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Кооперация и конкуренция вторичной структуры и РНК-белковых 
взаимодействий в регуляции альтернативного сплайсинга 

М. А. Воробьева, Д. А. Скворцов, Д. Д. Первушин
Регуляция альтернативного сплайсинга в клетках эукариот осуществля-
ется за счет скоординированного действия большого числа факторов, 
включающих в РНК-связывающие белки и структуру РНК. Структура 
РНК оказывает влияние на альтернативный сплайсинг, блокируя цис-
регуляторные элементы, а также приближая или отдаляя их друг от друга. 
В сочетании с РНК-связывающими белками вторичная структура способ-
ствует образованию конформаций транскриптов, необходимых для полу-
чения нужных сплайс-изоформ. Однако связывание регуляторных белков 
зависит от структуры РНК, и, наоборот, формирование структуры РНК 
зависит от взаимодействия с регуляторами. Таким образом, структура РНК 
и РНК-связывающие белки являются неотделимыми компонентами общих 
регуляторных механизмов. В обзоре рассмотрены примеры регуляции аль-
тернативного сплайсинга РНК-связывающими белками, примеры регуля-
ции локальными и дальними взаимодействиями в структуре РНК, а также 
их совместные действия, кооперация и конкуренция. 

Совместное действие вторичной 
структуры РНК и РНК-белковых 
взаимодействий 

Мускариновые холинорецепторы в скелетной мышце: 
локализация и функциональная роль 
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И. В. Ковязина, А. А. Хамидуллина
В обзоре рассмотрены современные представления о функ-
циях мускариновых холинорецепторов в скелетной мышце, 
в частности, в нервно-мышечном синапсе, а также о сигналь-
ных путях, связанных с активацией разных подтипов этих 
рецепторов в скелетных мышцах холоднокровных и тепло-
кровных животных. Обсуждаются различные подходы к из-
учению функций мускариновых рецепторов в моторных си-
напсах, а также проблемы, возникающие при интерпретации 
экспериментальных данных. Заключительная часть обзора 
посвящена анализу внутриклеточных механизмов и сигналь-
ных путей, опосредующих эффекты мускариновых агентов 
на параметры нервно-мышечной передачи.

Схематическое изображение локализации 
мускариновых холинорецепторов подтипа М1 
и сопряженных с ним сигнальных путей в нерв-
но-мышечном синапсе позвоночных

Система для самоактивируемой адресной 
фотодинамической терапии на основе 
мультимодального белка DARP-NanoLuc-SOPP3
Е. И. Шрамова, А. Ю. Фролова, В. П. Филимонова, С. М. Деев, Г. М. Прошкина
В работе предложена полностью биосовместимая система на основе мультимо-
дального белка DARP-NanoLuc-SOPP3 для адресной HER2-специфичной самоак-
тивируемой фотодинамической терапии (ФДТ). Принцип работы системы основан 
на биолюминесцентном резонансном переносе энергии. Данная система позволяет 
преодолеть проблему ограниченной глубины проникновения возбуждающего света 
в ткани, а также проблему индуцированных солнечным светом фотодерматозов 
вследствие аберрантного накопления химических фотосенсибилизаторов в коже.

Система на основе 
мультимодального белка 
DARP-NanoLuc-SOPP3 
для адресной BRET-
индуцированной ФДТ
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РЕФЕРАТ Митохондриальные болезни, вызываемые мутациями в ядерных генах, входят в большую 
группу наследственных заболеваний, при которых наблюдается угнетение энергетического обмена. Эти 
заболевания представляют особый интерес, поскольку ядерные гены кодируют не только большинство 
структурных белков системы окислительного фосфорилирования (OXPHOS), но и все белки, участву-
ющие в их импорте из цитоплазмы и сборке в митохондриях. Дефекты в любом из этих белков могут 
привести к функциональному нарушению работы дыхательной цепи, включая дисфункцию комплекса 
I, играющего центральную роль в процессах клеточного дыхания и окислительного фосфорилирова-
ния, что является наиболее частой причиной митопатологий. Митохондриальные болезни проявляются 
в раннем возрасте и характеризуются прогрессирующим течением и поражением, в первую очередь, 
энергоемких тканей и органов. Терапию митохондриальных болезней необходимо начинать как можно 
раньше, однако их диагностика затрудняется гетерогенностью заболеваний и перекрыванием спектров 
их клинических проявлений. Для понимания молекулярного патогенеза митохондриальных болезней 
создают животные модели, т.е. животных с мутациями, проявления которых напоминают симптомы 
митопатологий человека. Использование животных моделей открывает новые возможности в иссле-
довании функций генов, кодирующих митохондриальные белки, молекулярных механизмов возникно-
вения и развития митопатологий, что необходимо для усовершенствования диагностики и разработки 
подходов к лекарственной терапии. В представленном обзоре суммированы и сопоставлены современ-
ные сведения о митохондриальных заболеваниях, вызванных мутациями в ядерных генах, и животных 
моделях, созданных для их изучения.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА митохондриальные болезни, ядерные гены, мутации, животные модели.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ МБ – митохондриальные болезни; мтДНК – митохондриальная ДНК; яДНК – 
ядерная ДНК; OXPHOS – окислительное фосфорилирование; FGF – факторы роста фибробластов.

УДК 576.311.347: 575.224:577.2

Животные модели митохондриальных 
заболеваний, вызванных мутациями 
в ядерных генах

О. А. Аверина1,2,3, С. А. Кузнецова1*, О. А. Пермяков1,3, П. В. Сергиев1,2,3
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Принята к печати 05.10.2023
DOI: 10.32607/actanaturae.25442

ВВЕДЕНИЕ
Митохондриальные болезни (МБ), вызванные му-
тациями в ядерных генах, представляют собой ге-
терогенную группу наследственных заболеваний, 
затрагивающих все процессы, связанные с мито-
хондриями. яДНК кодирует не только большин-
ство структурных белков системы окислительного 
фосфорилирования (OXPHOS, примерно 80 бел-
ков), но и все белки, необходимые для их импорта 
из цитоплазмы и сборки в митохондриях. Дефекты 

любого из этих белков могут привести к функцио-
нальному нарушению работы дыхательной цепи и, 
следовательно, к развитию МБ. Такой же негатив-
ный эффект может вызывать и дисфункция бел-
ков, влияющих на стабильность и/или целостность 
мтДНК. К МБ приводят также некоторые наруше-
ния, явно вызванные дефектами белков, функцио-
нирующих в других органеллах, например, WFS1 
в эндоплазматическом ретикулуме или EIF2S3 в ци-
топлазме [1, 2].
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Мутации в яДНК, вызывающие МБ, являются ау-
тосомно-доминантными или рецессивными, а также 
могут находиться в Х-хромосоме. Они обнаружены 
более чем в 300 генах, что составляет 78.5% от об-
щего количества генов, мутации в которых приво-
дят к МБ [3, 4].

Окислительное фосфорилирование обеспечивает 
энергией большинство клеток и тканей млекопи-
тающих. Система OXPHOS включает пять мульти-
субъединичных белковых комплексов, содержащих 
более 80 белков, кодируемых яДНК, а также 13 
субъединиц, кодируемых мтДНК. Мутации индиви-
дуальных компонентов системы OXPHOS являются 
причиной гетерогенной группы врожденных нару-
шений метаболизма – первичных МБ.

Наиболее часто к развитию МБ приводит дис-
функция комплекса I, крупнейшего ферментатив-
ного комплекса системы OXPHOS, играющего цен-
тральную роль в процессах клеточного дыхания 
и окислительного фосфорилирования [5]. Симптомы 
дефицита комплекса I чаще всего проявляют-
ся в детском возрасте: примерно 75% пациентов 
не доживают до 10 лет и почти 50% из них умира-
ют в возрасте до 2 лет [6]. В 1998 г. была описана 
первая мутация в кодируемой яДНК субъединице 
комплекса I, вызывающая синдром Лея (Leigh) [7]. 
Синдром Лея диагностируют почти у 80% детей 
с дефицитом комплекса I и примерно 70% из них 
связаны с мутациями в яДНК. У больных с син-
дромом Лея наблюдается развитие энцефалопатии, 
гипотонии, а также задержка развития, психомо-
торные дисфункции, дистония, судороги, дисфагия, 
дыхательная недостаточность и ранняя смертность 
[8]. Комплекс I (NADH:убихиноноксидоредуктаза) 
представляет собой L-образный многобелковый 
комплекс размером 1 МДа, состоящий из 45 раз-
личных субъединиц, организованных в шесть мо-
дулей (N, Q, ND1, ND2, ND4, ND5), локализованных 
на гидрофобном и гидрофильном (периферийном) 
плечах. С МБ, вызванными дефицитом комплек-
са I, связывают мутации в 39 различных ядерных 
генах. Большинство приводящих к МБ мутаций 
в ядерных генах локализованы в генах субъединиц 
NADH-дегидрогеназы и Q-модуля гидрофильного 
плеча. Мутации найдены как в основных каталити-
ческих субъединицах (NDUFV1, NDUFV2, NDUFS1, 
NDUFS2, NDUFS3, NDUFS7, NDUFS8), так и в субъ-
единицах, отвечающих за сборку и стабильность 
комплекса I (NDUFS4, NDUFS6, NDUFA2, NDUFA12, 
NDUFA13, NDUFA1, NDUFA6, NDUFA8, NDUFA9, 
NDUFA10, NDUFA11, NDUFB3, NDUFB8, NDUFB9, 
NDUFB10, NDUFB11, NDUFC2), что в целом вы-
зывает дефицит NADH:убихиноноксидоредуктазы. 
Дестабилизация комплекса I также приводит к не-

скольким дополнительным дефектам, включая из-
менение морфологии митохондриальной сети, мем-
бранного потенциала, внутриклеточного гомеостаза 
кальция и гиперпродукцию активных форм кисло-
рода. Пока не обнаружены и/или не опубликованы 
данные о мутациях в 13 генах, связанных с МБ: 
NDUFA5, NDUFAB1, NDUFS5, NDUFB4, NDUFV3, 
NDUFC1, NDUFB1, NDUFB2, NDUFB5, NDUFB6, 
NDUFAF7, ECSIT, NDUFA3. Однако благодаря все бо-
лее часто применяемой стратегии секвенирования 
экзома или всего генома в ближайшее время можно 
ожидать обнаружения новых патологических мута-
ций [3, 5]. 

Диагностика МБ, включающая оценку уров-
ня лактата, аланина, глюкозы и FGF в сыворотке 
крови, электронно-микроскопический и гистохи-
мический анализ ультраструктуры митохондрий 
и определение ферментативной активности ком-
понентов OXPHOS, представляет сложную задачу. 
Гетерогенность клинических проявлений МБ обу-
славливает сложность как в постановке правильного 
диагноза, так и в выборе терапии. Многие симптомы 
МБ имеют общие черты с другими наследственны-
ми болезнями, такими, как сахарный диабет, ин-
сульт или кардиомиопатия [4]. Эти проблемы мо-
гут быть решены при помощи моделирования МБ 
на животных. Мутантные животные модели могут 
пролить свет на механизмы развития МБ и функ-
ции генов, кодирующие митохондриальные белки. 
Высокая консервативность митохондриальных бел-
ков обуславливает широкий выбор модельных объ-
ектов для исследования последствий мутаций у че-
ловека.

ЖИВОТНЫЕ МОДЕЛИ МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ
Выбор животной модели МБ всегда остается пред-
метом многочисленных дискуссий. Ни одна модель 
по своей сути не является «хорошей» или «плохой»; 
о ценности отдельной модели можно судить толь-
ко в контексте конкретного проекта. При выборе 
вида, пола, генетических свойств модельного объ-
екта отталкиваются от направления исследования 
и поставленных целей для достижения максималь-
но адекватного переноса результатов, полученных 
на животных, на человека. Также необходимо про-
анализировать возможность использования организ-
мов, стоящих на более низкой ступени эволюции, 
без ущерба для получения репрезентативных ре-
зультатов. Немалую роль в выборе эксперименталь-
ного организма должны играть факторы доступ-
ности объекта, удобства манипуляций, стоимости 
проведения исследований и простоты обслужива-
ния. При выборе объекта необходимо основывать-
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ся на генетической и физиологической гомологии. 
Генетическая дивергенция между человеком и дру-
гими млекопитающими составляет порядка 90 млн 
лет. Например, между человеком и такими модель-
ными объектами, как карликовые свиньи (Porcula 
salvania) и овцы (Ovis aries), она достигает 94 млн 
лет, а между человеком и кроликами (Oryctolagus 
cuniculus) и крысами (Rattus norvegicus) – 87 млн 
лет [9]. В связи с этим геномы всех млекопитающих 
считаются сравнительно схожими. Однако в тече-
ние многих лет именно лабораторная мышь (Mus 
musculus) остается квинтэссенцией модельных объ-
ектов для исследования генетических МБ челове-
ка. В целом, мыши и человек имеют практически 
одинаковый набор генов. Области генома мыши 
и человека, кодирующие белок, идентичны пример-
но на 85%. Почти каждый ген, найденный у одного 
вида, обнаружен в близкородственной форме у дру-
гого; при этом одни гены идентичны на 99%, а дру-
гие только на 60% [10].

Первые генетические исследования на мышах 
отталкивались не от изменения генотипа, модели-
рующего патологию, а от схожих с исследуемой 
патологией фенотипов, возникающих вследствие 
случайных, спонтанных мутаций или вызванных 
воздействием мутагенных факторов. С появлени-
ем методов редактирования генома мышей отпала 
необходимость подбора соответствующего феноти-
па после случайного мутагенеза, стало возможным 
создавать в геноме мыши специфические мутации 
и изучать их последствия. Таким образом, мышиные 
модели чрезвычайно важны для выяснения функ-
ций генов и исследования патологических процес-
сов, связанных с мутациями в этих генах [11].

Разработаны мыши с измененным геномом, мо-
делирующие более 50% МБ, вызванных мутациями 
ядерных генов. Однако в половине случаев полная 
инактивация исследуемого гена приводит к эмбрио-
нальной летальности, хотя подобная патологическая 
мутация может быть причиной смерти в раннем 
возрасте [3–5, 12]. Для преодоления этого препят-
ствия в моделировании заболеваний анализируют 
животных с гетерозиготными мутациями в интере-
сующем гене. Хотя у одних гетерозиготных мутан-
тов патологический фенотип не проявляется, дру-
гие становятся модельными объектами; например, 
у гетерозиготных мышей Risp+/P224S ожидаемо сни-
жена активность митохондриального комплекса III 
[13], а мыши Tfam+/− характеризуются синдромом 
истощения (резкое снижение содержания) мтДНК, 
характерным для людей с мутацией данного гена 
[14]. Другим подходом к исследованию жизненно не-
обходимых генов стало создание условных ткане-
специфичных нокаутов этих генов. Такие нокауты 

разработаны почти для всех летальных мутаций 
в ядерных генах МБ в тканях и органах, которые 
более всех должны быть подвержены поражению 
при каждой конкретной мутации [3–5, 12]. В случае 
эмбриональной летальности идеальным объектом 
исследования становятся икринки рыб Danio rerio 
и амфибий Xenopus laevis, их мальки и головастики 
соответственно [15–17]. Эти модели хорошо зареко-
мендовали себя в исследованиях с редактированием 
генома [18]. На ранних стадиях развития D. rerio 
и X. laevis являются полупрозрачными, что позво-
ляет непрерывно в реальном времени оценивать 
и контролировать развитие основных внутренних 
органов. При этом D. rerio и X. laevis развиваются 
независимо от родительского организма и доступны 
для непосредственного воздействия препаратами 
на разных стадиях эмбриогенеза [19]. Кроме того, 
разработана батарея поведенческих тестов, позво-
ляющих анализировать нейродегенеративные нару-
шения на этих животных [20, 21].

К сожалению, возникают ситуации, когда манипу-
ляции с мышиным геномом, которые должны при-
водить к развитию МБ, не отражают клиническую 
картину этой патологической мутации у человека 
[22]. Такие результаты, с одной стороны, связывают 
с более высокой устойчивостью мышей к МБ [23], 
а с другой, некоторые мутации у человека могут 
проявляться в сочетании с более сложными фак-
торами, такими, как образ жизни и сопутствующие 
заболевания [24]. Выходом в подобных случаях мо-
жет стать использование другой животной модели. 
Например, при обнаружении мутации гена, коди-
рующего митохондриальный белок, участвующий 
в сборке цитохром-с-оксидазы, у человека диагно-
стируют синдром Лея, однако конститутивный нока-
ут SURF1-/- у мыши не воспроизводит тяжесть кли-
нического фенотипа у человека. Поэтому в данном 
случае подходящими модельными объектами стали 
мутантные свиньи SURF1-/- с характерной общей за-
держкой развития, мышечной слабостью, «младен-
ческой» задержкой развития центральной нервной 
системы и резко сниженной продолжительностью 
жизни [25].

Следует отметить вклад альтернативных объек-
тов исследования в моделирование основных мито-
хондриальных процессов и некоторых аспектов па-
тологий человека: 

Лабораторные рыбки D. rerio считаются опти-
мальной альтернативой мышам. На них можно смо-
делировать синдром Лея, в частности, с дисфунк-
цией печени, а также МБ, затрагивающие нервную, 
иммунную и сердечно-сосудистую системы. Кроме 
того, как упоминалось выше, разработаны поведен-
ческие тесты для оценки нарушений двигатель-
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ной активности и сенсорных реакций, характерных 
для клинических проявлений МБ [26].

Нематода Caenorhabditis elegans и плодовая муха 
Drosophila melanogaster, несмотря на их сильную 
дивергенцию от человека (686 млн лет [9]), стали 
мощными генетическими моделями МБ с большим 
потенциалом в ранних высокопроизводительных 
скринингах терапевтических агентов [27, 28]. 

Микроорганизмы также используются для из-
учения МБ. Так, функции митохондрий у человека 
и Saccharomyces cerevisiae (дрожжи) в высокой сте-
пени сходны. В дрожжах можно воспроизвести па-
тогенные мутации, которые приводят к дисфункции 
митохондрий у человека. Дрожжи показали себя хо-
рошей альтернативной моделью для изучения МБ 
[29] и скрининга терапевтических соединений [30]. 

Таким образом, создание надежных животных 
моделей позволяет исследовать функции генов, ко-
дирующих митохондриальные белки, молекулярные 
механизмы возникновения и развития МБ, что не-
обходимо для усовершенствования диагностики 
и разработки подходов к лекарственной терапии.

ЖИВОТНЫЕ МОДЕЛИ МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ ЧЕЛОВЕКА, ВЫЗВАННЫХ 
МУТАЦИЯМИ В ЯДЕРНЫХ ГЕНАХ 
(СВОДНАЯ ТАБЛИЦА)
В результате анализа публикаций, посвященных 
описанию различных МБ [4, 5], а также инфор-
мации, представленной в регулярно обновляемых 
ресурсах Genomics England PanelApp [3] и Online 
Mendelian Inheritance in Man [12], нами создана та-
блица, в которой суммированы самые современные 
данные по МБ, вызванным мутациями в ядерных 
генах, и эти данные сопоставлены с соответству-
ющими животными моделями. Таблица содержит 
информацию о клинических проявлениях МБ, о му-
тациях в конкретных ядерных генах, вызывающих 
определенные МБ, о типе наследования, а также 

приведены подробные описания животных моде-
лей, соответствующих данным МБ. Эта сводная та-
блица может быть полезна как для планирования 
и анализа поисковых и клинических исследований, 
так и для написания научных трудов и публикаций.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Митохондриальные болезни считаются одними 
из наиболее распространенных генетических за-
болеваний, они могут возникать при рождении 
или развиваться в течение жизни. Генетические му-
тации, вызывающие эти заболевания, разнообразны, 
поэтому при описании фенотипического эффекта 
той или иной мутации исследователи сталкивают-
ся с проблемой, заключающейся в том, что послед-
ствия мутации представляют собой целый спектр 
разнообразных клинических проявлений. В связи 
с этим остро стоит задача описать фенотипы мито-
хондриальных мутаций и выявить механизмы, по-
средством которых те или иные мутации в генах, 
кодирующих митохондриальные белки, проявляют-
ся на уровне целого организма. Эта проблема может 
быть решена с помощью моделирования МБ на жи-
вых организмах. Манипуляции с геномом экспери-
ментальных объектов, особенно мышей, зачастую 
способны точно смоделировать клиническую карти-
ну МБ человека, предоставляя возможность иссле-
довать молекулярные механизмы патологических 
процессов, проводить тестирование лекарственных 
препаратов, прогнозировать их эффективность 
и подбирать новые методы лечения. 
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Животные модели митохондриальных заболеваний человека, вызванные мутациями в ядерных генах

Ген Клиническая картина Тип наследова-
ния

Дефицит митохондриального комплекса I
ACAD9
acyl-CoA dehydrogenase 
family, member 9

 • гипертрофическая кардиомиопатия,
 • снижение толерантности к физической нагрузке,
 • легкий дефицит бета-окисления

Aутосомно-
рецессивный

Мыши с нокаутом Acad9 [31]:
 • полная инактивация Acad9 приводит к эмбриональной летальности;
 • �при кардиоспецифичном нокауте Acad9 в сердечной ткани не экспрессируются гены Acadvl (кодирует длин-
ноцепочечную ацил-CoA-дегидрогеназу) и Ecsit (кодирует белок, участвующий в сборке комплекса I), снижена 
экспрессия Acadm, кодирующего среднецепочечную ацил-CoA-дегидрогеназу, показана дисфункция комплекса I; 
диагностируется развитие кардиомиопатии с утолщением предсердий и желудочков к 14-му дню жизни;

 • �при тканеспецифичном для мышц нокауте Acad9 снижена толерантность к физической нагрузке и лактоацидоз.
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NDUFS1
NADH-ubiquinone 
oxidoreductase Fe-S 
protein 1

 • синдром Лея,
 • кавитирующая лейкоэнцефалопатия

Аутосомно-
рецессивный

Гомозиготный нокаут гена Ndufs1 мыши летален [32].
NDUFS4
NADH-ubiquinone 
oxidoreductase Fe-S 
protein 4

 • комбинированный дефицит комплексов I и III,
 • синдром Лея,
 • гипертрофическая кардиомиопатия

Аутосомно-
рецессивный

Мыши с полным нокаутом гена Ndufs4 [33–35]:
 • Лея-подобный синдром,
 • атаксия, неврологические нарушения,
 • задержка развития,
 • развитие слепоты к 21 дню жизни,
 • ранняя смертность.

Тканеспецифичный нокаут Ndufs4, направленный на нейроны и глию [36]:
 • летальная прогрессирующая энцефалопатия,
 • реактивный фенотип глиальных клеток, потеря нейронов, атаксия;
 • нарушение дыхания.

Кардиоспецифичный нокаут Ndufs4 [37, 38]:
 • гипертрофическая кардиомиопатия.

Точечная мутация в гене Ndufs4 [39]:
 • эмбриональная летальность гомозиготных мышей Ndufs4-/-,
 • снижение активности комплекса I у гетерозиготных мышей на фоне стабильной работы комплекса II.

NDUFS6
NADH-ubiquinone oxido-
reductase Fe-S protein 6

 • лактоацидоз с летальным исходом в неонатальном периоде,
 • митохондриальная энцефаломиопатия,
 • синдром Лея 

Аутосомно-
рецессивный

Мыши с нокдауном гена Ndufs6 [40, 41]:
 • кардиомиопатия, систолическая дисфункция,
 • заболевание почек с изменением ультраструктуры.

NDUFV1
NADH-ubiquinone oxido-
reductase flavo protein 1

 • митохондриальная энцефаломиопатия,
 • церебральная атаксия,
 • синдром Лея 

Аутосомно-
рецессивный

Трансгенная линия Caenorhabditis elegans (почвенная нематода) по гену Nio-1, гомологу Ndufv1 [42]:
 • лактоацидоз,
 • снижение NADH-зависимого митохондриального дыхания,
 • гиперчувствительность к экзогенному окислительному стрессу.

NUBPL
nucleotide-binding 
protein-like protein

 • лейкоэнцефалопатия Аутосомно-
рецессивный

Гомозиготный нокаут гена Nubpl мыши летален [32].
NDUFAF7
NADH dehydrogenase 
(ubiquinone) complex I, 
assembly factor 7

 • патологическая миопия

Летальность мышей с гомозиготным нокаутом гена Ndufaf7 [15].
Морфолинопосредованный нокдаун Ndufaf7 у D. rerio [15]:

 • задержка вылупления мальков,
 • морфологические аномалии,
 • снижение активности комплекса I.

NDUFS7
NADH-ubiquinone oxido-
reductase Fe-S protein 7

 • синдром Лея Аутосомно-
рецессивный

Гомозиготный нокаут гена Ndufs7 мыши летален [32].
NDUFA1
NADH-ubiquinone 
oxidoreductase subunit a1

 • синдром Лея Х-сцепленный 
рецессивный

Мутантные мыши с направленным разрушением мРНК субъединицы комплекса I, Ndufa1 [43]:
 • дефицит комплекса I, увеличение уровня активных форм кислорода,
 • поражение зрительного нерва и сетчатки.
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NDUFA13
NADH-ubiquinone 
oxidoreductase subunit 
a13
или
GRIM19
gene associated with 
retinoid- & interferon-
induced mortality 19

 • энцефалопатия на фоне сенсорной недостаточности,
 • синдром Лея,
 • рак щитовидной железы

Аутосомно-
рецессивный

Мутантные мыши с дефицитом Grim19 [44]:
 • эмбрионы Grim19-/- погибают к 9.5 дню эмбрионального развития,
 • �замедление и аномалии развития бластоцист Grim19-/- на фоне нарушений в структуре митохондрий и дефектно-
го комплекса I (в норме Grim19 располагается в комплексе I и отвечает за его сборку),

 • гетерозиготные мыши Grim19+/- не имеют физиологических и фенотипических аномалий.

NDUFA8
NADH-ubiquinone oxido-
reductase subunit a8

 • задержка развития,
 • микроцефалия,
 • эпилепсия,
 • потеря веса и отставание в физическом развитии,
 • дефекты в развитии речи

Аутосомно-
рецессивный

Гомозиготный нокаут гена Ndufa8 мыши летален [32].

NDUFB11
NADH-ubiquinone 
oxidoreductase 1 beta 
subcomplex, 11

 • множественные врожденные пороки развития,
 • �микрофтальмия с линейными кожными дефектами (MLS-синдром),
 • эмбриональная мужская летальность,
 • лактоацидоз,
 • гистиоцитоидная кардиомиопатия,
 • офтальмомикрия,
 • дефекты кожи

Х-сцепленный

Нокдаун гена Ndufb11 у Drosophila [45]:
 • сокращение продолжительности жизни,
 • снижение скорости метаболизма,
 • дефекты сборки комплекса I,
 • увеличение уровня лактата и пирувата.

