; 7 – ПА63 + МКАТ 1E10 (1:3) + рЛФ

Рис. 4. Оценка влияния МКАТ 1Е10 на взаимодействие 
рЛФ с рПА и эндоцитоз ЛТ. Гистограмма А – образцы 
клеток, проинкубированные в среде без добавления 
ЛТ или МКАТ. Гистограмма Б – образцы клеток, про­
инкубированные с рПА­FITC и немеченым рЛФ. Гисто­
грамма В – образцы клеток, проинкубированные с не­
меченым ПА и рЛФ­Cy5. Гистограмма Г – образцы 
клеток, проинкубированные с рПА­FITC и рЛФ­Cy5, 
предварительно обработанные МКАТ 1Е10
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нейтрализации сибиреязвенного токсина, а ис-
пользование химерных антител снизит аллергиза-
цию организма. Использование МКАТ против ПА 
считается наиболее перспективным направлением 
для терапии сибирской язвы, обеспечивающим ин-
гибирование токсического действия сибиреязвенных 
токсинов. Это обусловлено тем, что ПА необходим 
для проявления токсичности субъединицей ЛТ, обе-
спечивающей проникновение ЛФ и ОФ в цитозоль 
клетки. Полученное нами ранее МКАТ 1Е10 к до-
мену IV ПА показало свою токсиннейтрализующую 
эффективность в отношении ЛТ, что позволяет рас-
сматривать его в качестве основы для получения 
химерного терапевтического МКАТ. В представлен-
ной работе проанализированы стадии, на которых 
возможно проявление нейтрализующей активности 
МКАТ 1Е10 в отношении ЛТ. 

Анализ взаимодействия рПА с поверхност-
ной мембраной макрофагоподобной клеточной ли-
нии J774A.1, формирования олигомерных струк-
тур рПА с образованием препоры, взаимодействия 
рЛФ и рПА и эндоцитоза ЛТ в присутствии МКАТ 
1Е10 показал отсутствие ингибирующей активности 
МКАТ 1Е10 в отношении перечисленных процессов.

Мы предположили, что МКАТ 1Е10, связываясь 
с ПА, могло нарушать конформационные перестрой-
ки ПА в процессе формирования истинной поры 
для проникновения ЛФ в цитозоль, где и проявля-
ется ферментативная активность ЛФ. Как известно, 
ЛФ гидролизует МEK1 и МEK2 в N-концевой об-
ласти с отщеплением пептида массой около 1.2 кДа. 
МEK1 и МEK2 относятся к митоген-активируе-
мым протеинкиназам (MAPKK), которые участву-
ют во множестве клеточных процессов. Используя 
специфическое к МEK1 + МEK2 антитело, мы по-
казали, что опсонизация ПА моноклональным анти-
телом 1Е10 приводит к ингибированию фермента-
тивной активности ЛТ в отношении МEK1 и МEK2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, механизм ингибирования ЛТ моно-
клональным антителом 1Е10 заключается в пода-
влении ферментативной активности ЛФ в отноше-
нии МEK1 и МEK2, что, по всей видимости, связано 
с нарушением формирования истинной поры и не-
возможностью выхода ЛФ в цитозоль. 

Данное исследование, на наш взгляд, с очевид-
ностью показало потенциал использования те-
рапевтических антител в борьбе с инфекциями. 
Необходимо отметить, что пандемия, вызванная 
COVID 19, подтвердила этот вывод. Наряду с боль-
шими успехами в создании вакцин, оправданным 
признано использование вируснейтрализующих 
антител для некоторых категорий пациентов [22]. 
Получение человеческих нейтрализующих анти-
тел основано на селекции отдельных B-клеток с ис-
пользованием цитометрических микрофлюидных 
технологий [23, 24]. C помощью этих технологий 
осуществлен реальный прорыв в создании SARS-
CoV-2-нейтрализующих терапевтических антител 
[25, 26]. Полученное нами мышиное моноклональное 
антитело против летального токсина B. anthracis 
может быть преобразовано в химерное монокло-
нальное антитело или гуманизированное, что позво-
лит использовать его в качестве терапевтического 
препарата. 

Работа выполнена в рамках отраслевой 
программы Роспотребнадзора.

Конфликт интересов.  
Авторы заявляют об отсутствии конфликта 

интересов. Соблюдение этических норм. 

Настоящая статья не содержит описания 
каких-либо исследований с участием людей 

или животных в качестве объектов.

Рис. 5. Влияние МКАТ 1Е10 на проявление фермен­
тативной активности рЛФ в отношении МEK1 и МEK2. 
А – результаты вестерн­блотинга, соотнесенные 
с маркерами молекулярных масс. Б – увеличен­
ное изображение результатов вестерн­блотинга. 
1 – маркеры молекулярных масс SM0671 (Fermentas, 
США); 2 – контроль – интактные клетки J774A.1; 
3 – клетки J774A.1 + ЛТ, инкубация 30 мин; 4 – клет­
ки J774A.1 + (ЛТ + МКАТ 1Е10), инкубация 30 мин; 
5 – клетки J774A.1 + ЛТ, инкубация 60 мин; 6 – клетки 
J774A.1 + (ЛТ + 1Е10), инкубация 60 мин; 7 – клет­
ки J774A.1 + ЛТ, инкубация 120 мин; 8 – клетки 
J774A.1 + (ЛТ + 1Е10), инкубация 120 мин; 9 – клет­
ки J774A.1 + ЛТ, инкубация 240 мин; 10 – клетки 
J774A.1 + (ЛТ + 1Е10), инкубация 240 мин
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ствующие его требованиям, отклоняются Редакционным 
советом и Редколлегией без рецензирования. Редакция 
не рассматривает работы, результаты которых уже были 
опубликованы или находятся на рассмотрении в других 
изданиях.