Дефекты электрон-транспортной цепи митохондрий; нарушение OXPHOS
UCP2
uncoupling protein 2  • ожирение Не показано

Мыши с нокаутом гена Ucp2 [46, 47]:
 • �отсутствие ожирения, нормальная реакция на воздействие холода или диету с высоким содержанием жиров,
 • �устойчивы к инфекции Toxoplasma gondii (образует кисты в головном мозге) за счет увеличения уровня актив-
ных форм кислорода в макрофагах,

 • �повышенная секреция инсулина, стимулированная глюкозой, что специфично для сахарного диабета II типа.
Мутантные мыши с повышенной экспрессией Ucp2 в гипокретиновых (орексин) нейронах [48]:

 • �у этих мутантных мышей повышена температура гипоталамуса, что приводит к общему снижению температуры 
тела на 0.3–0.5˚С,

 • �данные мутанты обладают повышенной энергетической эффективностью и большей средней продолжительно-
стью жизни.

Мыши с нокаутом гена Ucp1 [49]:
 • �чувствительны к холоду, что указывает на нарушение терморегуляции,
 • накапливают избыточный жир в буро-жировой ткани, но не становятся тучными,
 • потерю Ucp1 компенсирует Ucp2, экспрессирующийся в буром эпидидимальном жире.

Мыши с нокаутом гена Ucp3 [50]:
 • инактивация Ucp3 связана с повышенной регуляцией Ucp1 и Ucp2 в буро-жировой ткани,
 • �в скелетных мышцах увеличивается соотношение дыхания состояний 3 и 4, как следствие утечки протонов,
 • �в скелетных мышцах повышение производства активных форм кислорода и снижение митохондриальной аконитазы.

PDHA1
pyruvate dehydrogenase,
alpha-1

 • �нарушение связи между гликолизом и циклом трикарбоновых кислот,
 • синдром Лея,
 • дефицит пируватдегидрогеназы E1-альфа,
 • неврологическая дисфункция,
 • лактоацидоз,
 • задержка роста,
 • ранняя смертность

Х-сцепленный 
доминантный 

Инактивация гена Pdha1 пируватдегидрогеназы мыши эмбрионально летальна [51].
Мутантные D. rerio с дефектами зрительной функции «noa» (no optokinetic response a) имеют дефицит 
дигидролипоамид-S-ацетилтрансферазы (Dlat), субъединицы PDH E2 [16]:

 • �фенотип, сходный с синдромом дефекта комплекса пируватдегидрогеназы у человека (неврологическая дисфунк-
ция, лактоацидоз, задержка роста, ранняя смерть). 
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PDSS2 
renyl diphosphate syn-
thase, subunit 2

 • дефект синтеза убихинона, CoQ10,
 • энцефаломиопатия,
 • тубулопатия,
 • атаксия

Аутосомно-
рецессивный

Эмбриональная летальность мышей с нокаутом гена Pdss2 [52].
Тканеспецифичный нокаут Pdss2, нацеленный на подоциты почечных клубочков [52]:

 • нефротический синдром без изменений уровня кофермента Q в гомогенатах почек.
Тканеспецифичный нокаут Pdss2, нацеленный на гепатоциты [52]:

 • истощение кофермента Q в гомогенатах печени,
 • дисфункция митохондриальной дыхательной цепи,
 • нарушение основных метаболических процессов.

Тканеспецифичный нокаут Pdss2, нацеленный на почки (Pdss2kd/ kd) [53]:
 • �аномалии ультраструктуры почечных митохондрий, почечная недостаточность CoQ, снижение активности дыха-
тельной цепи, повышенный окислительный стресс,

 • развитие нефропатии с протеинурией вплоть до летальной почечной недостаточности,
 • аномалии мозжечка.

COQ9
coenzyme Q9 Дефицит коэнзима Q10 (убихинона) Аутосомно-

рецессивный
Мыши с укороченной мутацией R239X в гене Coq9 [54]:

 • нарушение дыхания митохондрий с потерей ATP и активности комплекса I,
 • энцефаломиопатия,
 • гибель нейронов, демиелинизация, вакуолизация, губчатая дегенерация и астроглиоз,
 • фиброз сердца,
 • нарушение двигательной функции и прогрессирующий паралич,
 • ранняя смертность.

CYCS
cytochrome C somatic 
isoform

 • тромбоцитопения Аутосомно-
доминантный 

Дефицит Cyt С у мышей вызывает эмбриональную гибель и ослабляет стресс-индуцированный апоптоз [55].
Мыши, экспрессирующие мутантный Cyt С (аллель KA), с сохранением функции переноса электронов, но с дис-
функцией активации Apaf-1 [56]:

 • экзенцефалия и гидроцефалия,
 • кахексия,
 • лимфопения.

COQ2
coenzyme Q2, 
polyprenyltransferase

 • энцефаломиопатия,
 • тубулопатия,
 • атаксия

Аутосомно-
рецессивный

 • склонность к множественной системной атрофии
Аутосомно-
рецессивный / 
доминантный

Гомозиготный нокаут гена Coq2 у мыши летален [32].
Дефицит митохондриального комплекса II

SDHD
succinate dehydrogenase 
complex, subunit D, 
integral membrane 
protein

 • параганглиома и стромальная саркома желудка,
 • феохромоцитома

Аутосомно-
рецессивный / 
доминантный

Гомозиготный нокаут гена Sdhd у мыши летален [57, 58].

SDHA
succinate dehydrogenase 
complex, subunit A, flavo 
protein

 • синдром Лея,
 • кардиомиопатия

Аутосомно-
рецессивный

 • нейродегенерация с атаксией,
 • атрофия зрительного нерва,
 • параганглиома

Аутосомно-
доминантный

Гомозиготный нокаут гена Sdha у мыши летален [32].
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Дефицит митохондриального комплекса III

BCS1L 
BCS1 homolog, ubiquinol-
cytochrome c reductase 
complex chaperone

 • энцефалопатия,
 • тубулопатия,
 • печеночная дисфункция,
 • синдром Бьёрнстада,
 • GRACILE-синдром

Аутосомно-
рецессивный

Мыши с гомозиготной мутацией Bcs1l [59]:
 • мышиная модель синдрома GRACILE – неонатального МБ с поражением печени и почек,
 • задержка роста и короткая продолжительность жизни,
 • истощение печеночного гликогена, стеатоз, фиброз, цирроз, тубулопатия, 
 • лактоацидоз,
 • дефицит комплекса III в печени, сердце и почках.

UQCRFS1
ubiquinol-cytochrome c 
reductase,
rieske iron-sulfur
или
RISP
Rieske iron-sulfur protein

 • гипертрофическая кардиомиопатия,
 • тромбоцитопения,
 • гипотония,
 • повышенный уровень лактата и аланина в сыворотке,
 • �незначительные нарушения двигательных навыков со снижением 
мышечной силы

Аутосомно-
рецессивный

Гомозиготная мутация Risp у мышей летальна [13].
У гетерозиготных мутантов Risp+/P224S мыши [13]:

 • снижена активность комплекса III на фоне падения уровня железосерного белка «RISP»,
 • снижен общий метаболизм и продолжительность жизни у самцов, но не у самок.

Условный нокаут по гену Risp в нейронах мыши (cKO) с использованием системы Cre-loxP [60]:
 • короткая продолжительность жизни,
 • внезапная смерть с минимальными поведенческими изменениями,
 • потеря веса,
 • циклическая гиперактивность, 
 • сниженная работоспособность,
 • обширный окислительный стресс,
 • �нейродегенеративные заболевания, гибель нейронов, поражение пириформной и соматосенсорной коры головного 
мозга, связанное с дефектом CIII области головного мозга.

Мутантные мыши с инактивацией Risp в регуляторных T (Treg)-клетках [61]:
 • Treg-специфический дефицит комплекса III,
 • развитие раннего, летального воспалительного заболевания,
 • потеря способности подавлять Т-клетки без изменения пролиферации и выживания клеток Treg,
 • увеличение метилирования ДНК.

Дефицит митохондриального комплекса IV
COX4I2 или
COX4-2
cytochrome C oxidase, 
subunit 4i2 / IV, isoform 2

 • экзокринная панкреатическая недостаточность,
 • дизэритропоэтическая анемия,
 • гиперостоз свода черепа,
 • специфическая для легких изоформа субъединицы Cox4 CIV

Аутосомно-
рецессивный

Мутантные мыши с инактивацией гена Cox4I2 [62]:
 • �патология легких с воспалением и формированием кристаллов Шарко–Лейдена (в мокроте при бронхиальной астме)

COX6A2
cytochrome C oxidase, 
subunit 6a2 

 • ранняя гипотония,
 • слабость лицевых мышц и конечностей,
 • высокий свод неба,
 • дыхательная недостаточность,
 • кардиомиопатия,
 • нарушение умственного развития

Аутосомно-
рецессивный

Мутантные Cox6a2-/- мыши [63]:
 • �стабильный аномально низкий вес даже на фоне высокожировой диеты, связанный с неэффективным энергетиче-
ским обменом, повышенным расходом энергии и адаптивным термогенезом,

 • высокие уровни экспрессии Ucp1 и 2 в сердце и жировой ткани,
 • волокна скелетных мышц функционируют в более медленном окислительном режиме,
 • увеличение размера митохондрий мышц,
 • �повышенная толерантность к глюкозе и чувствительность к инсулину, что связано с повышенным фосфорилиро-
ванием и конститутивной активацией Ampk.
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COX10
cytochrome C oxidase 
assembly factor

 • дефицит митокомплекса IV,
 • атаксия,
 • ацидоз,
 • гипогликемия,
 • гипотония,
 • митохондриальная энцефалопатия,
 • мышечная слабость,
 • опущение верхнего века,
 • пирамидный синдром,
 • проксимальная тубулопатия,
 • эпилептическое состояние,
 • кардиомиопатия,
 • гипотрофия,
 • лактоацидоз,
 • синдром Лея 

Аутосомно-
рецессивный

Мыши с тканеспецифичной для мышц инактивацией гена Cox10 [64]:
 • регрессивная миопатия и слабость,
 • ранняя смертность,
 • прогрессирующее снижение активности COX и повышение активности SDH в мышцах,
 • нервно-мышечная патология, гистологически выявленные признаки разорванных красных волокон,
 • аномальные митохондрии.

Мыши с тканеспецифичной для нейронов инактивацией гена Cox10 [65]:
 • снижение активности COX в коре головного мозга и гиппокампе,
 • ранняя смертность,
 • уменьшение размера и снижение плотности клеток переднего мозга,
 • дефекты поведения.

Мыши с тканеспецифичной для печени инактивацией гена Cox10 [66]:
 • ранняя смертность,
 • митохондриальная гепатопатия,
 • снижение массы тела и общей активности,
 • тяжелая дисфункция печени,
 • сниженная активность COX и повышенная активность SDH,
 • увеличение пролиферации митохондрий и снижение уровня ATP,
 • накопление липидов и исчерпание гликогена. 

Условный нокаут гена Cox10 характеризуется дисфункцией олигодендроцитов и шванновских клеток формировать 
COX [67]:

 • тяжелая невропатия с демиелинизацией, аномальные пучки Ремака в периферической нервной системе,
 • мышечная атрофия, паралич,
 • нарушение митохондриального дыхания.

SURF1
surfeit 1

 • синдром Лея,
 • амиотрофия Шарко–Мари–Тута

Аутосомно-
рецессивный

Мыши с инактивацией гена Surf1, кодирующего фактор сборки комплекса IV (COX).
Мутанты Surf1Neo−/− (замена 5–7 экзонов на кассету неомицрезистентности) [68]:

 • �90% эмбриональная летальность (предположительно вызвана не инактивацией Surf1, а присутствием кассеты neo 
или удалением регуляторных элементов),

 • сокращение продолжительности жизни,
 • �снижение двигательной активности, координации, мышечной силы и выносливости без явных аномалий морфоло-
гии головного мозга или неврологических симптомов,

 • подавление фертильности у обоих полов,
 • гистохимический анализ скелетных мышц и печени показал снижение активности COX и повышение SDH,
 • падение активности COX до 23–40% от нормы в разных тканях.

Мутанты Surf1loxp−/− (введение последовательности loxP в экзон 7, генерирующий стоп-кодон в положении 225, 
с устранением 81 С-концевой аминокислоты) [69]:

 • отсутствие эмбриональной летальности,
 • увеличение продолжительности жизни,
 • гистохимический анализ скелетных мышц показал снижение активности COX и повышение SDH,
 • снижение активности COX на 50–70% в различных тканях, 
 • �неврологические дефекты не развиваются, а проявляется устойчивость к опосредованному Ca2+ поражению изо-
лированных нейронов и головного мозга в целом,

 • митохондрии сохраняют нормальную морфологию и мембранный потенциал.
Мутантные свиньи SURF1-/- [25]:

 • общая задержка развития,
 • младенческая задержка развития центральной нервной системы,
 • мышечная слабость,
 • короткая продолжительность жизни,
 • дефицит цитохром-c-оксидазы в ворсинках тощей кишки (гистохимический анализ).
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SCO2
SCO cytochrome C oxi-
dase assembly protein 2

 • синдром Лея,
 • гипертрофическая кардиомиопатия,
 • невропатия

Аутосомно-
рецессивный

 • миопия Аутосомно-
доминантный

Мышиная модель с нокаутом Sco2-/- эмбрионально летальна [70].
Гомозиготные мыши со вставкой в гене Sco2 или с мутацией в компаунд-гетерозиготном состоянии жизнеспособны 
и демонстрируют недостаточность дыхательной цепи, дефекты сборки IV комплекса, снижение содержания меди 
в митохондриях и общую мышечную слабость [70].
COX15
cytochrome C oxidase 
assembly factor

 • синдром Лея,
 • гипертрофическая кардиомиопатия

Аутосомно-
рецессивный

Мыши с гомозиготным нокаутом Cox15-/- эмбрионально летальны [71].
Мыши с тканеспецифичной для скелетной мышцы мутацией имеют тяжелую миопатию [71].

Дефицит митохондриального комплекса V (ATP-синтазы)
Дефекты ATP-синтазы чаще всего связаны с мутациями мтДНК. Что касается мутаций в ядерных генах, то выде-
лено пять генов, связанных с МБ человека. Три из них, ATP5A1, ATP5D и ATP5E, кодируют структурные α-, 
δ- и ε-субъединицы фермента соответственно, а два других, ATPAF2 и TMEM70, кодируют специфические вспомо-
гательные факторы, облегчающие биогенез ATP-синтазы.
Все эти дефекты имеют сходный фенотип с выраженным генерализованным снижением содержания ATP-
синтазного комплекса:

 • неонатальная гипотония,
 • лактоацидоз,
 • гипераммониемия,
 • гипертрофическая кардиомиопатия,
 • 3-метилглутаконовая ацидурия.

Мутации в генах ATP5A1, ATP5D, ATP5E и ATPAF2 встречаются очень редко, а животные модели с этими мута-
циями в большинстве случаев летальны. Напротив, мутации в гене TMEM70 представляют собой наиболее частую 
причину дефицита ATP-синтазы.

TMEM70
transmembrane protein 
70

 • энцефалопатия,
 • лицевой дисморфизм,
 • гипертрофическая кардиомиопатия,
 • лактоацидоз

Аутосомно-
рецессивный

Мыши с гомозиготным нокаутом Tmem70-/- [72]:
 • эмбриональная летальность,
 • �у эмбрионов задержка развития сердечно-сосудистой системы, нарушение ультраструктуры митохондрий сердца 
с кристами неправильной структуры.

Мыши с гетерозиготным нокаутом Tmem70+/- [72]:
 • жизнеспособны,
 • нормальный постнатальный рост и развитие митохондриальной системы OXPHOS,
 • легкое ухудшение функции сердца.

Крысы с нокаутом гена Tmem70, созданным на генетическом бэкграунде линии SHR и под контролем универсаль-
ного промотора EF-1α [73]:

 • жизнеспособная модель,
 • генетическая комплементация восстановила экспрессию Tmem70 в различных тканях,
 • �для полного восстановления физиологических функций митохондрий биохимической комплементации биогенеза 
ATP-синтазы в печени достаточно 20% белка TMEM70 и одноаллельной экспрессии Tmem70, а в сердце не менее 
40% TMEM70 и оба трансгенных аллеля.

Истощение (снижение содержания) мтДНК
TYMP
thymidine phosphorylase

 • синдром истощения мтДНК,
 • митохондриальная нейрогастроинтестинальная энцефаломиопатия

Аутосомно-
рецессивный 

Мыши с двойным нокаутом Upp1/ Tymp [74, 75]:
 • �критический дефицит Tymp, повышенный уровень тимидина и дезоксиуридина в тканях, высокий уровень мито-
хондриального дезокситимидинтрифосфата,

 • частичное истощение мтДНК, недостаточность комплексов дыхательной цепи и энцефалопатия,
 • �интенсивные поражения головного мозга из-за повышения уровня пиримидина в плазме и последующего отека 
аксонов.



14 | ACTA NATURAE | ТОМ 15 № 4 (59) 2023

ОБЗОРЫ

ANT1
adenine nucleotide trans-
locator 1

 • синдром истощения мтДНК
Аутосомно-
доминантный
/ рецессивный

 • гипертрофическая кардиомиопатия,
 • гипотония

Аутосомно-
рецессивный

 • прогрессивная внешняя офтальмоплегия Аутосомно-
доминантный

Инактивация гена Ant1 у мышей [76, 77]:
 • митохондриальная миопатия, гипертрофическая кардиомиопатия, метаболический ацидоз,
 • митохондриальная пролиферация в скелетных мышцах и в сердце,
 • �нарушение работы комплексов I, III и IV дыхательной цепи митохондрий, развитие окислительного стресса 
в тканях мышц и сердца,

 • накопление множественных делеций мтДНК, дестабилизация мтДНК.
Инактивация гена Ant4 у мышей [78]:

 • дефект сперматогенеза, бесплодие самцов. 
Одновременная инактивация генов Ant1 и Ant2 в печени мыши [79]:

 • �активность комплекса IV и уровень белка COI, цитохрома-с повышаются для компенсации дефицита ATP OXPHOS,
 • �для активации mtPTP требуется больше Ca2+, чем обычно, а поры не могут регулироваться Ant-лигандами, вклю-
чая адениновые нуклеотиды,

 • гепатоциты способны реагировать на индукцию клеточной гибели,
 • �митохондрии печени демонстрируют увеличение частоты дыхания, отсутствие реакции на добавление ADP, 
увеличение мембранного потенциала.

TWNK
twinkle mtDNA helicase

 • синдром истощения (резкое снижение содержания) мтДНК,
 • синдром Альперса / прогрессирующая детская полиодистрофия,
 • синдром Перро (тип женского гипогонадизма),
 • младенческая форма спинно-мозжечковой атаксии

Аутосомно-
рецессивный

 • прогрессивная внешняя офтальмоплегия Аутосомно-
доминантный

Мутантные мыши со сверхэкспрессией Twinkle [80]:
 • аномальное увеличение количества копий мтДНК в мышцах и сердце.

Мыши с PEO-ассоциированной мутацией, несущие замену треонина на аланин в положении 360 белка Twinkle 
мыши – TwinkleAT [81]:

 • мягкий фенотип миопатии.
Мыши «Deletor» с PEO-ассоциированной мутацией, несущие внутрирамочную дупликацию аминокислот 353–365 – 
Twinkledup [81, 82]:

 • �митохондриальная миопатия; миофибриллярная структура заменяется увеличенными митохондриями с концен-
трическими кристами и пролиферацией,

 • �митохондриальная пролиферация в клетках Пуркинье мозжечка, пирамидных нейронах гиппокампа, нейронах 
серого покрова (слой серого вещества, закрывающий верхнюю поверхность мозолистого тела),

 • сниженный уровень мтДНК в мозге (но не в мышцах и сердце),
 • нарушения липидного обмена,
 • �профили экспрессии генов скелетных мышц с митохондриальной миопатией показали индукцию нескольких 
транскриптов, участвующих в ответе на аминокислотное и липидное голодание, активацию передачи сигналов 
Akt и связанного с голоданием гормона, фактора роста фибробластов-21.

POLG
polymerase, DNA, gamma

 • прогрессивная внешняя офтальмоплегия,
 • �синдром SANDO – системное заболевание, характеризующееся нару-
шением координации движений, равновесия, поражением нервов – 
сенситивная атаксия, невропатия, дизартрия и офтальмопарез,
 • паркинсонизм

Аутосомно-
доминантный
/ рецессивный

 • синдром истощения (резкое снижение содержания) мтДНК,
 • синдром Альперса / прогрессирующая детская полиодистрофия,
 • �митохондриальная нейрогастроинтестинальная энцефаломиопатия

Аутосомно-
рецессивный

Мыши D257A (proofreading-deficient PolgA) [83–88]:
 • увеличение уровней точечных мутаций и соматических мутаций мтДНК, индукция маркеров апоптоза,
 • �сокращение продолжительности жизни, уменьшение содержания подкожного жира, алопеция, кифоз, остеопороз, ане-
мия, снижение фертильности, увеличение сердца, анемия, потеря клеток кишечных крипт, веса и слуха, саркопения,
 • дефицит PolgA у эмбрионов мыши вызывает раннюю остановку развития.



ОБЗОРЫ

 ТОМ 15 № 4 (59) 2023 | ACTA NATURAE | 15

TK2
thymidine kinase, 
mitochondrial

 • миопатия,
 • синдром истощения (резкое снижение содержания) мтДНК,
 • прогрессивная внешняя офтальмоплегия

Аутосомно-
рецессивный

Мыши Tk2-/- с мутацией his126-to-asn (H126N) в гене Tk2 [89, 90]:
 • задержка роста, снижение активности, генерализованный грубый тремор и нарушение походки,
 • смертность в 2-недельном возрасте,
 • истощение мтДНК, наиболее заметное в головном мозге,
 • �снижение активности ферментов дыхательной цепи митохондрий, уровня ATP и соотношения ATP/ADP в голов-
ном мозге,

 • дегенерация и дисфункция отдельных типов нейронов,
 • аномальные вакуолярные изменения в нейронах спинного мозга,
 • наличие активированных глиальных клеток в белом веществе спинного мозга и коре головного мозга,
 • стремительно прогрессирующая энцефаломиелопатия.

DGUOK
deoxyguanosine kinase

 • синдром истощения (резкое снижение содержания) мтДНК,
 • синдром Альперса / прогрессирующая детская полиодистрофия,
 • нецирротическая портальная гипертензия / синдром Банти,
 • прогрессивная внешняя офтальмоплегия

Аутосомно-
рецессивный

Мутантные мыши Dguok-/- [91]:
 • потеря веса, уменьшение жировой ткани,
 • дефицит мтДНК в печени, головном мозге, сердце, скелетных мышцах,
 • накопление липофусцина в тканях печени с усилением окислительного стресса,
 • усиление катаболического метаболизма липидов,
 • увеличение относительного веса печени, почек, сердца,
 • нарушение (осветление) пигментации шерсти.

MPV17
mitochondrial inner mem-
brane protein

 • синдром истощения (резкое снижение содержания) мтДНК,
 • синдром Альперса / прогрессирующая детская полиодистрофия,
 • перонеальная амиотрофия Шарко–Мари–Тута

Аутосомно-
рецессивный

Мутантные мыши Mpv17-/- [92]:
 • истощение мтДНК в печени на фоне увеличенной скорости транскрипции,
 • истощение мтДНК в скелетных мышцах,
 • �умеренное снижение ферментативной активности дыхательной цепи митохондрий и легкие изменения цитоархи-
тектоники в печени,

 • нарушение (осветление) пигментации шерсти,
 • дегенерации кохлеарного сенсорного эпителия,
 • фокально-сегментарный гломерулосклероз с массивной протеинурией,
 • сокращенная продолжительность жизни.
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TFAM
mitochondrial 
transcription factor A 

 • синдром истощения (резкое снижение содержания) мтДНК Аутосомно-
рецессивный

Гомозиготные Tfam−/− мыши [14]:
 • эмбрионально летальное истощение мтДНК.

Гетерозиготные Tfam+/− мыши [14]:
 • уменьшение числа копий мтДНК и активности дыхательной цепи митохондрий в сердце.

Тканеспецифичный для сердца и мышц нокаут гена Tfam [93]:
 • �ранняя смертность на фоне мозаичной кардиоспецифической прогрессирующей недостаточности дыхательной 
цепи, дилатационной кардиомиопатии и атриовентрикулярной блокады сердечной проводимости,

 • истощение мтДНК и белка Tfam, дефицит комплексов I и IV в сердце и мышцах.
Тканеспецифичный для скелетных мышц мыши нокаут гена Tfam [94, 95]:

 • �прогрессирующая миопатия, уменьшение мышечной силы, связанное с повышенным уровнем митохондриального 
Ca2+, снижением высвобождения Ca2+ из саркоплазматического ретикулума,
 • увеличенные митохондрии с деформированными кристами,
 • снижение количества мтДНК, митохондриального транскрипта, функции дыхательной цепи и выработки ATP. 

Тканеспецифичный для дофаминергических нейронов среднего мозга мыши нокаут гена Tfam (MitoPark) [96]:
 • �развитие фенотипа, подобного паркинсонизму, включая особенности поведения, потерю дофаминергических 
нейронов, наличие телец Леви,

 • снижение экспрессии мтДНК и дефицит дыхательной цепи в дофаминергических нейронах среднего мозга.
Специфичный для Т-клеток нокаут гена Tfam мыши [97]:

 • �преждевременные признаки старения, включая метаболические, когнитивные, физические и сердечно-сосудистые 
изменения,

 • �развитие цитокинового шторма стало индуктором старения,
 • ранняя смертность.

Тканеспецифичный для β-клеток поджелудочной железы нокаут гена Tfam мыши [98]:
 • развитие митохондриального диабета,
 • �повышенный уровень глюкозы, прогрессирующее снижение β-клеточной массы и соотношения эндо/экзокринной 
ткани поджелудочной железы,

 • �в мутантных β-клетках снижена активность COX при нормальной активности SDH, митохондрии аномально 
большого размера.

Тканеспецифичный для клеток неокортекса нокаут гена Tfam мыши [99]:
 • мышиная модель митохондриальной нейродегенерации (MILON) с поздним началом (в районе 4–6 месяцев),
 • в нейронах снижена активность дыхательной цепи, уровень мтДНК и мтРНК,
 • повышенная уязвимость к эксайтотоксичному воздействию,
 • �короткая продолжительность жизни в финале с прогрессирующей нейродегенерацией и массивной гибелью 
клеток в гиппокампе и неокортексе.

Мутантные мыши с искусственной хромосомой P1 (PAC), экспрессирующие TFAM человека на фоне стабильной 
экспрессии TFAM мыши [100]:

 • суммарная сверхэкспрессия TFAM,
 • увеличение числа копий мтДНК при нормальной емкости дыхательной цепи и общей массы митохондрий,
 • �комбинация мутантов с сверхэкспрессией TFAM и нокаутом TFAM показала, что количество копий мтДНК прямо 
пропорционально зависит от общего уровня белка TFAM.

Нарушение метаболизма железа
ABCB7
ATP-binding cassette, 
subfamily b, member 7

 • сидеробластная анемия с атаксией Х-сцепленный 
рецессивный

 • �летальность полного нокаута гена Abcb7 связывают с дефектом внеэмбриональной висцеральной энтодермы, 
которая преимущественно содержит Х-хромосому в качестве активного аллеля [101],

 • �X-инактивации и тканеспецифичные делеции показали, что Abcb7 необходим для полноценного развития всех 
тканей, кроме гепатоцитов и эндотелиальных клеток [101],

 • �в печени потеря Abcb7 вызывала легкое повреждение митохондрий, нарушение сборки цитозольного кластера 
Fe-S и изменение восприятия железа, но не приводила к летальному исходу [101].
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FXN
frataxin
или FRDA

 • атаксия Фридрейха Аутосомно-
рецессивный

Мутантные мыши с делецией экзона 4 гена Frda [102]:
 • гомозиготная модель Frda-/- эмбрионально летальна,
 • эмбриональная смертность не связана с аномальным накоплением железа.

Жизнеспособная линия мышей с тканеспецифичным дефицитом фратаксина создана при скрещивании гомозигот 
по условному аллелю Frda с гетерозиготами по делеции экзона 4 Frda, дополненных системой эксцизии Cre/Lox 
под контролем промотора мышечной креатинкиназы (далее линия мутантных мышей «MCK») или нейрон-специфи-
ческой енолазы (далее линия мутантных мышей «NSE») [103, 104]:

 • �мутанты NSE не имеют явных признаков патологии, а посмертные исследования показали отсутствие отложений 
железа,

 • �в сердцах мутантных мышей «MCK» зафиксирован ранний дефицит комплексов I–III и активности аконитазы (7 
день жизни),

 • постепенная митохондриальная дегенерация развивается у мутантных мышей «MCK» с 4-недельного возраста,
 • с 7 недель в сердцах мутантных мышей «MCK» падает уровень окисления липидов и белков,
 • �внутримитохондриальное накопление железа у мутантных мышей «MCK» происходит на терминальной стадии 
(10–12 неделя жизни) после инактивации Fe/S-ферментов (4 неделя жизни) и развития дилатации сердца 
с гипертрофией левого желудочка (5 неделя жизни).

Тканеспецифичный нокаут Frda в гепатоцитах мыши [105]:
 • высокий уровень окислительного стресса в печени,
 • нарушение дыхания митохондрий, падение уровня ATP и активности Fe/S-ферментов,
 • сниженное OXPHOS,
 • развитие множественных опухолей печени,
 • сокращение продолжительности жизни.

Двойные гетерозиготные мутанты, созданные путем скрещивания мышей со вставкой повторов GAA в гене Frda 
(у человека интронная экспансия триплетов GAA в гене FXN вызывает дефицит фратаксина и, как следствие, 
атаксию Фридрейха) с мышами с нокаутом гена фратаксина [106–108]:

 • �длина повтора GAA определяет возраст начала соматической нестабильности, а также скорость и величину 
мутации,

 • мыши Frda - /230GAA жизнеспособны и не имеют ярко выраженного патологического фенотипа:
 • �на данной модели показано, что в основе повышенного липогенеза в скелетных мышцах и изменений состава 
волокон в сердце, согласующихся с резистентностью к инсулину и кардиомиопатией, лежит нарушение регуляции 
пути гамма-рецептора, активируемого пролифератором пероксисом (PPARγ).

Drosophila с инактивацией гена Dfh, гомолога фратаксина [109, 110]:
 • пролонгация личиночной стадии и сокращение жизни взрослых особей,
 • увеличение размера личинок,
 • нарушение экспрессии ферритина только у взрослых особей,
 • �H2O2 является важным патологическим субстратом, лежащим в основе фенотипов, возникающих при дефиците 
фратаксина у Drosophila.

Мутации в ядерных генах антиоксидантной защиты

SOD1
superoxide dismutase 1

 • боковой амиотрофический склероз,
 • спастическая тетраплегия,
 • аксиальная гипотония

Аутосомно-
рецессивный /
доминантный

Мутантные мыши с сверхэкспрессией Sod1 – основная модель бокового амиотрофического склероза. Создано 
несколько линий трансгенных мышей с различными формами мутаций Sod1, сверхэкспрессированных на разных 
уровнях. Наиболее часто используемой моделью бокового амиотрофического склероза стали мыши с мутацией 
SOD1G93A [111–113].
Мыши с дефицитом Cu/ZnSOD, нокаутом гена Sod1 [114, 115]:

 • увеличение количества митохондрий и гранул липофусцина в гепатоцитах,
 • повсеместное окислительное повреждение,
 • гепатоканцерогенез,
 • дисфункция сетчатки,
 • короткая продолжительность жизни.
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SOD2
superoxide dismutase 2  • микроангиопатия при сахарном диабете Не установлено

Мыши с дефицитом MnSOD, нокаут гена Sod2, созданные на генетическом бэкграунде инбредной линии C57BL6/J2 
[116]:

 • тяжелая анемия, дегенерация нейронов в базальных ганглиях и стволе мозга,
 • �прогрессирующие двигательные нарушения, характеризующиеся слабостью, утомляемостью и вращательным 
поведением,

 • обширные митохондриальные повреждения в дегенерирующих нейронах и сердечных миоцитах,
 • повышенная восприимчивость к окислительному повреждению митохондрий.

Мыши с дефицитом MnSOD, нокаут гена Sod2, созданные на генетическом бэкграунде аутбредной линии CD1 [117, 
118]:

 • короткая продолжительность жизни,
 • дилатационная кардиомиопатия,
 • накопление липидов в печени и скелетных мышцах,
 • метаболический ацидоз,
 • дефицит железосерного центра, аконитазы, цитратсинтазы, комплексов II и I в сердце и мозге,
 • накопление окислительных повреждений ДНК,
 • развитие органической ацидурии.

Гетерозиготные Sod2+/- мыши [119]:
 • модель «свободнорадикальной теории старения» – хронического окислительного повреждения тканей и клеток, 
 • �у мышей среднего возраста хроническое окислительное повреждение липидов во внутренней митомембране при-
водит к увеличению выхода протонов, 

 • �мыши среднего и пожилого возраста имеют высокосенсибилизированный mtPTP, что связано с трехкратным 
увеличением апоптотических гепатоцитов,
 • снижение митохондриальной функции сопровождается повышением активности ферментов дыхательной цепи.

GPX1
glutathione peroxidase 1  • гемолитическая анемия из-за дефицита глутатионпероксидазы Аутосомно-

рецессивный
Инактивация гена GPx1 у мышей показала [120–122]:

 • �GPx1 сильно экспрессируется в печени, головном мозге и почечной коре, но очень слабо в сердце и скелетных 
мышцах,

 • Gpx1 играет критическую роль в защите от окислительного стресса, в механизмах антиоксидантной защиты, 
 • GPx1−/− мыши жизнеспособны, но у них снижена масса тела и отмечена хроническая задержка роста,
 • �митохондрии GPx1−/− выделяют в 4 раза больше H2O2 в печени, но не в сердце, что, предположительно, связано 
с наличием каталазы в митохондриях сердца.

Сверхэкспрессия GPx1 в сердце мышей на фоне моделирования инфаркта миокарда (перевязка левой коронарной 
артерии) привела к лучшим показателям и выживаемости по сравнению с мышами дикого типа [123].

Мутации в ядерных генах митохондриальной динамики

MFN2
mitofusin 2

 • аксональная амиотрофия Шарко–Мари–Тута
Аутосомно-
доминантный
/ рецессивный

 • наследственная моторная сенсорная нейропатия Аутосомно-
доминантный

Тканеспецифичная для мозжечка инактивация гена Mfn2 у мышей [124, 125]:
 • модель нейродегенерации, вызванная потерей слияния митохондрий,
 • �50% смертность в помете; для эмбрионов показано разрушение гигантоклеточного слоя плацентарного трофобла-
ста; фрагментированные митохондрии в эмбриональных фибробластах,

 • �клетки Пуркинье Mfn2-/- имеют аномальную морфологию, короткие, тонкие и менее разветвленные дендритные 
деревья со сниженным количеством шипов; изменения морфологии, ультраструктуры и распределения митохон-
дрий со снижением активности комплексов I и IV и увеличением активности комплекса II,

 • �у выживших мышей атрофия мозжечка на 75% за счет снижения количества и качества клеток Пуркинье; нару-
шение координации движений.

Тканеспецифичная инактивация гена Mfn2 в периферических двигательных нейронах [126]:
 • �у гомозиготных особей отсутствие способности сгибать задние лапы с атрофией передних икроножных мышц; 
укороченные, деформированные хвосты с изгибами и утолщениями;

 • �в двигательных аксонах Mfn2-/-, при общем снижении их количества, фиксируют аномалии в распределении 
митохондрий с образованием плотных кластеров.
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OPA1 
OPA1 mitochondrial 
dynamin-like GTPase

 • атрофия зрительного нерва Аутосомно-
доминантный

 • синдром Бера,
 • синдром истощения мтДНК

Аутосомно- 
рецессивный

 • склонность к развитию глаукомы Не установлено
Мыши с мутацией в гене Opa1, кодирующем ядерную динамин-родственную GTP-азу, которая локализуется 
в митохондриях [127, 128]:

 • снижение уровня белка Opa1 на 50%,
 • гомозиготная мутация эмбрионально летальна,
 • �у гетерозиготных особей обнаруживают возрастную дегенерацию ганглионарных клеток сетчатки и снижение 
зрительной функции,

 • �в зрительных нервах Opa1+/- снижено количество аксонов, а у оставшихся аномальная форма, нерегулярная 
миелинизация, уменьшение количества нейрофибрилл и морфологически аномальные митохондрии с дезоргани-
зованными кристами,
 • изменение морфологии фибробластов Opa1+/- с увеличением митохондриального деления и фрагментации.

Дефект деления митохондрий и пероксисом

DNM1L
dynamin 1-like

 • энцефалопатия,
 • микроцефалия,
 • атрофия зрительного нерва,
 • лактоацидоз

Аутосомно-
доминантный
/ рецессивный

Гомозиготный нокаут гена Drp1 у мышей летален [129].
 • �у эмбрионов Drp1-/- нарушение развития сердца и печени, истощение клеточного слоя нервной трубки, увеличен-
ные митохондрии, 

 • цитокинез в фибробластах Drp1-/- протекает асимметрично,
 • нейрональные клетки высокочувствительны к Са2+-зависимому апоптозу.

Мыши со специфичной для нервных клеток делецией Drp1 (NS-Drp1-/-) [129]:
 • младенческая смертность в результате гипоплазии и апоптоза головного мозга,
 • �анализ первичной культуры переднего мозга NS-Drp1-/- показал, что агрегированные митохондрии не могут долж-
ным образом распределяться в отростках нервных клеток,

 • нейрональные клетки высокочувствительны к Са2+-зависимому апоптозу.
Гетерозиготный нокдаун Dnm1l у мышей приводит к удлинению митохондриальной сети ганглиозных клеток сет-
чатки, но не к дегенерации аксонов в зрительном нерве [130].

Дефицит кофакторов митохондриальных ферментов
SLC19A2
solute carrier family 19 
(thiamine transporter), 
member 2

 • �тиамин (витамин В1)-чувствительная мегалобластная анемия 
(TRMA)

Аутосомно-
рецессивный

Мутантные мыши с инактивацией гена Slc19a2, кодирующего высокоаффинный переносчик тиамина Thtr-1 [131, 132]:
 • отсутствие высокоаффинного компонента транспорта тиамина,
 • сахарный диабет со сниженной секрецией инсулина и усиленным ответом на инсулин,
 • нейросенсорная глухота, потеря внутренних волосковых клеток в улитке,
 • аномальный костный мозг с мегалобластозом.
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ВВЕДЕНИЕ
Большинство эукариотических транскриптов в про-
цессе созревания подвергаются сплайсингу – про-
цессу, при котором участки, называемые интронами, 
удаляются, а оставшиеся экзоны соединяются, обра-
зуя зрелые мРНК [1]. В подавляющем числе случа-
ев сплайсинг катализируется сложным макромоле-
кулярным комплексом, называемым сплайсосомой, 
который состоит из малых ядерных рибонуклеопро-
теинов (мяРНП), состоящих, в свою очередь, из ма-
лых ядерных РНК (мяРНК) и связанных с ними 
белков [2–4]. 

Сплайсосома распознает цис-регуляторные эле-
менты в пре-мРНК, среди которых следует выде-
лить четыре основных: 5’-сайт сплайсинга (5’ss), 3’-
сайт сплайсинга (3’ss), полипиримидиновый тракт 
(polypyrimidine tract, PPT) и сайт ветвления (branch 
point sequence, BPS) [5]. Однако сплайсинг одинако-
вых транскриптов может происходить по-разному 
из-за распознавания на них различных сплайс-

сайтов, а также в результате их комбинирования 
в различных сочетаниях. Таким образом, вследствие 
альтернативного сплайсинга (АС) транскриптов од-
ного и того же гена в клетке образуется множество 
различных изоформ зрелой мРНК. 

Из многообразия событий АС можно выделить 
несколько основных: пропуск кассетного экзона, ис-
пользование альтернативного 5’- или 3’-сайта сплай-
синга, удержание интрона, а также выбор одного 
из нескольких взаимоисключающих экзонов [6, 7]. 
По современным оценкам не менее 95% генов че-
ловека, состоящих из более чем одного экзона, под-
вергаются альтернативному сплайсингу [8, 9], а ско-
ординированные изменения сплайсинга множества 
пре-мРНК являются неотъемлемой частью регуля-
ции ряда клеточных процессов [10–12]. 

АС регулируется комбинацией РНК-белковых, 
РНК-РНК- и белок-белковых взаимодействий, ко-
торые возникают между цис-регуляторными эле-
ментами и транс-действующими факторами [13, 
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РЕФЕРАТ Регуляция альтернативного сплайсинга в клетках эукариот осуществляется за счет скоорди-
нированного действия большого числа факторов, включающих в РНК-связывающие белки и структуру 
РНК. Структура РНК оказывает влияние на альтернативный сплайсинг, блокируя цис-регуляторные 
элементы, а также приближая или отдаляя их друг от друга. В сочетании с РНК-связывающими белка-
ми вторичная структура способствует образованию конформаций транскриптов, необходимых для полу-
чения нужных сплайс-изоформ. Однако связывание регуляторных белков зависит от структуры РНК, 
и, наоборот, формирование структуры РНК зависит от взаимодействия с регуляторами. Таким образом, 
структура РНК и РНК-связывающие белки являются неотделимыми компонентами общих регулятор-
ных механизмов. В данном обзоре рассмотрены примеры регуляции альтернативного сплайсинга РНК-
связывающими белками, примеры регуляции локальными и дальними взаимодействиями в структуре 
РНК, а также их совместные действия, кооперация и конкуренция. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА структура РНК, дальние взаимодействия, сплайсинг, РНК-связывающие белки.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ АС – альтернативный сплайсинг; RBP – РНК-связывающие белки; мяРНК – ма-
лые ядерные РНК; мяРНП – малые ядерные рибонуклеопротеины; 5’ss – 5’-сайт сплайсинга; 3’ss – 3’-
сайт сплайсинга; PPT – полипиримидиновый тракт; BPS – сайт ветвления.
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14]. Помимо описанных ключевых элементов (5’ss, 
3’ss, PPT, BPS) на АС оказывают влияние допол-
нительные цис-регуляторные элементы, которые 
могут располагаться как в экзонах, так и в интро-
нах. Они называются экзонными и интронными 
энхансерами и сайленсерами сплайсинга. Их взаи-
модействие с транс-действующими факторами сти-
мулирует или подавляет выбор сайта сплайсинга 
соответственно [15]. Результат сплайсинга зависит 
от согласованного действия множества энхансеров 
и сайленсеров [16]. 

В представленном обзоре мы приведем све-
дения о наиболее изученной регуляции АС РНК-
связывающими белками, далее рассмотрим регу-
ляцию АС вторичной структурой РНК, а затем 
опишем известные данные о совместном действии 
белков и РНК-структур в регуляции АС. 

РЕГУЛЯЦИЯ АС РНК-СВЯЗЫВАЮЩИМИ БЕЛКАМИ
В регуляции АС принимают участие более полуто-
ра тысяч РНК-связывающих белков (RNA-binding 
proteins, RBP) [17]. Их можно разделить на несколь-
ко классов: гетерогенные ядерные рибонуклеопро-
теиды (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, 
hnRNP), серин/аргинин-богатые белки (serine/
arginine-rich proteins, SR) и остальные, например, 
тканеспецифические РНК-связывающие белки, та-
кие, как NOVA, нейрональные PTB/hnRNP I, семей-
ство RBFOX и др. [6]. Здесь мы коротко остановим-
ся на примерах, имеющих отношение к структуре 
РНК, а более подробные сведения о регуляции АС 
различными классами RBP можно найти в других 
обзорах [6, 18–20]. 

Повсеместно экспрессируемые белки из семейств 
SR и hnRNP являются наиболее изученными ме-
диаторами распознавания сайтов сплайсинга [21–
25]. SR-белки участвуют как в конститутивном, 
так и в альтернативном сплайсинге, что делает это 
семейство РНК-связывающих белков уникальным 
по сравнению с другими РНК-связывающими белка-
ми [22]. SR-белки обычно рассматриваются как по-
ложительные регуляторы сплайсинга. Они способ-
ствуют включению экзона, помогая рекрутировать 
U1 мяРНП в 5’-сайт сплайсинга и вспомогательный 
фактор U2 (U2AF) в 3’-сайт сплайсинга посредством 
белок-белковых взаимодействий на ранних стадиях 
сборки сплайсосомы [21, 26]. 

Белки семейства hnRNP и SR-белки считаются 
антагонистами. Природа этого антагонизма не совсем 
ясна, так как высокоаффинные сайты связывания 
hnRNP нечасто перекрываются с сайтами связыва-
ния SR-белков в экзонах. Потенциальный механизм 
предполагает совместное связывание олигомеров 
hnRNP, которое распространяется вдоль транскрипта, 

чтобы предотвратить связывание SR-белков с РНК 
[24]. Наиболее охарактеризованными среди hnRNP, 
участвующих в регуляции сплайсинга, являются 
негативные регуляторы hnRNP A/B и белок PTB, 
связывающий PPT, также известный как hnRNP I. 
Фактор hnRNPA2/B1 в основном является ингиби-
тором сплайсинга, который препятствует распозна-
ванию 5’ss и 3’ss, что чаще приводит к исключению 
альтернативного экзона (подробно функции hnRNP 
A/B изложены в [27]). PTB связывается с полипи-
римидиновыми участками, как и U2AF65, который 
способствует связыванию U2 мяРНП с 3’ss. Это под-
разумевает, что PTB может мешать функционально-
му распознаванию 3’ss [28]. Механизм и направление 
действия белков семейства hnRNP зависят от рас-
положения их сайтов связывания: при связывании 
перед или внутри кассетного экзона они, как прави-
ло, действуют как репрессоры, при связывании по-
сле – как активаторы АС [19, 29, 30]. 

Помимо SR и hnRNP белков охарактеризовано 
несколько тканеспецифических РНК-связывающих 
регуляторов сплайсинга. К ним относятся специфи-
ческие для нейронов факторы NOVA [31], PTBP2 
(nPTB, brPTB) [32] и SRRM4 (nSR100) [33], а так-
же такие тканеспецифические факторы, как белки 
семейства RBFOX [34], MBNL [35, 36], CELF [37], 
QKI [38] и TIA [39, 40]. Их действие может быть 
обусловлено как тканеспецифической экспрессией, 
так и связыванием с мотивами пре-мРНК, которыми 
обогащены гены, экспрессирующиеся в определен-
ном типе клеток или ткани. Тканеспецифические 
регуляторы АС чаще всего изучают при различных 
патологиях, например, при нейродегенеративных за-
болеваниях или мышечной дистрофии [41–43]. 

Для привлечения и правильного распределе-
ния факторов сплайсинга на их сайты связыва-
ния необходимо присутствие РНК-полимеразы 
II. Соответственно, транскрипция и сплайсинг 
взаимно влияют друг на друга за счет простран-
ственных и кинетических механизмов [44]. РНК-
полимераза II имеет С-концевой домен гептадных 
повторов (CTD), который используется в качестве 
«посадочной площадки» для доступных факторов, 
что позволяет увеличить их концентрацию рядом 
с сайтами сплайсинга [45–48]. Скорость элонгации 
транскрипции влияет на протекание АС, определяя, 
насколько быстро сайты сплайсинга становятся до-
ступными для конкуренции за связывание с транс-
действующими факторами, в том числе за счет об-
разования вторичной структуры пре-мРНК [49–53]. 

РЕГУЛЯЦИЯ АС ВТОРИЧНОЙ СТРУКТУРОЙ ПРЕ-мРНК
Несмотря на то, что большая часть молекул РНК 
в клетке является одноцепочечными, их отдельные 
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участки могут принимать конформации, содержа-
щие двойные спирали, из которых формируется 
вторичная структура. Вторичная структура РНК 
может быть высокостабильной как in vitro, так и in 
vivo, а изменения в ее элементах представляют со-
бой хорошо известный механизм регуляции многих 
клеточных процессов с участием РНК, включая 
сплайсинг [54–58]. 

Комплементарные спаривания оснований, из ко-
торых состоит вторичная структура РНК, можно от-
нести к локальным и дальним взаимодействиям [59]. 
Простейшим типом локальной вторичной струк-
туры РНК является шпилька (hairpin, stem-loop). 
Поскольку сворачивание пре-мРНК происходит ко-
транскрипционно, большая часть структуры in vivo 
образуется за счет локальных РНК-взаимодействий 
[60, 61]. В отличие от локальных, дальние взаимо-
действия образуются между комплементарными 
сайтами, разделенными протяженными участками 
(более 100 нуклеотидов) последовательности [62]. 
Дальние взаимодействия обладают некоторыми 
чертами третичной структуры, но, как и локальные, 
относятся ко вторичному уровню организации, т.е. 
определяют укладку полинуклеотидной цепи вслед-
ствие спаривания между основаниями [59]. 

ЛОКАЛЬНЫЕ СТРУКТУРЫ В ПРЕ-мРНК
Существует множество экспериментально под-
твержденных данных о регуляции АС локаль-
ной структурой пре-мРНК, например, путем пре-
дотвращения распознавания сплайсосомой 5’ss, 
3’ss или элементов последовательности BPS [63]. 
Простейшим механизмом регуляции АС локальной 
вторичной структурой является блокирование сай-
тов сплайсинга (рис. 1А) [64]. Например, в пре-мРНК 
гена MAPT человека локальная вторичная структу-
ра маскирует 5’ss экзона 10, что не позволяет ему 
включаться в зрелый транскрипт [65]. Образование 
шпильки вблизи 5’ss может мешать взаимодействию 
пре-мРНК со сплайсосомой, как в случае экзона 7 
гена SMN2, где такая шпилька мешает связыванию 

5’ss с U1 мяРНП, что приводит к снижению уровня 
включения экзона [66]. 

Пре-мРНК гена фибронектина (FN1) является са-
мым ярким примером влияния структуры шпиль-
ки на функцию энхансера сплайсинга (рис. 1Б). 
Один из экзонов гена FN1, называемый экзоном 
EDA, сильно структурирован и образует семь шпи-
лек. Энхансер локализован в терминальной петле 
шпильки V и распознается транс-действующими 
факторами, например SRSF1. Изменение локализа-
ции энхансера с петли на стебель приводит к сни-
жению его регулирующей способности [67]. Сходный 
механизм регуляции АС с участием интронного сай-
ленсера сплайсинга наблюдается в пре-мРНК виру-
са иммунодефицита человека (рис. 1В) [68]. 

Неканоническим типом локальной вторичной 
структуры, влияющей на протекание АС, являет-
ся G-квадруплекс (GQ). В G-квадруплексе четыре 
гуанозина взаимодействуют друг с другом через 
имидазольные связи, а их стэки образуют четырех-
цепочечную спираль [69]. GQ действуют как цис-
элементы в регуляции АС, обычно располагаются 
в интронных областях и способствуют включению 
экзонов. Так, например, нарушение способности об-
разовывать GQ существенно уменьшает включение 
экзона 8 в гене CD44 [70]. Некоторые регуляторы 
сплайсинга, например, hnRNP H, hnRNP F, SRSF1, 
SRSF9, hnRNP U и U2AF65, могут взаимодейство-
вать с GQ [71–73]. Формирование GQ в пре-мРНК 
гена TP53 в интроне 3 регулирует сплайсинг интро-
на 2, что приводит к изменению соотношения актив-
ных и неактивных изоформ [74], причем удержание 
интрона приводит к появлению неактивной формы 
белка, Δ40p53 [75]. 

Локальные вторичные структуры в пре-мРНК 
также могут быть мишенями малых молекул. 
Например, в результате АС транскрипта гена обрат-
ной транскриптазы теломеразы человека (hTERT) 
образуются 22 изоформы, из которых только пол-
норазмерная мРНК транслируется в активный 
белок с обратной транскриптазной активностью 

Рис. 1. Блокировка цис-регуляторных элементов сплайсинга структурой РНК. Блокировка сайта сплайсинга (А). 
Блокировка интронного энхансера (Б). Блокировка интронного сайленсера сплайсинга (В). Красными и зелеными 
линиями обозначено активирующее и ингибирующее действие на сплайсинг соответственно 

А Б В

Энхансер Сайленсер
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[71]. Использование стабилизатора GQ приводит 
к снижению уровня активной теломеразы за счет 
исключения экзонов 7 и 8. Это приводит к синте-
зу укороченного неактивного белка, называемого 
hTERT-β. Важным классом локальных структур 
РНК, служащих мишенями малых молекул у эука-
риот и влияют на АС, являются рибопереключатели 
(riboswitches) [76]. 

ДАЛЬНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ В ПРЕ-мРНК, 
РНК-МОСТЫ И ВЫПЕТЛИВАНИЯ
Наиболее хорошо дальние взаимодействия изучены 
в пре-мРНК у таких вирусов, как вирус табачной 
мозаики [77], вирус иммунодефицита человека [78] 
и др. [79, 80]. Наиболее известный пример даль-
них взаимодействий в пре-мРНК у эукариот – ген 
Dscam дрозофилы, рассмотрен далее, но следует 
сразу отметить, что в настоящее время появляется 
все больше и больше данных о наличии дальних 
взаимодействий в пре-мРНК человека и их влиянии 
на АС [81–86]. 

Дальние взаимодействия могут регулировать 
АС с помощью различных механизмов. Во-первых, 
как и локальные РНК-структуры, они могут бло-
кировать цис-регуляторные элементы [87]. Во-
вторых, дальние взаимодействия могут действовать 
как «РНК-мосты», сближающие цис-регуляторные 
элементы [34]. В-третьих, дальние взаимодействия 
могут также отдалять цис-регуляторные элементы 
друг от друга. Так, дальние взаимодействия между 
соседними интронами могут приводить к «выпетли-
ванию» промежуточного экзона или группы экзо-
нов и способствовать их пропуску. Пример дальних 
взаимодействий в генах CG33298 и Gug дрозофилы, 
которые функционируют как РНК-мосты и одновре-
менно блокируют сайты сплайсинга [87], показывает, 
что эти три механизма не исключают друг друга. 