Максимальный объем обзора вместе с таблицами и спи-
ском литературы не должен превышать 50 000 знаков с про-
белами (примерно 30 страниц формата А4, напечатанных 
через 1.5 интервала, шрифт Times New Roman, 12 размер) 
и 16 рисунков.

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

Новые приоритетные данные, требующие срочного опу-
бликования, могут быть напечатаны в разделе «Краткие 
сообщения». Краткое сообщение должно содержать по-
становку задачи, экспериментальный материал и выводы. 
Объем краткого сообщения не должен превышать 12 000 
знаков (5–6 страниц формата А4 вместе с таблицами и спи-
ском литературы не больше 12 источников). Число рисун-
ков не должно превышать трех. 

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

и инициалов авторов, названий организаций, рефера-
та, ключевых слов, сокращений, подписей к рисункам, 
русскоязычных ссылок;

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

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

ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕЙ
Рукопись должна быть построена следующим образом: 

 • УДК в левом верхнем углу. Шрифт – курсив, размер 9.
 • Название статьи. Шрифт – полужирный. Заглавие 
не должно быть слишком длинным или коротким и мало-
информативным. Оно должно отражать главный резуль-
тат, суть и новизну работы. Название не должно превы-
шать 100 знаков.
 • Инициалы и фамилии авторов (в обзорах не более 5 ав-
торов).

 • Указывается электронный адрес автора, ответственно-
го за переписку с редакцией, включая работу с коррек-
турой. Автор, ответственный за переписку, выделяется 
значком *. 
 • Приводится полное название научной организации и ее 
ведомственная принадлежность. Если научных учрежде-
ний два и более, необходимо цифровыми надстрочными 
индексами связать название учреждения и фамилии ав-
торов, в нем работающих. 

 • Реферат. Структура реферата должна быть четкой и от-
ражать следующее: постановка проблемы, описание экс-
периментальных методов, возможность практических при-
ложений, возможность постановки новых задач. Средний 
объем реферата составляет 20 строк (примерно 1500 зна-
ков).
 • Ключевые слова (3–6). В них следует отразить: предмет 
исследования, метод, объект, специфику данной работы.
 • Список сокращений. 
 • Введение.
 • Раздел «Экспериментальная часть».
 • Раздел «Результаты». 
 • Раздел «Обсуждение» (или «Результаты и обсуждение»). 
 • Раздел «Выводы» (или «Заключение»). В конце раздела 
указываются названия организаций, финансировавших 
работу, в скобках – номера грантов. 
 • Раздел «Список литературы». 

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

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

пл
 – темпера-

тура плавления, Т
ф. п

 – температура фазового перехода. 
Исключение: млн – миллион – без точки. 
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 • Десятичные цифры набираются только через точку, 
а не через запятую (0.25 вместо 0,25). 
 • Сокращения единиц измерений пишутся только русски-
ми буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).

 • Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус», «ин-
тервал» или «химическая связь» пробелами не отбиваются.
 • В качестве знака умножения используется только «×». 
Знак «×» ставится только в том случае, если справа 
от него стоит число. Символом «∙» обозначаются ком-
плексные соединения в химических формулах, а также 
нековалентные комплексы (ДНК∙РНК и т.п.).
 • Используются только «кавычки», но не “кавычки”. 
 • В формулах используются буквы латинского и греческо-
го алфавитов.
 • Латинские названия родов и видов животного мира пи-
шутся курсивом, таксонов более высокого ранга, а также 
названия вирусов и бактериофагов в латинской транс-
крипции – прямым шрифтом. 

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

 • Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокислотных 
остатков (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (ATP, AMP и т.д.) 
пишутся в латинской транскрипции прямым шрифтом.
 • Нумерация азотистых оснований и аминокислотных 
остатков пишется без дефиса (T34, Ala89).
 • При выборе единиц измерения необходимо придержи-
ваться международной системы единиц СИ.
 • Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, кДа, 
МДа).
 • Количество пар нуклеотидов обозначается сокращения-
ми (п.н., т.п.н.).
 • Количество аминокислотных остатков обозначается со-
кращением (а.о.).
 • Биохимические термины (в частности, названия фер-
ментов) приводятся в соответствии с международными 
правилами IUPAC.
 • Сокращения терминов и названий в тексте должны быть 
сведены к минимуму. 
 • Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах 
и графиках недопустимо.

ТРЕБОВАНИЯ К ИЛЛЮСТРАЦИЯМ 
 • Рисунки к статьям приводятся отдельными файлами 
в формате TIFF, при необходимости – в заархивированном 
виде.
 • Иллюстрации должны иметь разрешение не ниже 300 
dpi для цветных и полутоновых изображений и не менее 
600 dpi для черно-белых иллюстраций. 
 • Недопустимо использование дополнительных слоев. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Шкурников М.Ю. Влияние нагрузок различной интен-
сивности на концентрацию белка теплового шока с 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  
следующий электронный адрес: actanaturae@gmail.com,  
телефон: (495) 727-38-60.
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