РНК-мосты могут сближать в пространстве цис-
регуляторные элементы без участия вспомогатель-
ных белков (рис. 2А). Например, дальние взаимо-
действия в пре-мРНК гена SF1 млекопитающих 
сближают сильный 5’ss экзона 9 и слабый 3’ss эк-
зона 10, а разрушение образуемой ими вторичной 
структуры приводит к активации более сильного 
3’ss, расположенного на расстоянии 21 нуклеотида 
в направлении 3’-конца гена [62]. РНК-мосты могут 
также приближать интронные цис-регуляторные 
элементы к сайтам сплайсинга (рис. 2Б). Для успеш-
ной сборки сплайсосомы и протекания сплайсинга 
пре-мРНК гена ENAH необходимо, чтобы сайт свя-
зывания фактора RBFOX2 был сближен в про-
странстве с альтернативным экзоном, что дости-
гается путем взаимодействия удаленных участков 
пре-мРНК, образующих РНК-мост [34]. В настоя-

щее время описано множество случаев, когда цис-
регуляторные элементы находятся на значительном 
расстоянии от регулируемого экзона, как, напри-
мер, у гена 14-3-3ζ дрозофилы [88], а также генов 
ENAH и KIF21A человека [34]. Полногеномные кар-
ты РНК-белковых взаимодействий также показыва-
ют, что большая часть сайтов связывания удалена 
от потенциальных экзонов-мишеней намного даль-
ше, чем 1000 нуклеотидов [89]. 

Выпетливание части пре-мРНК вторичной струк-
турой, с одной стороны, сближает окружающие 
цис-регуляторные элементы, а с другой, помещает 
ее внутреннюю часть в петлю, что, как считается, 
способствует исключению выпетливаемого участ-
ка (рис. 3А) [90]. Например, при взаимодействиях 
между комплементарными основаниями в интро-
нах, фланкирующих альтернативный экзон, уве-
личивается частота пропуска такого экзона [91]. 
Вторичная структура в гене Nmnat дрозофилы вы-
петливает примерно 350 нуклеотидов и приводит 
к исключению экзона 5 и сигнала поли(А) из пре-
мРНК. В этом случае структура приближает дис-
тальный акцепторный сайт сплайсинга к донорному 
сайту и тем самым способствует вырезанию вну-
треннего терминального экзона [87]. Выпетливания 

А Б

Энхансер

Рис. 2. Сближение цис-регуляторных элементов сплай-
синга структурой РНК (РНК-«мосты»). Сближение сай-
тов сплайсинга (А). Приближение энхансера сплайсинга 
к сайту сплайсинга (Б)

А Б

Рис. 3. Отдаление цис-регуляторных элементов сплай-
синга структурой РНК (выпетливания). Выпетливание 
участка, содержащего один или несколько экзонов 
и интронов (А). Обратный сплайсинг в интроне, приво-
дящий к образованию кольцевой РНК (Б). Красными 
и зелеными линиями обозначено активирующее и инги-
бирующее действие на сплайсинг соответственно
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экзонов характерны и для дальних взаимодействий 
в других генах млекопитающих, например, в CASK 
и PHF20L1 [92], гене дистонина (DST), в котором 
комплементарные участки предположительно вы-
петливают кластер из шести экзонов [93], а также 
в гене теломеразы человека (hTERT), в котором 
дальние взаимодействия между тандемными по-
вторами приводят к исключению двух экзонов [94]. 
Пример вторичной структуры в пре-мРНК протео-
липидного белка 1 (PLP1), две изоформы альтерна-
тивного сплайсинга которого различаются выбором 
альтернативного 5’ss в интроне между экзонами 3 
и 4, показывает, что выпетливания не только экзо-
нов, но и отдельных сайтов сплайсинга оказывают 
значительное влияние на сплайсинг [95]. 

Однако самый известный пример влияния даль-
них взаимодействий на АС – ген Dscam дрозофилы, 
в транскриптах которого комплементарные спари-
вания могут происходить на расстоянии до 12000 
нуклеотидов. Особенностью механизма сплайсинга 
Dscam является то, что комплементарные участки 
образуют комплекс конкурирующих структур РНК, 
которые управляют взаимоисключающим выбором 
экзонов [96, 97]. Расположенный перед кластером 
экзонов 6 докерный сайт может спариваться только 
с одним из нескольких селекторных сайтов, нахо-
дящихся перед каждым из альтернативных экзо-
нов, тем самым не только сближая удаленные друг 
от друга 5’ss и 3’ss, но и выпетливая промежуточ-
ные экзоны. Взаимоисключающий механизм АС 
дополнительно контролируется фактором Нrp36, 
который подавляет эктопическое включение аль-
тернативных экзонов под действием SR-белков [98]. 
Аналогичный механизм обнаружен во многих дру-
гих генах, содержащих кластеры взаимоисключаю-
щих экзонов (см. обзор [99]), например, 14-3-3ζ [100], 
Mhc [88], srp, RIC-3, MRP1 [101], DNM1 [102], TCF3, 
CD55 [103] и ATE1 [52]. Высказано также предполо-
жение о том, что тандемные дупликации, в резуль-
тате которых образуются кластеры взаимоисключа-
ющих экзонов, неизбежно приводят к образованию 
конкурирующих структур РНК и вследствие этого 
к взаимоисключающему типу АС [104]. 

Однако выпетливание части пре-мРНК само 
по себе не предотвращает ее связывания с компо-
нентами сплайсосомы, а наоборот, может способ-
ствовать протеканию сплайсинга. Как показывает 
пример кольцевых РНК, комплементарные взаимо-
действия в интронах, в частности с участием Alu-
повторов, могут способствовать протеканию так на-
зываемого обратного сплайсинга (back-splicing), 
ковалентно связывающего 5’- и 3’-концы РНК с об-
разованием кольцевых транскриптов (рис. 3Б) [105, 
106]. Из сказанного можно заключить, что блокиров-

ка, сближение и отдаление цис-регуляторных эле-
ментов являются частными случаями более общего 
молекулярного механизма, в котором направление 
сплайсинга регулируется конформацией транскрип-
та, зависящей, в свою очередь, от дальних взаимо-
действий в его вторичной структуре. 

КООПЕРАЦИЯ И КОНКУРЕНЦИЯ ВТОРИЧНОЙ 
СТРУКТУРЫ РНК И РНК-БЕЛКОВЫХ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ
Пре-мРНК образует локальную вторичную структу-
ру котранскрипционно, одновременно со сворачива-
нием вступая во взаимодействие с RBP [107]. RBP 
содержат четко определенные РНК-связывающие 
домены (RBD), такие, как РНК-распознающий до-
мен (RRM), hnRNP K-гомологичный домен (KH), 
цинковые пальцы (ZF) и др., которые взаимодей-
ствуют с определенными последовательностями и/
или структурами в РНК [108]. Большинство RBD 
распознают очень короткие (3–7 нуклеотидов) и вы-
рожденные мотивы, которые часто организованы 
в кластеры, что позволяет увеличить специфич-
ность связывания RBP, имеющих несколько RBD, 
а также позволяет нескольким RBP кооперировать 
между собой [17]. Например, высокоаффинное свя-
зывание нейрон-специфического фактора сплайсин-
га NOVA определяется мотивом YCAY (Y = C/U), 
который обычно находится в кластерах из несколь-
ких тетрамеров [109]. Некоторые RBP распознают 
разнесенные в пространстве двудольные мотивы, 
имеющие определенный структурный контекст 
[110]. Тем не менее, RBP, узнающие схожие моти-
вы, могут иметь различные профили связывания 
и даже высокоаффинные взаимодействия могут 
оказаться нефункциональными [111]. 

Множество данных указывает на то, что важней-
шим фактором, влияющим на связывание RBP, яв-
ляется структура РНК [112]. Сайты связывания RBP 
могут входить в состав различных структурных 
элементов пре-мРНК [113]. Естественно предполо-
жить, что ZF RBD связываются с РНК-дуплексами, 
поскольку более 20 ZF-доменсодержащих белков 
избирательно связывают высокоструктурирован-
ные двуцепочечные прекурсоры микроРНК [108]. 
RBP с доменами KH предпочитают, как правило, 
большие петли шпилек. Учитывая, что большинство 
таких RBP содержат несколько RBD, большие пет-
ли РНК-шпильки позволяют связывать сразу не-
сколько доменов KH, как это происходит в случае 
с NOVA1 и PCBP2 [109, 114–116]. Можно предполо-
жить, что результат АС должен зависеть от равно-
весия между РНК-РНК- и РНК-белковыми взаи-
модействиями, причем конкуренция между ними 
зависит от репертуара RBP, которые экспрессиру-
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ются в клетках данного типа [111]. Кроме того, сами 
RBP часто функционируют комбинаторно, связыва-
ясь с сайтами и структурными элементами на об-
щих мишенях мРНК [117]. 

Изменения в структуре РНК и вызванные ими 
изменения АС могут возникать за счет взаимо-
действия с другими нуклеиновыми кислотами, на-
пример с микроРНК [118], а также в результате 
посттранскрипционных модификаций последова-
тельности пре-мРНК [119]. Так, например, A-to-
I-редактирование с  помощью белков ADAR 
регулирует протекание АС за счет изменения по-
следовательности основных цис-элементов (рис. 4А) 
[120–122]. Кроме того, ADAR2 может связываться 
с двухцепочечной РНК, образованной GA-богатой 
последовательностью и полипиримидиновым трак-
том, тем самым предотвращая рекрутирование 
U2AF65 [123]. Метилированный N6-аденозин (m6A) 
и связанные с ним белки также могут регулировать 
АС [119, 124]. Например, модификация m6A может 
способствовать связыванию hnRNP C за счет изме-
нения структуры РНК-мишени и обнажения одно-
цепочечного сайта сплайсинга. Такой механизм ха-
рактерен и для hnRNP G [125]. 

Структура РНК может затруднять распознава-
ние цис-регуляторных элементов сплайсинга и сай-
тов связывания RBP, однако, это не единственный 
способ, которым она может влиять на АС. Так, 
для сплайсинга экзона 5 гена сердечного тропони-
на Т (cTNT) человека требуется связывание бел-
ка MBNL1 на 3’-конце предшествующего интрона. 
MBNL1 связывает часть интрона в форме шпиль-
ки (рис. 4Б), тогда как фактор сплайсинга U2AF65 
связывает ту же область в одноцепочечном состоя-
нии. Стабилизация локальной структуры в форме 
шпильки блокирует связывание U2AF65, что не по-
зволяет рекрутировать U2 мяРНП, и экзон пропу-
скается [126]. Еще одним ярким примером являет-
ся связывание hnRNP F с пре-мРНК, содержащей 
G-квадруплексы, которое стимулирует включение 
кассетного экзона в гене CD44. Интересно отметить, 
что другой регулятор АС, ESRP1, также стимули-
рует включение альтернативного экзона CD44 не-
зависимо от hnRNP F, связываясь с GU-богатым 
мотивом, частично перекрывающимся с GQ. Это по-
зволяет предположить, что пре-мРНК CD44 нахо-
дится в равновесии линейной формы и формы GQ, 
что помогает поддерживать правильное соотноше-
ние изоформ АС [70]. 

Регуляция АС может происходить за счет RBP-
зависимой стабилизации или ослабления вторичной 
структуры РНК. Например, белки ZFR (zinc-finger 
RNA-binding protein) и ILF3 образуют гетеродимер-
ные дуплексы с ILF2. Получившиеся комплексы 

неспецифически связываются с двухцепочечными 
участками в пре-мРНК, влияя на доступность сай-
тов сплайсинга и связывание транс-действующих 
факторов (рис. 4В). Взаимодействие ILF3 и ZFR 
со структурой РНК влияет на взаимоисключа-
ющий выбор экзонов гена ATE1. Было высказано 
предположение о том, что ZFR и ILF3 участвуют 
в стабилизации дуплексов РНК во время взаимо
исключающего сплайсинга, хотя точный механизм 
их действия остается неизвестным [127]. 

Некоторые RBP регулируют АС, изменяя тре-
тичную структуру пре-мРНК. В отличие от РНК-
мостов, в этом случае именно белок-белковые, 
а не комплементарные взаимодействия обеспечива-
ют необходимую для АС конформацию пре-мРНК. 
Например, гомодимеры белка hnRNPA1, взаимо-
действуя с расположенными в соседних интронах 
сайтами, сближают их и выпетливают экзон, приво-
дя к его пропуску [90]. Подобный механизм также 
характерен для белков hnRNP F/H [128]. Показано 
также, что hnRNPA1 и hnRNP H могут взаимодей-
ствовать друг с другом и с другими белками се-
мейства hnRNP [129]. Сближением далеких участ-
ков пре-мРНК объясняют и влияние белка NOVA 
на сплайсинг, поскольку его сайты связывания ча-
сто располагаются в начале интрона и вблизи BPS. 
Это позволяет предположить, что NOVA связыва-
ется с двумя сайтами на концах интрона и образу-
ет петлю, сближая 5’ss и BPS [130]. Гомотипические 
и гетеротипические взаимодействия между RBP, ко-
торые сближают удаленные друг от друга участки 
пре-мРНК, могут быть широко распространенным 
механизмом регуляции АС. 

А

Б В

Рис. 4. Совместное действие вторичной структу-
ры РНК и РНК-белковых взаимодействий. Создание 
сайта сплайсинга за счет редактирования РНК (A-to-I 
RNA editing) (А). Связывание РНК-связывающего 
белка с петлей РНК-структуры (Б). Связывание РНК-
связывающего белка с двухцепочечным участком (В)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Механизмы регуляции АС структурой РНК и РНК-
связывающими белками ранее были описаны не-
зависимо друг от друга. Тем не менее, посколь-
ку связывание регуляторов АС может зависеть 
от структуры РНК и наоборот, образование струк-
туры может зависеть от взаимодействия с регу-
ляторами, мы видим множественные взаимные 
эффекты. В настоящее время ясно, что структура 
пре-мРНК участвует в регуляции доступности сай-
тов связывания факторов сплайсинга, а также спо-
собствует образованию конформаций, необходимых 
для протекания сплайсинга, за счет РНК-мостов 
и выпетливаний. При этом белковые факторы мо-
гут участвовать в модификации последовательности 

пре-мРНК, организации ее вторичной и третичной 
структуры, тем самым влияя на протекание сплай-
синга. Таким образом, локальные и дальние взаимо-
действия в структуре пре-мРНК, а также белковые 
факторы следует рассматривать как неотъемлемые 
составные части общих регуляторных каскадов. 

Авторы выражают благодарности М.А. Власенок, 
М.В. Петровой и О.А. Донцовой за критические 
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РЕФЕРАТ Развитие микроскопии обеспечило серьезный прорыв в биологических исследованиях на ру-
беже 20–21 вв. Световая флуоресцентная микроскопия с суперразрешением позволила визуализировать 
субклеточные структуры вплоть до локализации в них отдельных молекул и их взаимного располо-
жения на масштабах десятков нанометров, а современная электронная микроскопия дала возможность 
изучать строение белковых комплексов с разрешением, приближающимся к атомному, в их нативном 
внутриклеточном окружении. Однако и флуоресцентная, и электронная микроскопия не преодолели 
своих естественных ограничений – зависимости от меток и жестких требований к объему образца со-
ответственно. На роль метода, компенсирующего эти ограничения, претендует микроскопия в мягком 
рентгеновском диапазоне. Этот метод позволяет наблюдать всю совокупность субклеточных структур 
в состоянии, близком к нативному, без химической фиксации и применения меток, с изотропным раз-
решением порядка 40–70 нм, перекрывая пусть и сокращающийся, но все еще существующий зазор 
в разрешающей способности между световой и электронной микроскопией, при этом сочетаясь с пер-
вой и, потенциально, со второй. Настоящий обзор ставит своей целью рассмотреть вклад и вычленить 
принципиально новые возможности, которые уже дала биологическая микроскопия в мягком рентге-
новском диапазоне, проанализировать особенности этого метода и оценить потенциальные направле-
ния его дальнейшего развития применительно к клеточно-биологическим исследованиям.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА рентгеновская микроскопия, клеточная биология, мягкое рентгеновское излучение, 
окно прозрачности воды, криотомография.
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ПРИНЦИПЫ МРМ И ЕЕ СРАВНЕНИЕ С ДРУГИМИ 
ВИДАМИ МИКРОСКОПИИ
Совокупность современных методов микроскопиче-
ского исследования в биологии позволяет решать 
самые разнообразные задачи: от наблюдения за раз-
витием эмбрионов через локализацию единичных 
молекул в клетке до прямой визуализации струк-
туры макромолекул в их нативном состоянии [1–3]. 
Развитие как световой, так и электронной микро-
скопии постоянно расширяет спектр возможностей 

для исследователей, однако при всех достигнутых 
успехах и тот, и другой подходы сохраняют свои 
принципиальные ограничения. 

Световая микроскопия развивается в направле-
нии совершенствования флуоресцентных методов, 
главным достоинством которых является высо-
кий контраст получаемого изображения в сочета-
нии с высочайшей избирательностью и чувстви-
тельностью методов флуоресцентного мечения [4]. 
Эксплуатация этих особенностей дала возможность 
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обойти дифракционное ограничение разрешающей 
способности световых микроскопов. В вошедших 
в широкое употребление методах световой микро-
скопии с суперразрешением рутинно реализуется 
разрешение порядка 30 нм [1]. Но достоинства флу-
оресцентной микроскопии являются одновременно 
и ее ограничениями. Позволяя наблюдать меченые 
молекулы и структуры, ими формируемые, флуо-
ресцентный микроскоп не показывает компоненты, 
не несущие метки (рис. 1А,Г). Использование более 
трех-четырех флуоресцентных меток в одном экс-
перименте затруднительно, а методы «оптического» 
контрастирования – фазовый и дифференциально-
интерференционный контраст – существенно про-
игрывают флуоресценции по разрешающей силе 
(рис. 1А,Г). Немаловажным ограничением боль-
шинства флуоресцентных методов, направленных 
на максимальное увеличение разрешающей силы, 
является анизотропия разрешения – в аксиальном 
направлении предельное разрешение улучшается 
обратно пропорционально удвоенному квадрату чис-
ловой апертуры, в то время как латеральное разре-
шение обратно пропорционально ее первой степени.

Фундаментальным ограничением для просвечи-
вающей электронной микроскопии является длина 
свободного пробега электрона в веществе, в макси-
муме не превышающая 300–500 нм, поэтому иссле-
дование с помощью ПЭМ требует приготовления 
ультратонких срезов исследуемого объекта, толщи-
на которых сопоставима с длиной свободного пробе-
га электронов [5]. Выполнение этого требования тре-
бует химической фиксации, изменяющей структуру 
и состав образца [5, 6]. Необходимость исследования 
серии срезов, иногда до сотен штук, затрудняет из-
учение трехмерной организации клетки, размеры 
которой на два порядка превосходят допустимую 
толщину срезов. Для преодоления этого ограниче-
ния используют разнообразные подходы, каждый 
из которых является компромиссом между вели-
чиной исследуемого объема, разрешающей силой 
и трудозатратами [7]. 

Методы криоэлектронной томографии, главным 
преимуществом которых является сохранение на-
тивного строения и состава клетки, ограничены еще 
сильнее. Особенности пробоподготовки заставля-
ют исследователей фокусироваться на той части 
клетки, где ее толщина мала, или необходимо из-
готовить из клетки методами травления ионным 
лучом единичную пластинку-ламель толщиной 
100–500 нм. Поэтому главное применение крио-ЭМ-
томографии – именно анализ макромолекулярных 
комплексов в их нативном окружении [8].

На роль метода, который в какой-то мере по-
зволяет преодолеть описанные ограничения, пре-

тендует наиболее развитое на сегодняшний день 
направление биологической мягкой рентгеновской 
микроскопии (МРМ) – криотомография в мягком 
рентгеновском диапазоне (ктМРД, cryo-SXT) [9]. 
Этот метод обладает следующим набором характе-
ристик: 1) обеспечивает разрешение порядка 50 нм 
и 2) возможность исследовать объекты толщиной 
около 10 мкм без приготовления срезов 3) в близ-
ком к нативному витрифицированном состоянии 
и 4) без применения дополнительного контрастиро-
вания и селективных меток для выявления многих 
субклеточных структур. 

В данном обзоре рассмотрены принципы метода, 
инструментальная база и вклад микроскопии мягко-
го рентгеновского диапазона в клеточную биологию. 
Выделены направления исследований, в которых 
особенности МРМ являются наиболее выигрышны-
ми, оценены перспективы дальнейшего развития 
и внедрения МРМ в клеточной биологии.

В методе МРМ используется рентгеновское из-
лучение с энергией квантов порядка 500 эВ (длины 
волн от 2.3 до 4.4 нм), соответствующей так называ-
емому «окну прозрачности воды». В этом диапазоне 
энергий атомы кислорода, а стало быть, и молекулы 
воды слабо поглощают рентгеновские фотоны (в за-
висимости от длины волны поглощение составляет 
от 10 до 40% в слое воды толщиной 1 мкм). Таким 
образом, для исследования оказывается доступным 
образец толщиной до 15 мкм [10–12]. Атомы угле-
рода и других легких элементов становятся в этих 
условиях эффективными генераторами абсорбцион-
ного контраста. Современные синхротроны в боль-
шинстве своем имеют возможность генерировать 
излучение с такой энергией и с высокой интенсив-
ностью светового потока [13].

Станция, предназначенная для проведения иссле-
дований с применением МРМ, состоит из синхро-
тронного источника рентгеновских фотонов, моно-
хроматора, фокусирующей системы, освещающей 
выходную апертуру (осветитель для микроскопа), 
и самого микроскопа, где в качестве конденсора 
используется или зонная пластинка или так назы-
ваемый «капиллярный конденсор». Конденсор про-
ецирует на образец уменьшенное изображение вы-
ходной апертуры синхротрона. Образец размещен 
на охлаждаемом поворотном столике с механизмом 
точного позиционирования. В качестве объекти-
ва используется зонная пластинка, формирующая 
увеличенное изображение образца на светочувстви-
тельной матрице цифрового детектора. Оптические 
пути таких станций позволяют формировать изо-
бражения с глубиной фокуса 1.5–10 мкм, а разреше-
ние подобных установок составляет от 30 до 70 нм 
[10, 13, 14]. Сменные зонные пластинки-объективы 
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позволяют выбирать между глубиной фокуса и раз-
решающей силой [15].

При таком сочетании параметров оптического 
пути и толщины объекта изображение неизбеж-
но будет представлять собой почти недоступную 
для визуальной расшифровки сумму проекций всех 
внутриклеточных структур, поэтому угловая томо-
графия становится наиболее продуктивным спосо-
бом извлечения морфологических данных из такого 
изображения [16]. Высокая яркость синхротронного 
источника излучения позволяет получать необхо-
димый объем данных для томографической рекон-
струкции за разумное время.

В то же время МРД-фотоны не распространяются 
в воздухе, что требует помещения всех оптических 
элементов установки и исследуемого образца в глу-
бокий вакуум [17]. Преодолению этого технического 
затруднения способствовало развитие инструмен-
тальной базы криоэлектронной микроскопии – по-
явление автоматизированных устройств для крио-
фиксации биологических объектов сверхбыстрым 
замораживанием путем погружения в жидкий этан, 
при котором вода не кристаллизуется, а становит-
ся аморфным твердым телом – витрифицируется 
(vitrum – лат. стекло) [18]. Такой образец, при под-
держании его температуры на уровне -180–100°C, 
стабилен в вакууме и устойчив к облучению за счет 
постоянного отведения тепла. 

Вторым вкладом ЭМ в развитие ктМРД ста-
ло создание гониометрических держателей образ-
цов с охлаждением для оснащения ими крио-ЭМ-
инструментов. Эти устройства были адаптированы 
к применению на некоторых МРМ-станциях, пред-
назначенных для проведения биологических ис-
следований, что унифицировало пробоподготов-
ку вплоть до использования стандартных «сеток» 
для ЭМ в МРМ-инструментах, но и внесло ограни-
чения, свойственные ЭМ-томографии, – увеличение 
эффективной толщины образца и его затенение кон-
струкциями держателя при высоких углах поворота 
[10–13]. Особенностью МРМ-станции на синхротро-
не ALS (США) является полноповоротный капил-
лярный держатель образца, изготовленный специ-
ально для этой установки и позволяющий получать 
изотропное разрешение без искажений, вызванных 
ограничениями угла наклона [10, 19]. Витрификация 
образца погружением с использованием автомати-
ческого устройства – быстрый, хотя и требующий 
определенных навыков, процесс; подготовка образца 
к ктМРД-исследованию занимает порядка 4 ч, даже 
если конструкция держателя образца отличается 
особой сложностью [19].

Изображение клетки, получаемое с помощью 
ктМРД, весьма сходно с электронной микрофото-

графией малого увеличения [9, 16, 20] (рис. 1), 
поэтому для реконструкции объема по сериям 
угловых проекций, сегментации и последующего 
анализа пригодны программные пакеты для ра-
боты с ЭМ-данными [12, 13, 20]. Разрабатываются 
и специализированные средства для работы с дан-
ными ктМРД, осуществляющие восстановление 
изображений и повышение их информативности 
[21], облегчающие самый оператор-зависимый 
этап – сегментацию трехмерных данных, вычле-
нение из массива «вокселей» контуров и поверх-
ностей органоидов [22, 23].

Несколько менее приняты биологами просвечи-
вающие сканирующие рентгеновские микроскопы 
(STXM, Scanning Transmission X-ray Microscope), 
работающие в МРД. В этих приборах образец раз-
мещен на сканирующем столике, который смеща-
ет его относительно тонко сфокусированного луча, 
а изображение строится на основе измеряемого то-
чечным однопиксельным детектором изменения яр-
кости проходящего луча от точки к точке [24, 25].

Можно заключить, что МРМ, особенно в реализа-
ции ктМРД, – это зрелый, в смысле развития техни-
ческой базы, метод, ориентированный на биологиче-
ские задачи, работающий на клеточных масштабах 
и занимающий особое место на стыке возможностей 
световой и электронной микроскопии (рис. 1).

ПРИМЕНЕНИЕ МИКРОСКОПИИ МРД В КЛЕТОЧНОЙ 
БИОЛОГИИ
В работе [9] представлен каталог изображений вну-
триклеточных структур, полученных с помощью 
ктМРД, таких, как ядерная оболочка, ядрышко, ми-
тохондрии, лизосомы, ЭПР и другие эндомембра-
ны. Объектом служили криофиксированные транс-
формированные клетки мыши толщиной 6–12 мкм. 
Контролем служили электронно-микроскопические 
изображения тех же структур. Авторы указыва-
ли, что мембранные структуры хорошо различи-
мы и узнаваемы, поскольку визуально восприни-
маются так же, как и с применением ЭМ, однако 
такие белковые компоненты, как субдомены хрома-
тина и ядерные тельца, различимы гораздо хуже 
(что может быть связано с выбором длины волны 
для регистрации изображения), не говоря уже о ри-
босомах и элементах цитоскелета, находящихся 
вблизи границы разрешающей способности инстру-
мента. Какой прогресс был достигнут в применении 
МРМ в клеточной биологии со времени публикации 
этой работы и какие результаты были получены?

Значительная часть работ посвящена примене-
нию метода к различным типам клеток: клеткам 
человека и животных, нормальным, опухолевым, 
зараженным вирусом, контактирующим с нано-



ОБЗОРЫ

 ТОМ 15 № 4 (59) 2023 | ACTA NATURAE | 35

Рис. 1. Микроскопия мягкого рентгеновского диапазона в сравнении со световой флуоресцентной и электронной 
микроскопией. А–В – клетки млекопитающих (фибробласты мыши). А – широкопольная флуоресцентная ми-
кроскопия, фиксированные клетки in vitro: голубой – микротрубочки, флуоресцентно меченные антитела против 
альфа-тубулина; зеленый – новореплицированная ДНК, click-реакция с этинилдезоксиуридином; красный – ядра, 
ДНК-связывающий флуорохром DAPI. Б – виртуальный срез криофиксированной клетки, ктМРД: N – ядро, nu – 
ядрышки; he – гетерохроматин, nmc – впячивание ядерной оболочки внутрь ядра (nuclear membrane channel), 
указатель – ядерная оболочка, черные стрелки – выпячивания внешней мембраны ядерной оболочки (адапти-
ровано с модификациями из [11] CC 4.0 BY). В – электронная микрофотография ультратонкого среза клетки, 
фиксированной альдегидами и контрастированной тяжелыми металлами: стрелка – митохондрия; * – липидные 
капли. Г–Е – дрожжи S. cerevisiae. Г – живая клетка (зигота), целиком широкопольная флуоресцентная микро-
скопия: зеленый – митохондрии, химерный митохондриальный белок Idh1-GFP; красный – мембрана вакуоли, 
флуорохром FM4-64; контуры клетки – дифференциальный интерференционный контраст (фотография лю-
безно предоставлена Кнорре Д.А.). Д – виртуальный срез криофиксированной клетки, полученный методом 
ктМРД: V – вакуоль; CW – клеточная стенка; черный указатель – структура, использованная для корреляции, 
возможно, мелкая липидная капля (адаптировано c модификациями из [15], CC0 1.0). Е – электронная микрофо-
тография ультратонкого среза клетки, фиксированной альдегидами и контрастированной тяжелыми металлами. 
Расположение МРМ, световой и электронной микроскопии в «пространстве разрешающей способности» (Ж). 
Интенсивность цвета соответствует тем масштабам, на которых метод наиболее востребован в исследовании 
структур и функционирования клетки. NA – числовая апертура, геометрическое описание светособирающей 
способности объектива в сочетании с длиной волны излучения (λ) является главным фактором, определяющим 
предельное разрешение объектива: d

xy
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частицами и др. [22, 26–31], дрожжей [16, 26, 32] 
и бактерий [12] для проверки пригодности метода 
или конкретного МРМ-инструмента для решения 
задач визуализации субклеточных структур и срав-
нения МРМ со световой и электронной микроско-
пией. В этих работах вместе с «проверкой концеп-
ции» предлагаются различные усовершенствования 
или комбинации методов, например, корреляция 
флуоресцентной метки с МРМ-изображением [20, 
28] или сочетание ктМРД с маркированием белков 
плазмалеммы антителами, меченными коллоидным 
золотом [29]. 

Параллельно с разработкой методики корреля-
ционного флуоресцентного и МРМ-анализа изуча-
ли также систему эндосом (везикул, вовлеченных 
во внутриклеточное переваривание вещества, погло-
щенного извне) и аутофагосом, инкапсулирующих 
компоненты клетки, подлежащие рециркуляции 
[20]. Для идентификации аутофагосом примени-
ли две флуоресцентные генетически кодируемые 
метки, а весь эндоцитозный компартмент был in 
vivo помечен антителами с меткой коллоидного зо-
лота, захватываемыми клеткой путем эндоцитоза. 
На МРМ-изображении эндосомы идентифицируют-
ся по золотым частицам внутри и имеют прозрач-
ное содержимое. Везикулы, попадающие в зоны 
колокализации флуоресцентных меток, отличают-
ся плотным содержимым и прозрачным гало, соот-
несены с аутофагосомами. С помощью корреляции 
флуоресцентных и МРМ-изображений впервые ви-
зуализированы специализированные зоны генера-
ции многочисленных предшественников аутофаго-
сом (омегасом) в ЭПР. Параллельно подтверждено, 
что при голодании, используемом для инициации 
аутофагии, в системе митохондрий появляются тон-
кие и длинные трубчатые связи между отдельными 
митохондриями. Этот пример анализа системных 
изменений в клетке не только демонстрирует воз-
можности ктМРД в сочетании со световой микро-
скопией, но и представляет новые данные и прямо 
подтверждает результаты, ранее полученные дру-
гими методами.

Возможность ктМРД визуализировать весь объ-
ем клетки, выявлять многие субклеточные системы 
и измерять размеры органелл без применения кон-
трастирования/мечения использовали для исследо-
вания динамики перераспределения секреторных 
гранул тучных клеток при стимуляции антигеном 
[33], опустошения инсулиновых везикул в секре-
торных клетках поджелудочной железы в ответ 
на стимуляцию глюкозой [34], для визуализации 
и количественной оценки предапоптотических из-
менений под действием противоопухолевого агента 
цисплатина в сочетании с адъювантами для сни-

жения его эффективной концентрации [35], оценки 
среднего объема фрагментов митохондрий в рако-
вых клетках после воздействия свободных радика-
лов, генерируемых фотосенсибилизатором на основе 
ионов иридия [36]; для измерения объема мито-
хондрий, радиуса липидных капель и цитоплазма-
тических везикул при заражении клеток вирусом 
SАRS-CoV-2 [37], при анализе перераспределения 
цитоплазматических везикул и изменения морфо-
логии митохондрий под воздействием вируса про-
стого герпеса [22], для извлечения количественных 
параметров ответа эндотелиоцитов на стимуляцию 
глюкозой (in vitro модель процессов повреждения 
сосудов при диабете) [38].

Помимо возможности проводить морфометрию 
на уровне целой клетки, применение ктМРД по-
зволяет обнаруживать новые и, зачастую, неожи-
данные структурные аспекты изучаемых явлений, 
например, формирование тонких, на пределе раз-
решающей силы ктМРД, нитевидных выростов ци-
стерн ЭПР, формирующихся в зонах контактов ЭПР 
с митохондриями [39], маркируемых скоплением 
белков-участников деления митохондрий, выявля-
емых с помощью флуоресцентных химерных кон-
струкций. 

С применением ктМРД визуализировали фраг-
ментацию митохондрий, увеличение числа липидных 
капель и вакуолизацию цитоплазмы в клетках мле-
копитающих и дрожжей при воздействии золотых 
наночастиц и ионов золота [40, 41]. Также показано, 
что небольшая доля золотых наночастиц, поглощен-
ных клеткой, оказывается в цитоплазме, а не в эн-
досомно-лизосомном компартменте. Их количество 
слишком мало для обнаружения по флуоресцентно-
му сигналу и на ультратонких срезах методами ЭМ. 
Кроме того, некоторое количество частиц выявлено 
в липидных каплях, что необычно [40]. 

Биогенные наночастицы золота, формируемые 
клетками дрожжей для последующего их выведе-
ния в периплазматическое пространство, обнаруже-
ны и идентифицированы также при помощи ктМРД. 
Идентификация этих частиц потребовала привлече-
ния дополнительных физических методов измере-
ния, а локализация частиц, в том числе (и впервые) 
в митохондриях, дополнительно подтверждена с по-
мощью ЭМ [41].

Предполагать существование подобных структур 
и явлений a priori невозможно, в световой микро-
скоп они не разрешаются, а случайное их обнару-
жение методами электронной микроскопии крайне 
маловероятно, а если и произошло, то может быть 
проигнорировано. 

Иногда изменения физиологии клетки, например, 
развитие патологии на клеточном уровне, приводят 
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к формированию новых структур, размеры кото-
рых сопоставимы с самой клеткой, что затрудняет 
их детальный анализ и установление топологии 
методами ЭМ, а их тонкая организация находится 
за пределами разрешающей способности светового 
микроскопа. Пример – трансформация ЭПР при за-
ражении вирусом гепатита С, когда эндоплазма-
тическая сеть преобразуется в губчатый лабиринт 
мембранных каналов, занимающий почти всю цито-
плазму [42, 43]. Детальный анализ геометрии мем-
бранных каналов при этой трансформации в мас-
штабе всей клетки проведен с помощью ктМРД [30]. 
Параллельно были исследованы изменения кон-
тактов ЭПР с митохондриями, источниками энер-
гии клетки и важными участниками метаболизма 
липидов, которые также изменяются при вирусной 
инфекции. Производительность ктМРД позволила 
проанализировать динамику процесса преобразо-
вания ЭПР и показать, что преобразование начи-
нается локально, но сразу вовлекает в себя и ЭПР, 
и митохондрии [30].

В работе [44] с применением ктМРД показа-
но, что клетки дрожжей дикого типа и мутанты, 
продуцирующие только триацилглицериды, фор-
мируют гомогенные, эффективно поглощающие 
МРД-фотоны, липидные капли, а в клетках, произ-
водящих только стериды, липидные капли имеют 
прозрачное ядро, окруженное поглощающей оболоч-
кой. Комбинируя данные ктМРД с другими неинва-
зивными методиками, авторы подтвердили предпо-
ложение о слоистой структуре липидных капель c 
ядром из триацилглицеридов и оболочкой из стери-
дов. Эта двухслойная модель предложена на основе 
изучения выделенных липидных капель, но проце-
дура выделения может вызвать перераспределение 
липидов, что не делало результат абсолютно убеди-
тельным.

Показателем состава органелл может быть 
не только плотность органического вещества в них. 
Варьируя длину волны МРД-фотонов, можно иден-
тифицировать элементы, которые имеют пики по-
глощения в диапазоне прозрачности воды, оцени-
вать их концентрацию, определять их состояние 
в кристаллических частицах и зоны их специфи-
ческой концентрации. Это позволяет использовать 
МРМ для изучения таких процессов, как минерали-
зация тканей, формирование скелетов беспозвоноч-
ных, поглощение и выведение из клетки наночастиц 
и других наноконструкций, используя особенности 
их состава в качестве дополнительного критерия 
для их идентификации.

Например, используя излучение с энергией боль-
ше и меньше скачка поглощения азота (410 эВ), ви-
зуализировали распределение азота и отношение 

концентраций азота и углерода в клетках Anabena 
sp. [45]. Эти синезеленые водоросли в условиях го-
лодания по азоту формируют специализированные 
клетки (гетероцисты), фиксирующие атмосферный 
азот. Используя разрешающую силу МРМ, смогли 
идентифицировать вегетативные клетки и гетеро-
цисты и проанализировать исследуемый параметр 
в привязке к клеточному типу, чего ранее не дела-
ли. В клетках обоих типов элементы распределе-
ны неравномерно, отношение концентраций углеро-
да к азоту растет от периферии к центру клетки, 
но периферическая зона гетероцист маркирована 
слоем, обогащенным азотом, чего нет в вегетатив-
ных клетках.

Исследование путей концентрации кальция (края 
поглощения 352.6 и 338.3 эВ) в клетках однокле-
точных водорослей, накапливающих кальцитовые 
включения, и в мезенхимальных клетках личинки 
морского ежа, формирующих спикулы из карбона-
та кальция, показало, что и у водорослей, и у личи-
нок иглокожих есть специализированные везикулы, 
концентрирующие ионы кальция из морской воды 
и служащие промежуточным депо для этого иона 
[46, 47]. У водоросли это одна крупная «вакуолепо-
добная» цистерна [46], а клетки личинок морского 
ежа содержат популяцию везикул диаметром около 
100 нм с концентрацией иона кальция от 1 М (ниж-
ний предел обнаружения) до концентрации, соответ-
ствующей безводному аморфному карбонату каль-
ция, из которого состоит спикула. Использование 
МРМ позволило точно посчитать количество каль-
цийсодержащих везикул [47].

При поглощении клетками млекопитающих на-
ночастиц гидроксиапатита, стимулирующих ре-
генерацию костной ткани, флуоресцентные сен-
соры кальция показывают появление популяции 
кальцийсодержащих везикул, однако применение 
электронной микроскопии не позволяет идентифи-
цировать их на фоне общей совокупности везикул 
в клетках [48]. Применение ктМРД и анализ линей-
ных коэффициентов поглощения органелл позво-
лили вычленить интернализованные наночастицы, 
идентифицировать жировые капли и отдельную 
популяцию везикул с промежуточной эффективно-
стью поглощения, которую соотнесли с мультивези-
кулярными тельцами, а их коэффициент поглоще-
ния увязали с возможностью депонирования в них 
ионов кальция, высвободившихся при растворении 
наночастиц [48].

Большая плотность и, как следствие, повышен-
ный контраст на ктМРД-изображениях, является 
отличительной чертой некоторых внутриклеточных 
патогенов и симбионтов, чем эффективно пользу-
ются исследователи, изучающие жизненные циклы 
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этих организмов и их взаимодействие с клетками. 
При изучении формирования вирионов коровьей 
оспы (Vaccinia) и структур, появляющихся в ин-
фицированных клетках, удалось различить зрелую 
и незрелую форму вирионов и обнаружить «вирус-
ные фабрики», в которых происходит репликация 
вирусных геномов [49]. 

В работе [50] изучен перенос вещества от клетки-
хозяина к вирусу в ходе развития неидентифициро-
ванного гигантского ДНК-вируса (предположитель-
ное Cedratvirus), заражающего амебу Acanthamoeba 
castellanii. Изучена динамика развития инфекции, 
уточнены данные по количеству вирионов, фор-
мирующихся в ходе размножения вируса. На ос-
нове измерения коэффициентов поглощения скор-
ректированы ранние оценки переноса материала, 
полученные более грубыми методами. Показано, 
что в вирионы преобразуется 6–12% вещества клет-
ки-хозяина. Обнаружена структура, возможно, яв-
ляющаяся фабрикой репликации вируса. Показано, 
что изменения затрагивают сократимую ваку-
оль и фагосомы, но не ядро, что позволяет клетке 
функционировать вплоть до лизиса, увеличивая эф-
фективность продукции вируса [50]. Линейная за-
висимость коэффициентов поглощения от концен-
трации органического вещества, визуализируемая 
на ктМРД-изображениях, плюс возможность обра-
ботки всего объема клетки делают ктМРД предпо-
чтительным инструментом для проведения такого 
рода исследований по сравнению с ЭМ, которая по-
зволяет обнаруживать вирионы куда меньшего раз-
мера, но ставит ограничения на объемы выборки. 
Тем не менее, в такого рода работах ЭМ является 
необходимым дополнительным методом, что прямо 
отмечают авторы цитируемых работ.

Полуавтоматическая сегментация изображений 
с последующим измерением объемов бактериаль-
ных клеток показали, что каждая внутриклеточная 
«инклюзия» – вакуоль, в которой размножаются 
патогенные бактерии Chlamydia trachomatis, содер-
жит гораздо более широкий спектр форм клеток, 
чем считалось ранее [51], когда основным инстру-
ментом анализа была реконструкция по серийным 
ЭМ-изображениям (диаметр инклюзии 10–15 мкм). 
Подсчет количества хламидий в инклюзиях по-
казал, что объем индивидуальных бактериальных 
клеток, являющийся главным критерием для раз-
деления инфекционной и пролиферирующей форм 
хламидий, зависит не от абсолютного их количества 
в инклюзии, а от их концентрации. Чем плотнее за-
селена вакуоль, тем реже в ней встречаются круп-
ные и аномально крупные клетки, а значит, концен-
трация клеток может быть сигналом для перехода 
от крупной размножающейся формы к малой ин-

фекционной, что сопровождается лизисом клетки-
хозяина и следующим раундом распространения 
инфекции.

Используя ингибиторный анализ и останавливая 
выход зрелых бесполых клеток (мерозоитов) маля-
рийного плазмодия из эритроцитов на различных 
стадиях этого процесса, ктМРД применили вспо-
могательно, для комплементации и свето-, и элек-
тронно-микроскопических данных [52]. Показано, 
что выход мерозоитов в кровяное русло с разруше-
нием эритроцитов, вызывающий приступ лихорад-
ки при малярии, строго координирован во времени. 
Перед разрушением эритроцита происходит распад 
мембраны вакуоли, в которой продуцируются ме-
розоиты и выход зрелых мерозоитов в цитоплазму 
эритроцита, затем наблюдается коллапс цитоскеле-
та эритроцитов, ведущий к утрате ими их харак-
терной формы и формированию тесных контактов 
между плазмолеммами эритроцита и мерозоитов, 
только после этого происходит выход нового поко-
ления мерозоитов в кровь. ктМРД здесь является 
своеобразной контрольной процедурой, подкрепляю-
щей свето-микроскопические данные структурными 
с лучшим разрешением и позволяющей избежать 
ошибок интерпретации, связанных с особенностями 
подготовки образцов для ЭМ. 

Изучение изменений на уровне отдельных орга-
нелл, происходящих в клетках при инфекции Shigella 
flexneri, с использованием комбинации флуоресцент-
ной микроскопии и ктМРД показало, что при инфек-
ции в клетках происходит фрагментация митохон-
дрий [53]. Корреляция данных световой микроскопии 
и ктМРД позволила визуализировать «ловушку» 
из септинов (белков, участвующих в ремоделирова-
нии мембран, цитоскелета и в инкапсуляции внутри-
клеточных патогенов [54]) вокруг клеток шигеллы, 
а также ее тесную связь с аутофагосомой. 

Крайне любопытным выглядит исследование ме-
ханизмов координации деления хозяина и симбион-
та у Braarudosphaera bigelowii, одноклеточной во-
доросли, в клетках которой облигатно присутствует 
эндосимбионт – цианобактерия с сильно редуциро-
ванным геномом, не способная к самостоятельному 
существованию, но имеющая механизм фиксации 
азота. Этот симбиоз может быть промежуточной 
эволюционной фазой симбиогенетического форми-
рования новой органеллы («нитропласта»), как это 
когда-то произошло с митохондриями. Применение 
ктМРД в качестве основного инструмента в этом 
исследовании представляется вполне оправданным, 
принимая во внимание размеры организма и симби-
онта – порядка 10х5 мкм и 4х2 мкм соответственно, 
и высокий контраст между симбионтом и хлоропла-
стами и митохондриями клетки-хозяина [55].
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Обращает на себя внимание то, что в большин-
стве работ, рассмотренных выше, внимание фоку-
сируется на органеллах, обогащенных липидами, – 
липидных каплях, митохондриях, цистернах ЭПР 
и т.п. При этом почти не представлено одно важ-
ное направление – исследование ультраструктуры 
и функционирования клеточного ядра и генетиче-
ского аппарата. Это связано с тем, что эффектив-
ность поглощения МРД-фотонов липидами высокая, 
что выделяет их на фоне цитоплазмы [9, 11], а вари-
ации коэффициента поглощения внутри клеточного 
ядра слабые, что позволяет различать только та-
кие крупные и плотные образования, как ядрышко 
и гетерохроматиновые блоки на фоне эухроматина 
[28, 56]. При этом разрешающая сила метода пока 
недостаточна для визуализации хроматиновых суб-
структур размером 100 нм и меньше [57]. Попытки 
спектрального разделения ДНК, РНК и белков 
на МРМ-изображениях ядер и хромосом [25] позво-
ляют надеяться на существенное улучшение кон-
траста нуклеиновых кислот, что откроет новые воз-
можности в изучении ядерных структур методами 
МРМ. На текущий момент наиболее подходящими 
для исследования с применением ктМРД видятся 
поздние стадии компактизации индивидуальных 
хромосом в ходе подготовки эукариотической клет-
ки к делению, сегрегация хроматид перед их рас-
пределением по дочерним клеткам и начальные 
этапы деконденсации хромосом при формировании 
дочерних ядер.

МРМ и флуоресцентная микроскопия 
с суперразрешением
Корреляционная световая и электронная микро-
скопия, в том числе в криоформате, являются уже 
хорошо зарекомендовавшим себя сочетанием мето-
дов [58–60]. Поскольку ктМРД заимствует многие 
аспекты пробоподготовки из криоэлектронной ми-
кроскопии, понятно, что интеграция обычных флу-
оресцентных методов и ктМРД реализована и ис-
пользуется для решения рутинных задач, в первую 
очередь, для локализации объекта перед реализа-
цией ктМРД, в том числе за счет интегрированного 
в МРМ-инструмент флуоресцентного микроскопа 
[11, 61]. В то же время современный уровень раз-
вития флуоресцентной микроскопии в ее вариантах 
с суперразрешением позволяет достигать разреше-
ния 100–150 нм для микроскопии структурирован-
ного освещения и ~30 нм для SMLM и STED [1, 62], 
уже сопоставимых с разрешением МРМ. 

Сочетание световой микроскопии с суперразре-
шением в вариантах STED и SMLM с МРМ выгля-
дит весьма перспективным. Эта комбинация мето-
дов потенциально позволяет не только локализовать 

молекулярные источники флуоресцентного сигнала 
с точностью до 20 нм, но и средствами МРМ соот-
нести их с внутриклеточными структурами, не не-
сущими флуоресцентной метки. 

Сочетание SMLM и ктМРД применено для лока-
лизации, изучения тонкой структуры и динамики 
кристаллов холестерина в клеточной модели атеро-
склероза [63, 64]. Липиды имеют высокий линейный 
коэффициент поглощения в МРД [9], так что ли-
пидные структуры являются самыми контрастными 
на МРМ-изображениях, но вычленить холестерин 
в общем липидном контексте невозможно. SMLM 
позволяет маркировать холестерин флуоресцент-
ной меткой и изучить его распределение с высокой 
разрешающей силой, но без привязки к конкрет-
ным субклеточным структурам. При таком подходе 
разрешение световой составляющей превосходит 
рентгеновское – авторы заявляют о 35 нм против 
70 нм [63].

Сочетание методов позволило соотнести флуо-
ресцентную метку с резко очерченными на МРМ-
изображении структурами на плазмалемме, а также 
с поверхностью липидных капель в цитоплазме [63], 
и отследить перемещение кристаллических струк-
тур, формируемых холестерином, внутрь клетки, 
идентифицировав их на фоне других липидных 
образований [64]. Эта интеграция методов, однако, 
не безупречна. SMLM требует множества, иногда 
десятков тысяч, пусть и коротких экспозиций, по-
этому регистрация изображения занимает значи-
тельное время. Также для реализации механизмов 
обратимого гашения и возврата молекул флуоро-
фора в «светлое» состояние необходимы условия, 
создаваемые искусственно [62]. Поэтому авторы 
проводили SMLM на фиксированных альдегидами 
клетках с применением стандартного микроскопа 
и лишь после препарат подвергали витрификации 
и осуществляли ктМРД. К ограничениям в данном 
случае относится не только необходимость фикса-
ции клетки для реализации SMLM-регистрации, 
но и то, что носителями флуоресценции являются 
антитела, медленно и неэффективно проникающие 
сквозь мембраны, что заставило авторов сосредо-
точиться на плазмалемме, где мишень доступна 
для антител, и мириться с невысокой интенсив-
ностью сигнала в цитоплазме. Сочетание SMLM 
и ктМРД привлекает сопоставимой разрешающей 
силой в обеих модальностях, но совокупность огра-
ничений может оказаться критической для даль-
нейшего развития этого подхода.

Второе направление – использование системы 
с ограниченным суперразрешением SIM в сочета-
нии в ктМРД, причем обе процедуры регистрации 
изображений реализуются в криоформате. SIM 
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позволяет работать с флуоресцентными белками, 
как следствие, дает возможность прямого совмеще-
ния световых и МРМ-изображений. 

Криоформат делает применение высокоапер-
турных иммерсионных объективов крайне за-
труднительным, хотя и не невозможным [65, 66]. 
Для решения этой проблемы в МРМ-станцию был 
интегрирован специализированный крио-SIM-
микроскоп, в котором технология 3D-SIM с исполь-
зованием «сухого» объектива с числовой апертурой 
0.9 и большим рабочим отрезком позволяет полу-
чать изображения с разрешением 210 нм (дифрак-
ционный предел ~340 нм) без передачи тепла образ-
цу, находящемуся в криогенных условиях [67]. 

Сочетание крио-3D-SIM и ктМРД было приме-
нено для изучения динамики эндосом, содержащих 
частицы реовируса, в ходе развития инфекции [66]. 
Крио-3D-SIM позволил визуализировать везикулы 
нескольких размеров и различить везикулы, несу-
щие частицы вируса, и везикулы, из которых про-
изошел выход вирусного комплекса. Эффективное 
отсечение внефокусного свечения и лучшее, по срав-
нению с дифракционно ограниченной микроскопи-
ей, аксиальное разрешение 3D-SIM [62] позволили 
точно соотнести флуоресцентный сигнал от меченых 
везикул со структурами, наблюдаемыми на ктМРД-
изображении. Ключевым наблюдением стало то, 
что эндосомы, из которых произошел выход виру-
са, остаются сферическими, без разрывов мембран. 
Предположили, что вирионы могут покидать эндосо-
мы за счет образования пор в мембранах.

Метод 3D-SIM был применен для локализации 
на МРМ-изображении пучков актиновых филамен-
тов, которые плохо поглощают рентгеновские фото-
ны и поэтому практически незаметны, но флуорес-
центные данные с высокой детализацией позволяют 
точно определить зону, где находятся актиновые 
структуры, и идентифицировать их внутриклеточ-
ное окружение с помощью МРМ [68].

Для решения аналогичных задач корреляции 
флуоресцентного и рентгеновского изображения 
был построен уникальный «лазерный сканирующий 
конфокальный криотомограф» с иммерсионным 
объективом, использующий полноповоротный кри-
одержатель образца от комплементарного ктМРД-
инструмента [28]. Микроскоп испытан на модели 
локализации и визуализации тельца Барра (инак-
тивированной X-хромосомы) в клетках самки мыши 
и стал частью МРМ-станции на синхротроне ALS 
(США). 

Сочетание этих методов применяется для иден-
тификации на рентгеновских изображениях слабо 
или совсем не охарактеризованных внутриклеточ-
ных структур, для которых известны белковые 

маркеры, особенно в связи с работой по созданию 
«рентгеновских атласов» ультраморфологии клетки 
[9, 11]. Несмотря на общую схожесть ЭМ- и МРМ-
изображений, не все структуры отображаются 
на них одинаково в связи с различиями в пробопод-
готовке. Остается дождаться появления крио-3D-
SIM-установки с иммерсионным объективом, инте-
грированной в МРМ-станцию. 

ПЕРСПЕКТИВЫ МРМ

Перспективный МРМ-инструмент 
Альтернативой оптической схеме с  зонными 
пластинками, ставшей отраслевым стандартом 
в ктМРД, может стать применение зеркальных объ-
ективов нормального падения, оптимизированных 
под длины волн окна прозрачности воды [69]. Расчет 
показывает, что такой микроскоп при вполне дости-
жимой числовой апертуре 0.3 [70] (против ~0.05–0.06 
у зонных пластинок) и при использовании длины 
волны 3.37 нм позволит реализовать латеральное 
разрешение около 5 нм, что на порядок лучше, чем 
стандартно достижимые 40–70 нм в ктМРД, и вхо-
дит в диапазон, ранее доступный только ЭМ. Этот 
инструмент находится на стадии лабораторного про-
тотипа и пока не вышел на проектные показатели, 
однако демонстрирует работоспособность всех эле-
ментов системы.

К определенным ограничениям этого инстру-
мента относится анизотропия разрешения, свя-
занная с растяжением функции рассеяния вдоль 
главной оптической оси прибора, как и в световом 
микроскопе [71]. Тот же простой расчет показыва-
ет, что аксиальное разрешение такого инструмента 
будет составлять около 40 нм, что несколько луч-
ше, чем при работе на ЭМ в обычном режиме, где 
аксиальное разрешение определяется толщиной 
физического среза, очень редко достигающей 50 нм 
(обычно толще). Малая глубина фокуса этого МРМ 
существенно усложняет реализацию угловой то-
мографии, так что для трехмерной реконструкции 
оптимальными становятся более простые алгорит-
мы восстановления объема по сериям оптических 
срезов (z-томография) с применением деконволюции 
[72–74], как в широкопольных и конфокальных све-
товых микроскопах. Правильный подбор алгоритма 
и параметров деконволюции может частично ком-
пенсировать и анизотропию разрешения, но устра-
нить ее полностью не удастся в силу ее фундамен-
тальной природы.

На основе этой оптической схемы предложен 
проект МРМ-станции [71] для строящегося синхро-
тронного источника СКИФ («Сибирский кольцевой 
источник фотонов»). Проект предполагает два ре-
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жима работы: сканирующий, с использованием объ-
ектива с числовой апертурой 0.3 для освещения об-
разца сфокусированным в пятно дифракционных 
размеров лучом, с регистрацией вариаций яркости 
проходящего пучка однопиксельным детектором 
при сканировании смещением образца относитель-
но луча, и широкопольный режим, в котором вто-
рой объектив строит изображение образца на ма-
тричном детекторе. Для биологических применений 
предусматривается оснащение инструмента крио-
столиком. 

Потенциально, за счет короткого фокуса, малой 
толщины оптического среза и высокой светособи-
рающей способности, уменьшающей необходимую 
для получения изображения дозу облучения, этот 
МРМ в широкопольном режиме позволит наблю-
дать динамические процессы в живых клетках, изо-
лированных от вакуума в жидкостной микрокамере. 
Вопрос о практической реализуемости таких наблю-
дений остается открытым.

Селективные метки для МРМ
В отличие от световой микроскопии с ее богатым 
арсеналом методов высокоселективного мечения 
субклеточных структур и биомолекул (флуорес-
центно меченные антитела, конструкции с флуо-
ресцентными белками, флуоресцентные красители 
высокой специфичности и др.) (рис. 1А,Г), электрон-
ная микроскопия для идентификации наблюдаемого 
в значительной степени полагается на накопленный 
за десятилетия массив данных о морфологии клет-
ки. Методы селективного мечения в ЭМ менее раз-
нообразны и не так надежны, как в световой микро-
скопии. МРМ в своем развитии может оказаться 
в такой же ситуации. 

Для совместимости с криофиксацией методы се-
лективной визуализации не должны влиять на жиз-
неспособность клетки, функционируя in vivo. Если 
для визуализации меченой структуры требуется 
какое-либо вспомогательное действие, например 
фиксация, сразу же возникает вопрос: сохраняет-
ся ли «нативное состояние» клетки? Такая метка 
должна также эффективно генерировать контраст 
при использовании излучений, в которых биологи-
ческая материя прозрачна, а следовательно, долж-
на радикально отличаться от «живого вещества» 
по строению или по составу. В работе Kong и соавт. 
для МРМ адаптирована разработанная для ЭМ си-
стема локализации белков на основе химерных кон-
струкций с пероксидазами и фотоактивируемыми 
белками-генераторами активных форм кислорода 
[75]. В обоих случаях проявление метки – это ини-
циируемое меченым белком окисление диаминобен-
зидина (DAB), проникающего сквозь плазмалемму 

как фиксированной, так и живой клетки [76]. Его 
нерастворимая окисленная форма локально осажда-
ется и эффективно поглощает МРД-фотоны за счет 
высокой плотности осадка [75]. Методика предусма-
тривает альдегидную фиксацию перед «проявлени-
ем» метки раствором DAB и пероксида водорода, но, 
в отличие от ЭМ-версии этого метода, не требует 
«проявки» с OsO4 [76]. Применение белка-генератора 
свободных радикалов miniSOG вместо пероксида-
зы не требует инкубации с пероксидом водорода – 
он активируется при облучении видимым светом 
[75]. Очевидно, что протокол можно комбинировать 
с другими системами мечения [20, 63]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При всех своих особенностях и относительной «мо-
лодости» микроскопия мягкого рентгеновского ди-
апазона, в первую очередь, в реализации криото-
мографии, продуктивно вошла в инструментарий 
клеточной биологии. Наиболее многообещающим 
направлением ее дальнейшего развития видится бо-
лее тесная интеграция ктМРД и световой микроско-
пии с суперразрешением. Разработка генетически 
кодируемых меток, особенно «мультимодальных», 
способных генерировать и флуоресцентный сигнал, 
и абсорбционный контраст в МРД, добавит этому 
перспективному сочетанию методов совершенно но-
вые возможности, позволяя перейти от корреляции 
и чисто морфологических критериев в анализе уль-
траструктуры к непосредственному рассмотрению 
молекулярных аспектов строения и динамики суб-
клеточных систем. Остается надеяться, что имею-
щиеся на настоящий момент и рассмотренные выше 
технические трудности будут преодолены и такой 
комбинированный подход станет практически до-
ступным. 

Можно предполагать, что в дальнейшем про-
изойдет и более тесное сближение МРМ с крио-ЭМ. 
Например, интеграция источника сфокусированно-
го ионного луча в крио-МРМ-инструмент даст воз-
можность навигации при помощи ктМРД для из-
готовления ламелей для крио-ЭМ-томографии, 
включающей интересующие объекты. В идеале 
эта интеграция приведет к появлению «бесшовного 
конвейера», позволяющего всесторонне исследовать 
строение и функционирование клетки во всем диа-
пазоне масштабов и разрешающей силы, используя 
сильные стороны всех доступных микроскопических 
методов. 

Основными «организационными» проблемами 
ктМРД остается все еще не преодоленная привязка 
пробоподготовки к достаточно дорогому оборудова-
нию для криофиксации и к считанному числу МРМ-
установок на больших синхротронных источниках, 
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каждая из которых по-своему уникальна, что огра-
ничивает доступность метода. Строительство новых 
источников, в том числе установок СКИФ с уже за-
планированной станцией рентгеновской микроско-
пии и РИФ («Российский источник фотонов») в РФ, 
приведет к существенно более глубокой интеграции 
МРМ в исследовательскую практику. 

Появление достаточно ярких лазерно-плазменных 
источников МРД-фотонов подстегнуло попытки соз-
дания приборов «лабораторного уровня» [31, 32, 77], 
отделяющих МРМ-инструменты от mega-science-
установок. Пока эти работы носят конструктор-
ско-поисковый характер, но создание коммерчески 
распространяемого МРМ, сопоставимого по стоимо-
сти и эксплуатационным расходам с биологическим 
ЭМ, должно сделать методы МРМ столь же попу-

лярными, как световая и электронная микроскопия. 
Создание же лабораторного крио-МРМ с высоко-
апертурной оптикой и разрешением 5–7 нм может 
сместить ЭМ с положения главного метода ультра-
структурной визуализации, оставив ей только сег-
мент разрешения, близкого к атомному.  
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РЕФЕРАТ В представленном обзоре рассмотрены современные представления о функциях мускариновых 
холинорецепторов в скелетной мышце, в частности, в нервно-мышечном синапсе, а также о сигналь-
ных путях, связанных с активацией разных подтипов этих рецепторов в скелетных мышцах холодно-
кровных и теплокровных животных. Несмотря на достаточно давнюю историю исследований участия 
мускариновых холинорецепторов в модуляции процесса передачи возбуждения в нервно-мышечных 
синапсах, многие аспекты такой регуляции и сопряженные внутриклеточные механизмы остаются 
недостаточно изученными. Очевидно, что функции мускариновых рецепторов в скелетной мышце 
не ограничиваются ауторегуляцией секреции медиатора из двигательных нервных окончаний, а за-
трагивают также развитие и морфологические перестройки синаптического аппарата, координируя их 
с уровнем активности. Обсуждаются различные подходы к изучению функций мускариновых рецеп-
торов в моторных синапсах, а также проблемы, возникающие при интерпретации экспериментальных 
данных. Заключительная часть обзора посвящена анализу некоторых внутриклеточных механизмов 
и сигнальных путей, опосредующих эффекты мускариновых агентов на параметры нервно-мышечной 
передачи.
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шечный синапс; ПКП – потенциал концевой пластинки.
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ВВЕДЕНИЕ
Ацетилхолин (АХ) – это один из основных ней-
ромедиаторов и модуляторов нервной системы. 
Никотиновые (ионотропные) и мускариновые (мета-
ботропные) холинорецепторы (ХР) экспрессируются 
в различных тканях: от нервно-мышечных синап-
сов (НМС) и парасимпатической нервной системы 
до областей коры, участвующих в когнитивных 
функциях, таких, как обучение и память, а холи-
нергические агенты, в том числе аллостерические 
модуляторы, активно используются в лечении раз-
ного рода патологий [1–3].

Первые исследования, которые показали возмож-
ность регуляции нервно-мышечной передачи, опос-
редованную активацией мускариновых холиноре-
цепторов (мХР), датируются 60-ми годами XX века 

[4, 5]. В настоящее время известно, что в области 
нервно-мышечных контактов позвоночных присут-
ствуют все пять известных на данный момент под-
типов мХР (М1–М5), а сигнальные пути, запуска-
емые активацией этих рецепторов, многочисленны 
и нередко взаимосвязаны.

Сведения о локализации мХР разных подти-
пов в скелетной мышце пока неоднозначны: часть 
этих рецепторов, по-видимому, может располагать-
ся не только на нервных окончаниях, но и на сар-
колемме и шванновских клетках [6–8]. С актива-
цией разных подтипов мХР в скелетных мышцах 
позвоночных связаны и разнообразные сигнальные 
пути – многие из них приводят к изменению кон-
центрации внутриклеточного Са2+ путем регуляции 
его высвобождения из внутриклеточных депо либо 
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модификации работы Са2+-каналов, прямо или кос-
венно модулируя процесс нейросекреции (например, 
путем повышения уровня свободных радикалов) 
в области НМС. Другие механизмы предполагают 
непосредственное воздействие на аппарат экзоцито-
за, например, через регуляцию активности протеин-
киназы А, фосфорилирование белка SNAP-25 и т.д.

На сегодняшний день известно, что функции 
мХР в регуляции нервно-мышечной передачи 
не ограничиваются контролем уровня нейросекре-
ции – в ряде работ выявлено участие этих рецеп-
торов в регуляции временного хода выделения АХ 
[9–11]. мХР, в частности нечетных подтипов, мо-
гут располагаться на сарколемме и регулировать 
сократительную активность мышечных волокон, 
как это показано для М5 мХР [12], либо участвовать 
в поддержании мембранного потенциала покоя [13]. 
Сравнительно недавно была выявлена роль различ-
ных подтипов мХР в обеспечении синаптической 
стабильности, роста и развития моторных синапсов 
[7]. Эти рецепторы обеспечивают функциональность 
трехчастного синапса (нервное окончание–мышеч-
ное волокно–шванновская клетка) и координируют 
развитие и морфологические особенности синапти-
ческого аппарата с уровнем его активности.

В этом обзоре предпринята попытка обобщить 
данные о локализации мХР в скелетных мышцах, 
о влиянии мускариновых агентов на параметры си-
наптической передачи и о сигнальных путях, свя-
занных с активацией мХР разных подтипов в НМС 
позвоночных.

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ И ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ 
К ИЗУЧЕНИЮ ФУНКЦИЙ мХР 
По особенностям локализации, молекулярному стро-
ению, последовательностям их мРНК и выполняе-
мым функциям выделяют пять подтипов мХР (М1–
М5). Консервативность структуры пяти подтипов 
мХР является причиной низкой избирательности 
большинства мускариновых агонистов и антагони-
стов, используемых для фармакологического ана-
лиза [2, 14] и сложностей при интерпретации экс-
периментальных данных. К настоящему времени 
единственными высокоселективными антагонистами 
мХР являются «мускариновые токсины», изолиро-
ванные из яда мамбы [15]. 

Другой фармакологический подход к изучению 
функций мХР – использование аллостерических 
модуляторов [16]. Подтипы мХР обладают высокой 
структурной гомологией трансмембранных доменов, 
где расположен ортостерический сайт связывания, 
при этом домены вне мембраны менее консерватив-
ны. Направленный синтез реагентов, специфически 
связывающихся с аллостерическими доменами, по-

зволяет обеспечить селективность их связывания 
с определенными подтипами рецепторов в такой 
степени, которая невозможна с ортостерическими 
лигандами [17–19].

В последнее время для изучения функциональ-
ной роли мХР как в целом организме, так и в от-
дельных клетках, помимо фармакологического ана-
лиза, широко используют животных с мутациями 
в генах, кодирующих различные подтипы этих ре-
цепторов. Установлено, например, что у крыс Rattus 
norvegicus гены, кодирующие различные подтипы 
мХР, расположены на хромосомах 1 (М1-подтип), 
3 (М4- и М5-подтипы), 4 (М2-подтип) и 17 (М3-
подтип) [20]. Разработаны конгенные и консомиче-
ские линии животных, которые можно использовать 
для изучения функций каждого из подтипов мХР 
[20, 21]. Исследования особенностей синаптической 
передачи на животных с мутациями в генах этих 
рецепторов пролили свет на физиологическую роль 
различных подтипов мХР, в том числе и в пери-
ферических синапсах. У животных с мутациями 
в генах мХР, жизнеспособных и фертильных, на-
блюдались различные когнитивные, поведенческие 
отклонения, изменения в морфологии синаптиче-
ских контактов и в фармакологических эффектах 
холинергических агентов [1, 21–23].

ЛОКАЛИЗАЦИЯ мХР В СКЕЛЕТНОЙ МЫШЦЕ
Установлено, что мХР могут находиться как на мем-
бране нервных окончаний, так и на шванновских 
клетках и сарколемме [6–8]. Активироваться эти хо-
линорецепторы могут везикулярным АХ, выделяе-
мым из нервных окончаний спонтанно (асинхронно) 
либо синхронно при нервной активности, а также 
неквантовым АХ, который составляет весьма суще-
ственную часть нейромедиатора в области синап-
тического контакта [13, 24, 25]. О наличии мускари-
новых рецепторов, в частности М1, на сарколемме 
диафрагмальной мышцы крысы сообщалось в работе 
[8]. Меган Райт и соавт. [7] показали, что в длинном 
поднимателе уха (m. levator auris longus) мыши ре-
цепторы M2 находятся исключительно в моторных 
нейронах, тогда как M1, M3 и M5 мХР могут быть 
связаны со шванновскими клетками и/или мышеч-
ными волокнами. С другой стороны, функциональ-
ные подтипы М1–М4 мХР обнаружены с помощью 
РТ-ПЦР-анализа в культуре шванновских клеток, 
полученных из диафрагмального нерва новорож-
денных крыс, причем в этих клетках преобладал 
именно подтип М2 [26]. При этом мХР подтипа М4 
экспрессировались в культуре шванновских клеток 
на очень низком уровне, а рецепторы М5 вообще 
не обнаружены. Позднее аналогичные результаты 
получили и для шванновских клеток человека [27].
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Известно, что М1–M4 мХР присутствуют и функ-
ционируют в области нервно-мышечных контактов 
крысы на всех стадиях постнатального онтогенеза 
[28, 29].

В НМС холоднокровных животных также при-
сутствуют все известные подтипы мХР. Так, ис-
пользование иммуногистохимических методов 
и микроэлектродного отведения потенциалов кон-
цевой пластинки (ПКП) позволило выявить функ-
ционально активные М1–М5 мХР в области мотор-
ных синапсов кожно-грудинной мышцы лягушки 
[11]. Различные эффекты мускарина в этих си-
напсах могут быть связаны именно с гетероген-
ной локализацией мХР, в частности М3: часть этих 
рецепторов может быть локализована на нервном 
окончании и активироваться даже небольшим ко-
личеством агониста, в то время как другая часть 
удалена от мест секреции (например, на шваннов-
ских клетках или сарколемме) и активируется толь-
ко при высоком уровне секреции (или экзогенным 
негидролизуемым агонистом, таким, как мускарин 
или карбахолин). О наличии мХР в перисинаптиче-
ских шванновских клетках в НМС лягушки косвен-
но свидетельствует и индуцированное мускарином 
повышение внутриклеточного уровня Ca2+ в этой 
части нервно-мышечного контакта [30]. Предложена 
схема регуляции секреции АХ в моторных синапсах 
ящерицы с участием мХР подтипа М3, локализо-
ванных на сарколемме, активация которых запу-
скает синтез эндоканнабиноидов, в частности 2-AG, 
из липидов мышечной мембраны [6].

Неоднородная локализация мХР в НМС может 
отчасти объяснять множественные и нередко неод-
нозначные эффекты мускариновых агентов на нерв-
но-мышечную передачу.

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ РОЛЬ мХР В СКЕЛЕТНОЙ 
МЫШЦЕ 
Возможность ауторегуляции секреции АХ из мо-
торных нервных окончаний никотиновыми холи-
норецепторами по принципу обратной связи была 
впервые показана еще в 60-х годах прошлого века. 
«Мускариновая» регуляция была открыта позднее 
[4, 5, 31].

В большинстве ранних работ с активацией ни-
котиновых рецепторов на двигательных нервных 
окончаниях связывали облегчение нейросекреции, 
в то время как мХР отводилась роль угнетения 
квантового освобождения АХ [31–33]. Позднее дан-
ные о том, что иннервированные области скелетных 
мышц содержат мХР разных подтипов, в том чис-
ле и способствующих облегчению нейросекреции, 
а также неоднозначные результаты исследований, 
выполненных в разных экспериментальных усло-

виях, заставили переосмыслить этот постулат [7, 
34–36]. Так, показано [36], что в НМС крысы бло-
катор мХР М2/М4-подтипов метоктрамин увеличи-
вает квантовый состав ПКП в условиях «физиоло-
гического» уровня Са2+, но угнетает секрецию АХ 
в условиях сниженного Са2+ (либо при уменьшении 
количества АХ в синаптической щели путем добав-
ления холинэстеразы). Именно с повышенной акти-
вацией мХР, в частности подтипов М1 и М2, может 
быть связано изменение квантового состава ПКП 
при ингибировании синаптической ацетилхолинэ-
стеразы [35]. Несмотря на то, что эксперименты, 
проведенные в условиях сниженного Са2+, не по-
зволяют делать однозначные выводы о физиоло-
гической роли мХР в синапсе, они демонстрируют 
возможность переключения с одного сигнального 
пути на другой и позволяют выявить эффекты ак-
тивации некоторых подтипов мХР, связанных с из-
менением концентрации внутриклеточного кальция, 
и проявляются более ярко при исходно низком его 
уровне.

 Отмечены различия в выраженности эффек-
тов мускарина на интенсивность спонтанной и вы-
званной секреции в НМС лягушки при сниженном 
и близком к «физиологическому» уровнях Са2+ [37]. 
Аналогичные результаты получены в работе [11] – 
в условиях сниженного уровня Са2+ блокаторы под-
типов М1, М2/М4 и М3 мХР снижали квантовый 
выброс АХ. В случае «физиологического» уровня 
Са2+ эффекты ряда мускариновых агентов проявля-
лись лишь в условиях высокочастотной стимуляции 
двигательного нерва. Это может быть связано от-
части с отставленными во времени процессами, раз-
вивающимися в двигательных нервных окончаниях 
при активизации мХР. Это предположение косвен-
но подтверждают эксперименты по измерению Са2+ 
транзиента, т.е. интегрального кальциевого сигнала, 
отражающего метаболизм Са2+ в клетке в течение 
довольно длительного периода (несколько десят-
ков мс) после потенциала действия. В этих экспе-
риментах активация М2 мХР в двигательных нерв-
ных окончаниях лягушки приводила к небольшому, 
но достоверному снижению амплитуды интеграль-
ного кальциевого сигнала [38].

Помимо регуляции количества высвобождае-
мого из нервных окончаний медиатора, активация 
мХР приводит и к изменению кинетики процесса 
секреции. Наряду с квантовым составом ПКП, син-
хронность выделения медиатора является факто-
ром, обеспечивающим синаптическую пластичность 
в НМС [39, 40]. Степень синхронности нейросекре-
ции в НМС обусловлена целым рядом факторов, 
таких, как температура, частота стимуляции дви-
гательного нерва, присутствие физиологически ак-
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тивных агентов [40–42]. Оказалось, что в моторных 
синапсах лягушки инактивация М2 мХР не толь-
ко модулирует квантовый состав ПКП, но и де-
синхронизирует секреторный процесс [11, 43]. 
Исследования «мускариновой» регуляции кинетики 
секреции АХ получили свое продолжение при по-
явлении животных с мутацией в гене, кодирующем 
мХР разных подтипов [44]. Оказалось, что у мышей 
с нокаутом М2 мХР, в отличие от мышей дикого 
типа, экспериментальные манипуляции, приводя-
щие к изменению [Ca2+] в цитоплазме (варьирование 
[Ca2+] в омывающем растворе, добавление кальци-
евых буферов), приводили к изменению не только 
квантового состава ПКП, но и временного хода се-
креции АХ.

Рецепторы М1 также могут быть вовлечены 
в контроль временного хода секреции АХ [10, 45]. 
Причем в НМС лягушки участие этих рецепторов 
в регуляции синхронности секреции было очевид-
ным только в условиях высокочастотной стимуля-
ции двигательного нерва – блокада этих рецепторов 
предотвращала увеличение длительности передне-
го фронта постсинаптических ответов, что при не-
изменности характеристик спонтанных однокван-
товых сигналов можно расценивать как косвенное 
свидетельство изменения синхронности секреторно-
го процесса [10].

Создание положительных и негативных алло-
стерических модуляторов М5 мХР – соединений 
VU-023842 и ML-375 [17, 46], позволило приблизить-
ся к пониманию физиологической роли М5 мХР 
в НМС. Так, при положительной модуляции М5 
мХР увеличивались квантовый состав и длитель-
ность переднего фронта ПКП, а также усиливалась 
синаптическая депрессия при высокочастотной сти-
муляции нерва [12].

Эффекты активации либо инактивации мХР 
в моторных синапсах не ограничиваются регуля-
цией квантовой секреции АХ. В присутствии поло-
жительного модулятора М5 мХР, соединения VU-
0238429, сила мышечных сокращений снижалась 
как при непрямой, так и при прямой стимуляции 
препарата. Этот факт говорит в пользу локализа-
ции М5 мХР на сарколемме и возможности пря-
мой регуляции сократительной способности мышц 
АХ [12]. Механизмы такой регуляции пока неяс-
ны. На культуре фибробластов мыши (клеток NIH 
3T3) показано, что активация всех экспрессируе-
мых мХР может угнетать функционирование Са2+-
каналов L-типа путем активации протеинкиназы 
С [47]. Вопрос колокализации рецепторов М5 с Са2+-
каналами в скелетных мышцах и возможность их 
функциональной регуляции пока остается откры-
тым.

Высказано предположение, что активация М1 
мХР на мышечной мембране АХ (предположитель-
но неквантового происхождения) защищает волокна 
скелетной мышцы от ранней постденервационной 
деполяризации [13]. То есть холинорецепторы М1 
могут опосредовать трофическую, не импульсную, 
регуляцию потенциала покоя в скелетных мышцах. 
В отсутствие стимуляции нерва наблюдалась эндо-
генная активация мХР подтипа М1, модулирующая 
неквантовое выделение АХ из нервного окончания, 
причем эти рецепторы были локализованы, по всей 
видимости, на мембране мышечного волокна, т.е. 
контроль неквантовой секреции был ретроградным 
[48].

В ряде работ показано участие мХР в реализации 
структурных изменений синапса. Так, мХР, локали-
зованные на перисинаптической шванновской клет-
ке, регулируют активность глиального фибрилляр-
ного кислого белка (GFAP), который поддерживает 
форму клетки и участвует в регуляции процессов, 
связанных с пролиферацией клеток и синаптиче-
ской пластичностью. Эта регуляция осуществля-
ется, по-видимому, путем изменения концентра-
ции внутриклеточного Ca2+ в перисинаптических 
шванновских клетках. Предполагается, что М2 мХР 
в шванновских клетках теплокровных участвует 
в контроле пролиферации, дифференцировки и ми-
елинизации этих клеток [30, 49, 50]. В исследовании, 
выполненном на нервно-мышечных препаратах но-
ворожденных крыс, было показано, что мускарино-
вые ауторецепторы М1, М2 и М4 могут участвовать 
в дифференцировке «сильных» и «слабых» синап-
сов в случае полииннервации мышечных волокон 
на ранних стадиях синаптогенеза [51, 52].

С использованием методов фармакологического 
и генетического анализа детально исследована роль 
различных подтипов мХР в обеспечении синаптиче-
ской стабильности, роста и развития моторных си-
напсов мыши [7]. Блокада всех пяти подтипов мХР 
атропином (подкожные инъекции в течение 7 дней) 
оказывала выраженный эффект, включающий ис-
чезновение одних нервных окончаний и спонтанное 
прорастание других, а также мышечную атрофию. 
Блокада только подтипов М2/М4 мХР метоктрами-
ном вызывала изменения на уровне нервных окон-
чаний, но не затрагивала состояние мышечных во-
локон. Инъекции блокатора М3 рецепторов 4-DAMP 
вызывали полное отмирание нервных окончаний, 
однако не затрагивали состояние шванновских кле-
ток. Аналогичные морфологические изменения на-
блюдались и у ген-модифицированных мышей – 
мыши М2-/- характеризовались нестабильностью 
нервных терминалей (исчезновение терминалей, 
сопровождающееся спонтанным спраутингом), 
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в то время как мыши с нокаутом гена М5 отлича-
лись малым размером моторных синапсов и атрофи-
ей мышечных волокон.

Таким образом, разные подтипы мХР обеспечива-
ют функциональность трехчастного синапса (нерв-
ное окончание–мышечное волокно–шванновская 
клетка) и координируют развитие и морфологиче-
ские особенности синаптического аппарата с его ак-
тивностью.

СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ, СВЯЗАННЫЕ С АКТИВАЦИЕЙ 
мХР В НМС
Мускариновые рецепторы могут активировать мно-
гочисленные сигнальные пути в НМС. Классическое 
представление о нейромодуляции, опосредуемой че-
рез нечетные (М1, М3, М5) и четные (М2, М4) мХР, 
разделяет сигнальные пути, связанные с этими под-
типами, на активацию белков Gq и Gi/0. Традиционно 
облегчение нейросекреции АХ, опосредуемое через 
активацию «нечетных» мХР, связывали с активаци-
ей фосфолипазы C, ведущей к синтезу инозитол-
4,5-трифосфата (ИФ3) и диацилглицерина (ДАГ) 
[53]. ИФ3 повышает интенсивность секреции путем 
освобождения Са2+ из внутриклеточных депо, а ДАГ 
может прямо влиять на белки аппарата экзоцитоза. 
Регуляция активности протеинкиназы А за счет из-
менения уровня сАМР при активации белков Gi/0 
приводит к модуляции работы Са2+-каналов, белков 
аппарата экзоцитоза, а также контролирует процесс 
загрузки АХ в везикулы [54–57]. Однако недавние 
исследования показали, что в НМС мыши подти-
пы М1 и М2 мХР могут использовать одни и те же 
мишени, следующие после активации G-белков [58]. 
Таким образом, между М1 и М2 мХР существуют 
реципрокные отношения, которые, как выяснилось, 
реализуются через белок, заякоривающий протеин-
киназу A. Некоторые эффекты, связанные с актива-
цией М2 мХР, наблюдаются лишь при активном ре-
цепторе М1 (например, уменьшение каталитических 
субъединиц протеинкиназы A и увеличение регуля-
торных), в то время как некоторые изменения могут 
быть вызваны дополнительной активацией рецепто-
ра М1 (например, повышение уровня регуляторного 
белка RIIβ и его высвобождение в цитозоль). Более 
того, мХР могут разделять общие сигнальные пути 
с рецепторами к другим медиаторам. Так, в НМС 
крыс пресинаптические аденозиновые А2 и муска-
риновые М1-рецепторы облегчают нейросекрецию, 
и у этих рецепторов есть общий внутриклеточный 
сигнальный путь [59, 60]. Конкуренция между ре-
цепторами может происходить путем конвергенции 
сигнала к общему звену через активацию проте-
инкиназы A и вход Сa2+ через Ca2+-каналы L-типа. 
Позднее было показано, что эндогенный аденозин, 

высвобождаемый во время ритмической активности 
нерва, участвует в тонкой регуляции пресинаптиче-
ской активности М1 и М2 мХР [61]. Превалирование 
облегчения нейросекреции, связанного с М1 мХР, 
при ритмической стимуляции нерва происходит 
благодаря аккумуляции в области синапса эндо-
генного аденозина, который действует на рецепто-
ры А1 и не дает проявиться в полной мере эф-
фектам, связанным с активацией М2 мХР. Похожий 
феномен – отсутствие эффекта активации М2 мХР 
на спонтанную секрецию АХ в синапсах лягушки 
на фоне действия аденозина наблюдался в синапсах 
лягушки [62].

В НМС ящерицы активация мХР приводила 
к двухфазной модуляции нейросекреции: кратко-
временная (<12 мин) активация М3-рецепторов 
мускарином снижала квантовый выброс АХ, а бо-
лее длительная активация М1-рецепторов, наобо-
рот, повышала, причем обе эти стадии зависели 
от уровня оксида азота в области синаптического 
контакта [63]. Выраженность эффектов, связан-
ных со стимуляцией М1-рецепторов, определялась 
уровнем сАМР и активностью протеинкиназы A. 
Снижение квантового состава ПКП при актива-
ции М3-рецепторов, локализованных на мышечной 
клетке, было опосредовано увеличением синтеза 
эндоканнабиноидов, вероятно, 2-AG [6]. Попадая 
в синаптическую щель, эндоканнабиноиды связыва-
ются с рецепторами типа CB1 на пресинаптических 
нервных окончаниях, что приводит к уменьшению 
входа Са2+ и снижению количества секретируемого 
АХ. При этом для реализации как минимум одного 
звена в этой регуляторной цепочке требуется про-
дукция оксида азота (либо в мышцах, либо в шван-
новских клетках).

Интересно отметить, что в исследовании, выпол-
ненном на нервно-мышечном препарате лягушки 
[64], активация М3 мХР также приводила к сниже-
нию квантового состава ПКП, однако это угнетение 
секреции было связано исключительно с активаци-
ей NO-синтазы и увеличением продукции оксида 
азота и не задействовало выработку эндоканнабино-
идов (что, однако, не исключает наличия и опреде-
ленной функциональной роли каннабиноидных ре-
цепторов типа CB1 в моторных синапсах лягушки). 
Активность NO-синтазы может усиливаться из-за 
роста концентрации внутриклеточного Ca2+ при ак-
тивации Gq-белка, сопряженного с М3-подтипом 
мХР. Интересно отметить, что в этих эксперимен-
тах ингибирование фосфоинозитид-3-киназы (PI3K) 
вортманнином препятствовало восстановлению ис-
ходного уровня секреции после удаления мускарина 
из раствора. Таким образом, аппликация мускарина 
приводила к нарушению баланса между синтезом 
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мембранных фосфолипидов и их распадом, что мо-
жет, по-видимому, влиять на свойства ряда сигналь-
ных молекул, связанных с мембранами и участвую-
щих в регуляции экзоцитоза.

Другой механизм мускариновой регуляции секре-
ции АХ в НМС связан с активностью К+-каналов, 
управляемых G-белком (GIRK-каналов). Активация 
GIRK-каналов Gi-белками обычно приводит к ги-
перполяризации клетки и снижению ее возбудимо-
сти. Одним из метаботропных рецепторов, сопря-
женных с Gi-белками, является мХР подтипа М2. 
Использование флуоресцентной метки FluxOR™ 
позволило визуализировать открывание К+-каналов 
при активации M2 мХР в скелетной мышце лягуш-
ки [65]. Эти опыты напрямую показали, что в мо-
торных синапсах лягушки GIRK-каналы функци-
онально активны и сопряжены с M2 мХР. Анализ 
ПКП и миниатюрных ПКП, зарегистрированных 
в присутствии активатора (ML-297) и блокатора 
(тертиапин-Q) GIRK-каналов, позволил сделать вы-
вод о двойственном «поведении» этих К+-каналов 
в НМС лягушки. В зависимости от уровня вне-
клеточного кальция, М2 мХР могут как угнетать, 
так и увеличивать уровень вызванной секреции АХ 
[11]. Можно предположить, что внеклеточный Са2+ 
может служить переключателем между стимулиру-
ющей и ингибирующей функциями M2 мХР, т.е. эти 
рецепторы могут как активировать, так и ингибиро-
вать GIRK-каналы, дифференцированно модулируя 
процесс вызванного освобождения нейромедиатора. 
Следующим за GIRK-каналом звеном в этой сиг-
нальной схеме является Са2+-канал L-типа – пред-
полагается, что подавление (за счет гиперполяри-
зации) несинхронной, спонтанной активности этих 
каналов в периоды покоя аксона может обеспечить 
их успешное срабатывание в ответ на потенциал 
действия.

Еще один сигнальный путь, связанный с М2-
подтипом мХР в моторных синапсах холоднокров-
ных и теплокровных животных, связан с возмож-
ностью тонического блока аппарата экзоцитоза 
при активации этих рецепторов и его устранения 
при деполяризации двигательного нервного оконча-
ния [66]. Предполагается, что в покое М2 мХР обла-
дают повышенным сродством к АХ и при активации 
переводят секреторный аппарат в состояние тониче-
ского блока. При деполяризации пресинаптической 
мембраны аффинность М2 мХР к АХ снижается, 
молекулы нейромедиатора диссоциируют и аппарат 
экзоцитоза теперь может взаимодействовать с Са2+, 
что в конечном итоге приводит к выделению АХ. 
Зависимость константы диссоциации от мембранно-
го потенциала для М2-подтипа мХР позже прямо 
показали на ооцитах в экспериментах с регистра-

цией К+-токов через GIRK-каналы и при оценке 
степени связывания и диссоциации с рецепторами 
меченого АХ [67]. С помощью метода высвобожде-
ния связанного карбахолина показано, что в случае 
быстрой (в течение нескольких мс) активации хо-
линомиметика в области моторного синапса у мы-
шей дикого типа блокада М2 мХР приводит к су-
щественному дозозависимому снижению квантового 
выброса АХ, в то время как у мутантов без рецеп-
торов этого подтипа карбахолин не влиял на ампли-
туду ПКП, что можно трактовать как вовлеченность 
М2 мХР в самую раннюю фазу секреции, в преде-
лах нескольких мс после деполяризации нервного 
окончания [68].

В шванновских клетках крысы рецепторы М2 
в дополнение к каноническому пути, связанно-
му с Gi-белком, активируют и неканонические 
пути, включая PI3K/AKT/mTOR-сигнальный путь, 
что может модулировать процессы пролиферации 
и миграции этих глиальных клеток [50].

СРАВНЕНИЕ СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ, СВЯЗАННЫХ 
С АКТИВАЦИЕЙ мХР В ЦЕНТРАЛЬНЫХ И МОТОРНЫХ 
СИНАПСАХ
В рамках данного обзора было интересно сопоста-
вить некоторые сигнальные пути, сопряженные 
с мХР, в моторных и центральных синапсах.

В ЦНС мХР расположены в различных областях 
головного мозга, которые иннервируются холинер-
гическими нейронами как на постсинаптических, 
так и на пресинаптических мембранах, а также 
в глиальных клетках. Считается, что мХР вовлече-
ны в такие процессы, как обучение, концентрация 
внимания, регуляция циклов сна и бодрствования, 
моторный контроль и некоторые другие; с их акти-
вацией связаны такие эффекты, как постсинаптиче-
ское возбуждение, постсинаптическое торможение 
и пресинаптическое аутоингибирование [69, 70].

Одним из механизмов, ответственным за постси-
наптическое возбуждение, является ингибирование 
потенциалзависимых K+-каналов (M-каналов), со-
пряженных с подтипами M1/M3/M5 мХР, в резуль-
тате активации фосфолипазы C. К М-каналам отно-
сятся представители подсемейства Kv7 – в основном 
Kv7.2 и Kv7.3 [71, 72]. Для стабилизации этих кана-
лов в открытом состоянии необходима определен-
ная плотность фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфата 
(PIP2) в клеточной мембране [73, 74]. Быстрый ги-
дролиз PIP2 фосфолипазой С приводит к закрытию 
К+-канала, что вызывает деполяризацию и повыше-
ние возбудимости клетки. Впервые этот механизм 
был исследован в симпатических нейронах, но он 
характерен и для центральных нейронов (напри-
мер, пирамидных нейронов гиппокампа, корковых 
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пирамидных нейронов). Обычно М-каналы сосредо-
точены в начальном сегменте аксона, где контроли-
руют порог потенциала действия. Дополнительным 
механизмом возбуждения, связанным с активацией 
мХР нечетных подтипов и истощением мембранных 
липидов, является ингибирование некоторых других 
калиевых каналов, например, Са2+-зависимых К+-
каналов или К+-каналов утечки [75–78].

Известно, что М-каналы (Kv7.2, Kv7.3 и Kv7.4) 
экспрессируются и в поперечно-полосатых мыш-
цах [79, 80]; им отводят роль регулятора процесса 
дифференциации скелетных мышц и поддержа-
ния мышечного тонуса [81–83]. Учитывая наличие 
нечетных подтипов мХР на сарколемме, гипотеза 
о возможной их колокализации с Kv7-каналами 
и модуляции калиевой проводимости представля-
ется весьма перспективной и могла бы объяснить 
некоторые эффекты мускариновых агентов на «мы-
шечном» уровне.

Постсинаптическое торможение возникает 
в ЦНС в результате активации калиевых кана-
лов внутреннего выпрямления (GIRK-каналов), 
сопряженных с М2-подтипом мХР. Впервые этот 
механизм был обнаружен в симпатических и па-
расимпатических нейронах [84], а позднее сход-
ные M2-опосредованные эффекты АХ обнаружи-
ли в некоторых центральных нейронах [70, 85–87]. 
Медленный тормозной постсинаптический потенци-
ал представляет собой отсроченную гиперполяри-
зацию, начинающуюся примерно через 50 мс после 
«никотинового» ПКП. Эта гиперполяризация имеет 
близкое сходство с ответом миокарда на стимуля-
цию блуждающего нерва и также возникает в ре-
зультате активации Gi-белка K+-канала внутренне-
го выпрямления (в основном Kir3.1 и Kir3.2) после 
активации М2 мХР. Сопряжение М2 мХР с GIRK-
каналами показано и для НМС [65]. В моторных си-
напсах GIRK-каналы локализованы на пресинапти-
ческой мембране и, как оказалось, могут не только 
снижать возбудимость клетки, но при некоторых ус-
ловиях облегчать секрецию АХ за счет подавления 
«кальциевого шума» в периоды покоя. В моторных 
синапсах позвоночных этот сигнальный путь уча-
ствует в ауторегуляции нейросекреции. 

Что касается ауторегуляции в ЦНС, то здесь пре-
синаптическое торможение (аутоингибирование) 
связывают, как правило, с прямой инактивацией по-
тенциалзависимых Са2+-каналов, сопряженных с ре-
цепторами М2/М4. В симпатических нейронах эти 
два подтипа мХР и родственные им белки Gi и Gо 
и эффекторные каналы, по-видимому, отделены 
друг от друга в отдельные функциональные микро-
домены или сигналосомы [88], возможно, с помощью 
вспомогательных белков [89].

С каждым годом находят новые механизмы, от-
ветственные за передачу сигнала с помощью ме-
таботропных рецепторов, а уже известные услож-
няются благодаря идентификации дополнительных 
изоформ молекул, участвующих в передаче сигнала, 
распознаванию новых точек пересечения сигналь-
ных путей и выявлению специфических для раз-
ных типов клеток различий в передаче сигналов. 
Традиционно считается, что нечетные подтипы ре-
цепторов (M1, M3 и M5) активируют фосфолипа-
зу С через нечувствительные к коклюшному ток-
сину G-белки семейства Gq, а рецепторы подтипов 
М2 и М4 регулируют активность аденилатциклазы 
(с помощью чувствительных к коклюшному токсину 
G-белков семейства Gi) без стимуляции фосфолипа-
зы C. Однако эта специфичность не является абсо-
лютной, и «четные» мХР также могут активировать 
α-субъединицы Gs и Gq/11 G-белков, запуская таким 
образом многочисленные сигнальные пути в зависи-
мости от природы и концентраций агониста [90–92].

НЕРВНО-МЫШЕЧНЫЕ ПАТОЛОГИИ, СВЯЗАННЫЕ 
С НАРУШЕНИЕМ МУСКАРИНОВОЙ РЕГУЛЯЦИИ
Дисбаланс холинергической системы является ос-
новной причиной симптомов многих неврологиче-
ских заболеваний, включая болезни Альцгеймера, 
Паркинсона, шизофрению, депрессию и биполяр-
ное расстройство [16, 53]. Однако данных о прямой 
связи каких-либо заболеваний с дефектами муска-
риновой регуляции скелетных мышц и, в частно-
сти, нервно-мышечной передачи на данный момент 
не так уж и много.

Нарушение мускариновой адаптации может быть 
одним из патогенетических факторов бокового ами-
отрофического склероза. Известно, что перисинапти-
ческие шванновские клетки участвуют в поддержа-
нии стабильности и нормального функционирования 
моторных синапсов, причем мХР играют важную 
роль в реализации этих процессов. Одна из функций 
шванновских клеток состоит в быстром удалении 
остатков аксонов после повреждений перифериче-
ских нервных волокон [93]. Повышение фагоцитар-
ной активности шванновских клеток связано с экс-
прессией галектина-3, а уровень активации мХР 
является фактором, определяющим переключение 
шванновской клетки с поддерживающего режима 
на репарационный [94]. У мышей, моделирующих 
боковой амиотрофический склероз (линия SOD1), 
наблюдается повышенная активация мХР в шван-
новских клетках во время предстартовой стадии за-
болевания [95] и неспособность активировать галек-
тин-3 при повреждениях нервов [96, 97].

У пациентов с синдромом хронической устало-
сти (миалгическим энцефаломиелитом) и миасте-
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Рис. 1. Схематическое изображение локализации мускариновых холинорецепторов подтипа М1 и сопряжен-
ных с ним сигнальных путей в нервно-мышечном синапсе позвоночных [7, 8, 29, 48, 52, 58]; нХР – никотиновый 
холинорецептор, ФЛЦ – фосфолипаза С, ДАГ– диацилглицерин, ИФ3 – инозитолтрифосфат, ПКС – протеинки-
наза С, ПКА – протеинкиназа А, А1/2А – аденозиновый рецептор
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Рис. 2. Схематическое изображение локализации мускариновых холинорецепторов (мХР) подтипов М2 и М4 
и сопряженных с ними сигнальных путей в нервно-мышечном синапсе позвоночных [7, 29, 50, 58, 65, 66];  
нХР – никотиновый холинорецептор, АЦ – аденилатциклаза, сАМР – циклический аденозинмонофосфат,  
ПКС – протеинкиназа С, ПКА – протеинкиназа А, А1/2А – аденозиновый рецептор, PI3K/AKT/mTOR – сигналь-
ный путь, центральными компонентами которого являются фосфоинозитид-3-киназа (PI3K), киназы AKT и mTOR
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Рис. 3. Схематическое изображение локализации мускариновых холинорецепторов (мХР) подтипов М3 и М5 
и сопряженных с ними сигнальных путей в нервно-мышечном синапсе позвоночных [6, 7, 12, 29, 63, 64];  
нХР – никотиновый холинорецептор, ФЛЦ – фосфолипаза С, ДАГ– диацилглицерин, ИФ3 – инозитолтрифосфат, 
NO – оксид азота, ENOS – эндотелиальная форма NO-синтазы, ЭК – эндоканнабиноид (предположительно, 2-AG), 
ЭКР – эндоканнабиноидный рецептор

Таблица 1. Локализация и функции мХР в скелетных мышцах позвоночных животных

Подтип Локализация Эффекты, связанные с активацией Предполагаемые сигнальные пути

М1

Нервное окончание 
[7, 11, 29]; сарколем-
ма [8]; шванновская 

клетка [29]

Увеличение квантового состава ПКП [10, 11, 29, 
31, 63]; регуляция неквантовой секреции АХ 

и мембранного потенциала мышечного волокна [8, 
13, 48]; дифференцировка «сильных» и «слабых» 

синапсов на ранних стадиях синаптогенеза [51, 52]

Активация фосфолипазы С, 
увеличение [Ca2+]i, регулирова-
ние активности протеинкиназ 

А и С [52, 58, 63]

М2
Нервное окончание, 
шванновская клетка 

[7, 29, 30, 49, 50] 

Ca2+-зависимая регуляция нейросекреции, кван-
тового состава ПКП и временного хода секреции 

[11, 29, 34, 43, 44, 65, 66]; регуляция процессов 
пролиферации и дифференциации шванновских 
клеток [30, 49, 50]; контроль развития двигатель-
ных нервных окончаний в процессе онтогенеза [7], 
дифференцировка «сильных» и «слабых» синапсов 

на ранних стадиях синаптогенеза [51, 52]

Регулирование уровня сАМР 
и активности протеинкиназ 

А и С [52, 58]; тонический блок 
аппарата экзоцитоза [66]; Ca2+-
зависимая регуляция К+-канала 

(GIRK) и Ca2+-канала L-типа [65]; 
PI3K/AKT/mTOR-сигнальный 

путь [50]

М3

Нервное окончание 
[29]; сарколемма 
[63]; шванновская 

клетка [29]

Ca2+-зависимая регуляция квантового состава 
ПКП [6, 11, 63, 64]; контроль развития двигатель-
ных нервных окончаний в процессе онтогенеза [7]

Активация фосфолипазы С, 
увеличение продукции эндоканна-
биноидов и оксида азота [6, 63, 64]

М4
Нервное окончание 
[7, 29]; шванновская 

клетка [29]

Регуляция квантового состава ПКП [6]; диф-
ференцировка «сильных» и «слабых» синапсов 

на ранних стадиях синаптогенеза [51, 52]
Нет данных

М5

Сарколемма [7]; 
нервное окончание? 

шванновская 
клетка?

Контроль роста мышц и синаптических контактов 
в процессе онтогенеза [7], регуляция сократи-
тельной способности мышечных волокон [12]; 

увеличение квантового состава ПКП [12]

Нет данных
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ническим синдромом Ламберта–Итона наблюдает-
ся выработка аутоантител к некоторым подтипам 
мХР (М1, М3, М4), что, вероятно, может усугублять 
выраженность некоторых симптомов этих заболева-
ний, проявляющихся как нарушения двигательной 
активности [98, 99].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном обзоре предпринята попытка обобщить 
известные на сегодняшний день факты и гипоте-
зы о функциях мускариновых рецепторов в ске-
летных мышцах холоднокровных и теплокровных 
животных. Основные сведения и предположения 
о локализации, последствиях фармакологических 
и генетических воздействий и связанных с мХР 
сигнальных каскадах в НМС и скелетных мышцах 
позвоночных представлены в табл. 1 и на рис. 1–3.

Сегодня не  вызывает сомнений наличие 
в  скелетных мышцах позвоночных всех пяти 
(М1–М5) известных на данный момент подтипов 
мХР. Сигнальные пути, связанные с активацией 
различных подтипов мХР в скелетных мышцах 
позвоночных, многообразны, а эффекты от акти-
вации этих рецепторов отличаются по продолжи-
тельности (от нескольких мс до десятков минут) 
и, по-видимому, предполагают возможность «пере-
ключения» с одного сигнального пути на другой 
в зависимости от факторов внутренней либо внеш-
ней природы. Часть этих внутриклеточных меха-
низмов так или иначе связана с изменением уровня 
внутриклеточного Са2+ (путем регуляции его высво-
бождения из внутриклеточных депо либо модифи-
кацией работы Са2+-каналов) и его влиянием на про-
цесс секреции АХ. Другие возможные сигнальные 
пути предполагают непосредственное воздействие 
на аппарат экзоцитоза, например, через регуляцию 
активности протеинкиназы А, фосфорилирование 
белка SNAP-25 и т.д.

Функции мХР в скелетной мышце не ограничи-
ваются ауторегуляцией секреции АХ. Рецепторы 

М1- и М2-подтипов могут участвовать в регуляции 
кинетики секреции АХ. мХР нечетных подтипов 
могут располагаться на сарколемме и регулировать 
сократительную активность мышечных волокон 
либо участвовать в поддержании мембранного по-
тенциала покоя. 

Интересно отметить, что мХР сами служат ми-
шенью для различных эндогенных факторов, на-
пример, свободных радикалов [100, 101], а также 
являются потенциалчувствительными, причем 
в диапазоне физиологических изменений потенциа-
ла клеток [102–104]. Поэтому можно предположить 
возможность динамической регуляции свойств этих 
рецепторов при разных режимах работы синапса, 
например, снижение вероятности активации в пери-
од генерации потенциала действия или при функ-
ционировании НМС в высокочастотном режиме.

Лиганды мХР, в том числе и аллостерические 
модуляторы, активно используются при лечении 
разного рода патологий, и в настоящее время ак-
тивно ведется направленный поиск новых, высо-
коселективных мускариновых агентов в качестве 
потенциальных терапевтических средств [1, 2, 16]. 
Присутствие всех известных на данный момент 
подтипов мХР в скелетных мышцах и многообразие 
связанных с их активацией сигнальных каскадов 
следует учитывать при использовании мускарино-
вых агентов в качестве лекарственных препаратов. 
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ВВЕДЕНИЕ
В 2007 году показали, что зрелые соматические фи-
бробласты можно перепрограммировать в состояние 
стволовых клеток за счет сверхэкспрессии четырех 
плюрипотентных транскрипционных факторов (так 
называемых факторов Яманака) – OCT3/4, SOX2, 
C-MYC и KLF4 [1]. Индуцированные плюрипотент-
ные стволовые клетки (ИПСК) имеют морфологию 
эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) человека 
и экспрессируют их генетические маркеры.

Сверхэкспрессия коктейля транскрипционных фак-
торов позволяет репрограммировать cоматические 
клетки пациента в ИПСК [1–3], которые обладают та-
кими важными характеристиками, как: 

УДК 577.21:576.364:615-085:576.367

Потенциал и использование 
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– способность дифференцироваться в клетки всех 
зародышевых листков (эктодерма, мезодерма и эн-
тодерма); 
– способность неограниченно размножаться при со-
хранении нормального кариотипа, что позволяет по-
стоянно получать клеточный материал [4–6]. 

Развитие методологии работы с ИПСК человека 
привело к созданию концепции «болезни в чашке» 
(«disease-in-a-dish»). B настоящее время комбинация 
ИПСК с технологией редактирования генома, анали-
зом регуляции метаболических путей и оценка фено-
типа до редактирования и после являются мощным 
инструментом изучения развития глазных болезней, 
включая редкие формы наследственных заболеваний 

РЕФЕРАТ В представленном обзоре на примере двух наиболее распространенных типов патологии зри-
тельной системы – наследственной оптической нейропатии и ретинопатии – рассмотрены in vitro мо-
делирование этих заболеваний с использованием индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(ИПСК), а также подходы к разработке терапевтических стратегий. При нейропатиях наблюдаются 
дегенерация ганглиозных клеток сетчатки и атрофия зрительного нерва, а при ретинопатиях поража-
ются фоторецепторы или клетки пигментного эпителия сетчатки. ИПСК человека могут служить моде-
лью для изучения патологических основ этих заболеваний и механизмов восстановления зрительных 
функций. В последние годы достигнут значительный прогресс в создании ганглиозных и ретинальных 
органоидов из ИПСК, опубликованы данные о потенциале ИПСК для моделирования оптических ней-
ропатий, таких, как глаукома, нейропатия Лебера и др., в том числе и при разработке терапевтических 
подходов с использованием инструментов генетического редактирования. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, ретинопатии, оптические ней-
ропатии, ганглиозные клетки сетчатки, органоиды, генная терапия, клеточная терапия. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ CRISPR – короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные груп-
пами; ГКС – ганглиозные клетки сетчатки; LHON – наследственная оптическая нейропатия Лебера; 
DOA – аутосомно-доминантная атрофия зрительного нерва; ПР – пигментный ретинит; ЭСК – эмбрио-
нальные стволовые клетки; ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; ЭРГ – элек-
троретинограмма; ЭТЦ – электрон-транспортная цепь; АФК – активные формы кислорода; HDR – го-
мологически направленная репарация; NHEJ – негомологичное соединение концов; OCR – скорость 
потребления кислорода; LCA – врожденный амавроз Лебера. 
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сетчатки глаза, и позволяют разрабатывать способы 
тестирования эффективности лекарственных препа-
ратов и новых терапевтических подходов. 

Генная терапия зачастую является единственным 
вариантом коррекции наследственных заболеваний. 
Чаще всего используют заместительную терапию, 
при которой генетический дефект исправляют пу-
тем введения функциональной копии гена в клет-
ки пациента. ИПСК, полученные из первичных 
клеток пациентов, являются релевантной и удоб-
ной моделью как для in vitro скрининга и оценки 
эффективности генотерапевтических препаратов, 
так и для предсказания потенциальных побочных 
эффектов терапии и увеличения профиля безопас-
ности продукта. 

Для доставки генетического материала исполь-
зуют катионные полимеры, липидные наночастицы 
и векторные системы на основе различных вирусов. 
Катионные полимеры способны проникать внутрь 
клеточного ядра, при этом они могут разрушать 
клеточные мембраны и оказывать таким образом 
токсическое действие на клетку [7]. Липидные нано-
частицы, заключающие ДНК в липосомы, сливаются 
с клеточной мембраной, высвобождая генетический 
материал в клетку [8]. К недостаткам доставки с ис-
пользованием липидных наночастиц ДНК относится 
низкая эффективность, обусловленная деградаци-
ей комплексов липосом с ДНК лизосомами клетки. 
В качестве векторов чаще всего используют вирусы, 
обеспечивающие при однократном введении эффек-
тивную доставку и экспрессию терапевтического 
гена, приводящую к длительному ответу на тера-
пию пациентов с тяжелыми генетическими забо-
леваниями. Разнообразие вирусных векторов дает 
возможность варьировать специфичность доставки 
к клеткам [9]. Однако при выборе вирусного вектора 
следует обязательно учитывать его потенциальную 
иммуногенность, а также риски инсерционного му-
тагенеза при использовании интегративных вирусов. 

Достижения в области редактирования генома 
и получения ИПСК открыли новую ветвь генной те-
рапии в сочетании с клеточной терапией. Методика 
редактирования патогенных генотипов пациен-
та in vitro и введения скорректированных ИПСК 
для коррекции фенотипа лишены минусов клас-
сической генной терапии, поскольку обеспечивают 
иммуносовместимость с реципиентом и позволяют 
контролировать качество ИПСК до трансплантации 
[10]. 

Следует отметить, что основным трендом в ис-
пользовании ИПСК в генной терапии является раз-
работка способов редактирования с помощью систе-
мы CRISPR/Cas9 и ее аналогов, тогда как работы 
по заместительной генной терапии практически 

полностью отсутствуют. Далее будут представлены 
данные об использовании ИПСК в качестве моделей 
в основном для оценки эффективности редактиро-
вания аутосомно-доминантных мутаций. 

В обзоре рассмотрены in vitro моделирование 
двух наиболее распространенных типов патологий 
зрительной системы – наследственных нейропатий 
и ретинопатий, и разработка терапевтических стра-
тегий с использованием ИПСК. Обсуждаются так-
же трансляционные достижения клеточной и генной 
терапии.

ГЕННАЯ И КЛЕТОЧНАЯ ТЕРАПИЯ НЕЙРОПАТИЙ 
С ПРИМЕНЕНИЕМ ИПСК 
Оптические нейропатии, обусловленные гибелью 
ганглиозных клеток сетчатки и дегенерацией аксо-
нов зрительного нерва, являются основной причи-
ной потери зрения и слепоты во всем мире [11, 12]. 
Ганглиозные клетки сетчатки (ГКС) – это специ-
ализированные нейроны, аксоны которых образуют 
зрительный нерв, проводящий информацию от глаза 
к мозгу [13]. Глаукома – прогрессирующая оптиче-
ская нейропатия, характеризующаяся структурны-
ми изменениями диска (головки) зрительного нерва 
и необратимой потерей зрения, – наиболее распро-
страненная патология, диагностированная более 
чем у 60 млн человек [14–19]. Другие оптические 
нейропатии, такие, как наследственная нейропатия 
Лебера (LHON) и аутосомно-доминантная атрофия 
зрительного нерва (DOA), проявляются в более ран-
нем возрасте и вызываются мутациями в митохон-
дриальных генах. 

Генная терапия нейропатий
LHON – характеризуется потерей центрального 
зрения и встречается преимущественно у мужчин. 
Большая часть мутаций при этом заболевании най-
дена в митохондриальных генах, кодирующих бел-
ки первого комплекса электрон-транспортной цепи 
(ЭТЦ), MT-ND4 (m.11778G>A), MT-ND1 (m.3460G>A), 
MT-ND6 (m.14484T>C). Патогенез LHON связан со 
сниженной генерацией АТР и накоплением актив-
ных форм кислорода (АФК), что приводит к гибели 
ГКС, атрофии зрительного нерва и, соответственно, 
к потере центрального зрения сначала в одном гла-
зу, а далее во втором. 

Исследователями из Австралии были получены 
ИПСК от пациента с гомоплазматическими двойны-
ми мутациями мтДНК (m.4160T>C и m.14484T>C), 
приходящиеся на гены MT-ND1 и MT-ND6 соот-
ветственно. Такой генотип приводит к так назы-
ваемой «LHON plus», при которой дополнительно 
развиваются неврологические симптомы, отличные 
от оптической нейропатии, например, двигательные 
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расстройства. С помощью цибридной технологии 
митохондрии в этих ИПСК заменили на митохон-
дрии без мутаций. Уровни апоптоза и АФК в ГКС, 
полученных из отредактированных ИПСК, были 
ниже, чем в контрольных ГКС, содержащих мута-
ции [20]. 

DOA – заболевание, вызываемое митохондриаль-
ной дисфункцией, проявляется снижением остро-
ты зрения в раннем возрасте и далее слепотой. 
При DOA наблюдается повреждение ГКС и их ак-
сонов, образующих зрительный нерв. В основном 
мутации, приводящие к DOA, локализованы в гене 
OPA1, кодирующем белок внутренней мембраны ми-
тохондрий, дисфункция которого влияет на слияние 
митохондрий, продукцию АТР, сигналинг апоптоти-
ческих факторов, метаболизм кальция и поддержа-
ние целостности митохондриального генома [21]. 

В ИПСК, полученных от пациента с мутацией 
1334G>A (R445H) в OPA1, проведена коррекция му-
тации с помощью комбинации технологии CRISPR/
Cas9 и механизма гомологичной рекомбинации 
(HDR), где в качестве матрицы использовали ssDNA. 
Скорость потребления кислорода (OCR) в отредак-
тированных ИПСК была выше, чем в клетках с му-
тациями, которые характеризовались снижением 
митохондриальной фрагментации, а также более 
низкой продукцией апоптотических сигналов [21]. 

Клеточная терапия нейропатий 
Заместительная клеточная терапия с использова-
нием ИПСК является привлекательным подходом 
к лечению нейропатий и ретинопатий, особенно 
на более поздних стадиях патологического процес-
са, когда произошла значительная потеря клеток. 
Также считается, что в некоторых случаях тро-
фические факторы, высвобождаемые стволовыми 
клетками, могут способствовать процессу регене-
рации при трансплантации. На животных моделях 
оптической нейропатии была доказана эффектив-
ность клеточной терапии на основе ИПСК [22, 23]. 
Ганглиозные клетки, происходящие из ИПСК, могут 
интегрироваться и выживать после трансплантации 
в сетчатку мышей, служащих моделью заболева-
ния [22]. Более того, трансплантация клеток-пред-
шественников, полученных из ИПСК, способство-
вала заживлению повреждения зрительного нерва 
у крыс со значительным восстановлением вызван-
ных потенциалов [23]. 

Следует отметить, что клеточная терапия ней-
ропатий зрительного нерва может использоваться 
для получения клеток, отличных от ганглиозных. 
Так, Abu-Hassan D.W. и соавт. показали, что транс-
плантация клеток трабекулярной сети, полученных 
из ИПСК, может восстанавливать гомеостатическую 

функцию в ex vivo перфузированной модели орган-
ной культуры переднего сегмента глаза человека 
[24], открывая тем самым новый интересный подход 
к лечению глаукомы.

В настоящее время отсутствуют сообщения 
о проведении клинических испытаний клеточной 
терапии при нейропатии зрительного нерва, однако 
проводятся клинические испытания по замещению 
клеток пигментного эпителия сетчатки, получен-
ных из ИПСК [25, 26]. Недавно компания Advanced 
Cell Technology, специализирующаяся на стволовых 
клетках, сообщила об успешном завершении фазы 
I/IIa клинических испытаний суспензии клеток пиг-
ментного эпителия сетчатки, полученных из ЭСК, 
трансплантированных при связанной с возрастом 
макулярной дегенерации и болезни Штаргардта [25, 
26]. Сообщалось об улучшении зрения без серьез-
ных побочных эффектов или иммунных реакций 
после трансплантации низкой дозы дифференциро-
ванных из ЭСК клеток в один глаз у 18 пациентов. 
Не получено данных об отторжении транспланти-
рованных клеток, неконтролируемой пролиферации 
или серьезных глазных или системных проблемах. 
Отмечено улучшение зрительных функций у боль-
шей части пациентов, а испытания достигли целе-
вых конечных точек по безопасности. Кроме того, 
команда под руководством профессора Масайо 
Такахаши из Японии готовится к проведению кли-
нических испытаний с использованием ретиналь-
ного эпителия, полученного из ИПСК, для лечения 
связанной с возрастом макулярной дегенерации [26]. 
Эти клинические испытания подтвердят концепту-
альную возможность использования плюрипотент-
ных стволовых клеток для восстановления функци-
ональности пораженных тканей, предоставив новый 
альтернативный вариант эффективного и безопас-
ного лечения слепоты, вызванной различными па-
тологическими процессами.

ГЕННАЯ И КЛЕТОЧНАЯ ТЕРАПИЯ РЕТИНОПАТИЙ 
С ПРИМЕНЕНИЕМ ИПСК 
Наследственной ретинопатией считается любое 
генетическое заболевание, приводящее к пораже-
нию сетчатки глаза и, как следствие, к ухудшению 
зрения. Распространенность этой группы заболева-
ний составляет около 3 человек из 100. Наиболее 
частыми симптомами ретинопатий являются изме-
нение полей зрения, неспособность адаптироваться 
к плохому освещению, искажение форм, размеров 
объектов и изменение цветовосприятия. Данные 
о молекулярных процессах заболеваний получены 
в основном на моделях фибробластов, так как по-
лучить образцы сетчатки не представляется воз-
можным. Использование с этой целью ИПСК может 
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позволить получить более релевантную модель за-
болевания. 

По своему типу различают ретинопатии маку-
лярные и периферические. При макулярных рети-
нопатиях (например, болезнь Штаргардта и Беста) 
поражается центральная часть сетчатки – макула. 
При периферических ретинопатиях нарушается пе-
риферическое зрение. К наиболее распространен-
ным заболеваниям этой группы относятся пигмент-
ный ретинит и хороидеремия [27]. 

Самыми тяжелыми и ранними формами наслед-
ственных заболеваний сетчатки считаются различ-
ные типы врожденного амавроза Лебера (LCA), при-
водящего к потере зрения при рождении или вскоре 
после него. При этом заболевании возможно также 
развитие повышенной светочувствительности, не-
произвольное движение глаз (нистагм) и дально-
зоркость. В редких случаях наблюдается задержка 
умственного развития. 

Применение генотерапевтических подходов 
к лечению наследственных ретинопатий
Существует не менее 20 типов LCA, обусловлен-
ных разными мутациями в разных генах, а также 
фенотипическими проявлениями. К наиболее рас-
пространенным патологическим мутациям при LCA 
относятся мутации в генах CEP290, CRB1, GUCY2D, 
RPE65. При этом примерно в 30% случаев моле-
кулярно-генетические причины LCA не найдены 
[28]. Так белок, кодируемый геном CEP290, уча-
ствует в клеточном делении, сборке микротрубо-
чек, формировании центросом и ресничек. Мутации 
в этом гене приводят к наиболее тяжелой фор-
ме LCA – LCA типа 10 [29]. До 15% всех мутаций 
CEP290 представлены мутацией IVS26 – 2991+1655 
A>G в интроне 26, приводящей к включению экзо-
на со стоп-кодоном (С998Х). Получаемый в случае 
этой мутации укороченный пептид обеспечивает 
лишь частичную активность CEP290. Модель ИПСК, 
полученная от пациента с таким генотипом, была 
отредактирована с помощью CRISPR/Cas9. По срав-
нению с мутациями в кодирующей части гена, где 
требуется использование матрицы для рекомбина-
ции, мутации сайта сплайсинга можно скорректи-
ровать специфической делецией. Так, редактирова-
ние ИПСК с удалением сайта сплайсинга в области 
IVS26 привело к повышенной продукции функцио-
нального CEP290 [29]. 

Генная терапия с использованием некодиру-
ющей РНК, нацеленной на IVS26, оказалась эф-
фективной в модели 3D-органоида сетчатки, 
полученной из ИПСК пациента. Полностью фосфо-
ротиоированный и 2’-O-метил-модифицированный 
РНК-олигонуклеотид (QR-110) корректировал де-

фект сплайсинга CEP290 и восстанавливал дикий 
тип мРНК. Показано дозозависимое восстановление 
ресничек фоторецепторов [30].

LCA типа 4, обусловленный мутациями в гене 
AIPL1, характеризуется тяжелым нарушением зре-
ния в младенчестве и прогрессирующей атрофией 
фоторецепторных клеток. C помощью CRISPR/Cas9 
и HDR с эффективностью 30% был отредактиро-
ван органоид сетчатки, полученный от ИПСК па-
циента с мутацией 834 G>A (Trp278X) гена AIPL1. 
Показано восстановление экспрессии AIPL1, повы-
шение количества сGMP и PDE6 в клетках после 
редактирования [31]. 

LCA типа 7, составляющий около 2% всех LCA, 
характеризуется ранней дисфункцией фоторецеп-
торов, вызванной мутациями в гене CRX (кодиру-
ет гомеобокссодержащий белок колбочек-палочек). 
Опосредованное NHEJ (негомологичное соедине-
ние концов) CRISPR/Cas9-редактирование мутации 
263А>C (K88Q) в гене CRX в модели органоидов 
сетчатки способствовало развитию и созреванию 
фоторецепторных клеток. Интересно, что стратегия 
редактирования предполагала внесение двух двух-
цепочечных разрывов. Один был нацелен на му-
тацию, а другой – на аллель-специфические SNP 
между экзонами 2 и 4 гена CRX [32].

Пигментный ретинит (ПР) – затрагивающее 
сетчатку глаза наследственное заболевание с про-
грессирующей потерей фоторецепторных клеток. 
Пациенты ощущают проблемы с ночным и перифе-
рическим зрением, хотя полная слепота достаточ-
но редка. Манифестация начинается, как правило, 
в детском возрасте. Одной из возможных причин 
ПP является мутация в гене родопсина (RHO) [33]. 
Родопсин – зрительный пигмент, содержащийся 
в палочках сетчатки, является трансмембранным 
рецептором, связанным с G-белками, конформация 
которого изменяется при поглощении квантов све-
та. Родопсин активирует G-белок трансдуцин, ак-
тивирующий cGMP-зависимую фосфодиэстеразу, 
что в дальнейшем приводит к изменению проница-
емости cGMP-зависимых ионных каналов, гипер-
поляризации мембраны и возникновению нервного 
импульса [34]. Используя зависимый от вируса-по-
мощника аденовирусный вектор (HDAdV), осущест-
вляли редактирование мутации в ИПСК пациента 
с мутацией, ведущей к замене E181K в молекуле 
родопсина. Дифференцированные в фоторецептор-
ные клетки ИПСК после редактирования характе-
ризовались сниженным уровнем аутофагии за счет 
подавления апоптоза, вызванного стрессом ЭПР. 
Перенос генов HDAdV осуществляли путем гомоло-
гичной рекомбинации без внесения разрывов в ДНК 
[34].
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Удалось также отредактировать с помощью 
CRISPR/Cas9 мутацию 68C>A (P23H) в этом же 
гене на модели ИПСК. В клетках дикого типа (кон-
трольных) не наблюдали неспецифического редак-
тирования, в то время как в мутантных клетках 
в результате редактирования происходили сдвиг 
рамки считывания и терминация (трансляции), 
что приводило к инактивации мутантного аллеля 
[29].

Пигментный ретинит, сцепленный с X-хромо
сомой, встречается у мужчин с частотой 1 на 15 000 
человек и проявляется потерей ночного зрения, 
а затем периферического зрения и полной слепотой 
к 40 годам. Мутации в этом случае локализуются 
в гене RPGR, кодирующем регулятор GTP-азы пиг-
ментного ретинита, влияющим на развитие фото-
рецепторных клеток, так как является компонен-
том взаимодействия центросомы и ресничек. Около 
16% случаев ПP связаны с мутациями в RPGR. 
С помощью CRISPR/Cas9 и HDR проведено редак-
тирование ИПСК пациента с мутацией 3070 G>T 
в гене RPGR, где одноцепочечная матрица не име-
ла мутации. Несмотря на то, что этот ген являет-
ся GC-богатым и содержит нуклеотидные повторы, 
эффективность редактирования составила 13% [35]. 
Известны случаи делеции в экзоне 14 гена RPGR, 
приводящие к сдвигу рамки считывания и поте-
ре последовательноcтей, кодируемых экзонами 
15–19. Такие мутации приводят к нарушению ци-
лиогенеза, поэтому реснички фоторецепторных 
клеток у пациентов с таким дефектом укорочены. 
ИПСК, полученные от пациентов с вариантами 
мутаций RPGR (1685_1686delAT, 2234_2235delGA 
и 2403_2404delAG), были отредактированы с по-
мощью CRISPR/Cas9 с  использованием HDR. 
Полученные 3D-органоиды сетчатки имели нор-
мальную морфологию, экспрессировали рековерин, 
содержали большее количество палочек и колбочек 
по сравнению с контролем [36].

Другим Х-сцепленным заболеванием является 
Х-сцепленный ювенильный ретиношизис, кото-
рый характеризуется дегенеративной нейропати-
ей и отслоением сетчатки. Ювенильный ретино-
шизис развивается преимущественно у мужчин, 
а его частота составляет примерно 1:10000. Это 
заболевание обусловлено мутациями в гене RS1, 
вовлеченном в клеточную организацию сетчат-
ки и межклеточную адгезию. Получены модели 
ИПСК от пациентов с мутациями 625C>T (R209C) 
и 488G>A (W163X). Отредактированные c помо-
щью CRISPR/Cas9 и HDR ИПСК показали 50% 
эффективность редактирования, но также и на-
личие инсерций. Эффективность опосредованного 
Cas9-ABE7.10 редактирования оснований в случае 

625C>T оказалась сравнимой с подходом, использу-
ющим принцип HDR [37].

Мутации в генах PRPF, приводящие к ПP типа 
13, являются аутосомно-доминантными и объединя-
ют около 15% случаев пигментного ретинита. Белок, 
кодируемый PRPF8, играет важную роль в сплай-
синге пре-мРНК, он является основным компонен-
том сплайсосомы типа U2 и U12 и отвечает за раз-
мещение сплайсосомы на пре-мРНК. С помощью 
CRISPR/Cas9-Gem (эндонуклеаза Cas9 и белок ге-
минин) проведено редактирование ИПСК с мутаци-
ей 6901 C>T (P2301S) в гене PRPF8 за счет HDR. 
В отредактированных ИПСК, дифференцированных 
в эпителиальные клетки сетчатки, восстановились 
морфология и апикально-базальная полярность, 
способность фагоцитировать внешние сегменты фо-
торецепторов. Cas9-Gem использовали для деграда-
ции системы в фазе G0/G1 для снижения вероят-
ности инсерций, вызванных NHEJ [38].

С помощью системы CRISPR/Cas9 и HDR про-
ведено редактирование ИПСК пациента с мутацией 
1115_1125del11 в гене PRPF31, кодирующем компо-
нент сплайсосомного комплекса пре-мРНК (11-й тип 
пигментного ретинита). Такое редактирование при-
вело к восстановлению молекулярных и клеточных 
фенотипов индуцированных органоидов сетчатки 
[39].

Ген MERTK, мутации в котором приводят к ау-
тосомно-рецессивному пигментному ретиниту, ко-
дирует рецепторную тирозинкиназу, передающую 
сигналы из внеклеточного матрикса в цитоплазму. 
Этот фермент участвует в процессах дифферен-
цировки, выживания клеток и фагоцитозе апоп-
тотических клеток. Мутация 992_993delCA в гене 
MERTK была скорректирована в ИПСК, получен-
ных от пациента, системой CRISPR/Cas9 и HDR. 
Дифференцированные в пигментные клетки сетчат-
ки редактированные ИПСК восстановили экспрес-
сию MERTK и функции фагоцитов по сравнению 
с мутантными вариантами [40, 41].

Основной причиной рецессивного пигментного 
ретинита у этнических евреев является инсерция 
Alu длиной 354 п.н. в гене MAK, кодирующем серин/
треониновую протеинкиназу, участвующую в регу-
ляции клеточного цикла и важную для регуляции 
длины ресничек и выживания фоторецепторных 
клеток. Опосредованное CRISPR/Cas9 редактирова-
ние с HDR ИПСК с инсерцией Alu привело к вос-
становлению транскрипта MAK [29]. 

Синдром усиленного ответа S-колбочек опосре-
дован мутацией гена NR2E3, кодирующего транс-
крипционный фактор, активатор развития палочек 
и репрессор развития колбочек. Для этого синдрома 
характерна атрофия сетчатки с последующей поте-
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рей зрения. S-колбочки – один из трех типов кол-
бочек сетчатки, наименее распространенный в нор-
мальной сетчатке человека. Мутации в гене NR2E3 
приводят к дефектам дифференцировки с образо-
ванием большого количества S-колбочек и отсут-
ствию палочек. Нокаут мутантного аллеля в ИПСК 
пациента с мутацией 166G>A (G56R) в гене NR2E3, 
проведенный с помощью CRISPR/Cas9 и NHEJ, при-
вел к нормальному функционированию и развитию 
фоторецепторов палочек в дифференцированных 
органоидах сетчатки [42].

Синдром Ашера – заболевание, на поздних стади-
ях которого наблюдается потеря зрения (в резуль-
тате пигментного ретинита), а ранее – потеря слуха, 
возможны также нарушения вестибулярного аппа-
рата. Одной из причин заболевания является мута-
ция гена MYO7A, который кодирует миозин – мо-
торный белок сетчатки, участвующий в обновлении 
наружных дисков фоторецепторов, способствующий 
распределению и миграции меланосом и фагосом 
пигментного эпителия сетчатки, а также связанный 
с регуляцией транспорта опсина в фоторецепто-
рах сетчатки. Полученные от пациента с мутаци-
ями MYO7A (c.1184 G>A и c.4118C>T) ИПСК были 
редактированы с помощью CRISPR/Cas9 и HDR. 
После чего наблюдали морфологическое (в виде 
слипания стереоцилии) и функциональное (в виде 
восстановления мембранного потенциала) восста-
новление дифференцированных отредактированных 
волосковых клеток [43]. Также синдром Ашера ассо-
циирован с мутациями в гене USH2A, кодирующим 
белок ушерин, который участвует в процессах зву-
ко- и световосприятия в комплексе USH2. В фото-
рецепторах сетчатки комплекс USH2 поддерживает 
комплекс перицилиарной мембраны, который игра-
ет роль в регуляции внутриклеточного транспорта 
белков. В ИПСК пациентов использовали CRISPR-
eSpCas9 и HDR для исправления мутаций 2276G>T 
(C759F) и 2299delG (E767Serfs*21), расположенных 
на расстоянии 22 п.н. друг от друга в экзоне 13 гена 
USH2A. Достигнуты 15% эффективность редакти-
рования и восстановление экспрессии USH2A, кро-
ме того, ИПСК сохранили геномную стабильность 
и плюрипотентность [44, 45]. 

Клеточная терапия ретинопатий
На животных моделях ретинопатий доказана эф-
фективность клеточной терапии на основе ИПСК. 
Так, сетчатку, полученную из ИПСК человека, 
трансплантировали в субретинальное пространство 
обезьян с лазер-индуцированным повреждением 
сетчатки и иммунодефицитным крысам с пигмент-
ным ретинитом. Трансплантированные клетки ин-
тегрировались в сетчатку крысы и образовыва-

ли синаптические связи с биполярными клетками 
хозяина. В модели обезьян трансплантированные 
клетки интегрировались в сетчатку хозяина; за-
фиксировано и улучшение электроретинограммы 
(ЭРГ) [46]. Аналогично, в модели пигментного ре-
тинита у мышей субретинальная трансплантация 
ретинальных сфероидов, полученных из ИПСК, за-
держивала истончение сетчатки, увеличивала уро-
вень фактора, производного пигментного эпителия 
(PEDF), уменьшала количество апоптотических 
клеток, а также уменьшала инфильтрацию микро-
глии в сетчатку [47]. У крыс с наследственной му-
тацией гена протоонкогенной тирозинкиназы MER 
(MERTK) как модели дегенерации сетчатки субре-
тинальная трансплантация клеток РПЭ, полученных 
из ИПСК, значительно восстанавливала зрительную 
функцию, измеренную порогами оптокинетического 
отслеживания. Ни у одного животного не было вы-
явлено аномальной пролиферации или образования 
тератом [48]. Интересно, что совместная трансплан-
тация различных типов ретинальных клеток, полу-
ченных из ИПСК, показывала лучшие результаты 
по сравнению с трансплантацией отдельных типов 
клеток, это приводило к лучшему зрительному от-
вету и сохранению внешнего нуклеарного слоя в мо-
дели дегенерации сетчатки у крыс [49]. В животной 
модели пигментного ретинита субретинально транс-
плантированные предшественники фоторецепторов, 
экспрессирующие CRX, происходящие из ИПСК, 
встраивались во внутренний ядерный слой клеток. 
Пересаженные клетки экспрессировали маркер ар-
рестин 3, что указывало на их дальнейшее созрева-
ние [50]. 

В доклиническом исследовании на крысах и сви-
ньях ИПСК, полученные из клеток CD34+ пациен-
тов с макулярной дистрофией сетчатки, при диф-
ференцировке в клетки ретины интегрировались 
и восстанавливали сетчатку. В этом исследовании 
обнаружено, что для достижения терапевтического 
эффекта при пересадке монослоя требовалось в 10 
раз меньше клеток, чем при использовании суспен-
зии клеток. При этом клетки ретины, транспланти-
рованные в виде суспензии, не смогли интегриро-
ваться в слой ретинальных клеток крысы, каркас 
на основе поли(молочно-когликолевой кислоты) 
(PLGA) способствовал интеграции трансплантиро-
ванного слоя клеток в мембрану Бруха крысы [51].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Хотя использование ИПСК в исследованиях оп-
тических нейропатий и ретинопатий является от-
носительно новым подходом, нет сомнений в том, 
что эта технология обладает высоким потенциалом 
как с точки зрения изучения патогенеза заболева-
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Таблица 1. Изучение потенциала генотерапевтических подходов и генетического редактирования наследственных 
ретинопатий и оптических нейропатий на моделях ИПСК 

Заболевание Мутация Тип  
наследования Подход к лечению Основные эффекты/результат

LHON*1 m.4160T>C(MT-ND1) 
и m.14484T>C(MT-ND6)

Материнское, 
митохондри-

альное

Замена митохон-
дрий, создание 

цибридов

Снижение апоптотических эффектов 
и уровня АФК*2 в дифференцированных 

ГКС*3 [20]

DOA*4 1334G>A (OPA1) Аутосомно-
доминантный

CRISPR-
редактирование 

с HDR*5

Увеличение OCR*6 в редактированных 
ИПСК*7 и уменьшение сигналов апоптоза 

[21]

LCA*8

2991+1655A > G (CEP290) Аутосомно- 
рецессивный

CRISPR-редакти
рование с NHEJ*9, 

РНК-интерференция

Повышенная продукция функциональ-
ного CEP290. Восстановление ресничек 

фоторецепторов [29, 30]

834G>A (AIPL1) Аутосомно- 
рецессивный

CRISPR-
редактирование 

с HDR

Восстановление экспрессии AIPL1, 
повышение количества cGMP*10 и PDE6 

в клетках органоида сетчатки [31]

263А>C (CRX) Аутосомно- 
рецессивный

CRISPR-
редактирование 

с NHEJ

В модели органоидов сетчатки, получен-
ных от ИПСК пациентов, способствовало 
развитию и созреванию фоторецептор-

ных клеток [32]

Пигментный 
ретинит

541 G>A (RHO) Аутосомно-
доминантный

Рекомбинация 
с геномом HDAdV

Дифференцированные в фоторецептор-
ные клетки ИПСК после редактирования 

проявили сниженную аутофагию [34]

68C>A (RHO) Аутосомно-
доминантный

CRISPR-
редактирование 

с NHEJ
Инактивация мутантного аллеля [29]

3070G>T (RPGR) Х-сцепленный
CRISPR-

редактирование 
с HDR

Восстановление нуклеотидной последова-
тельности [35]

1685_1686delAT, 
2234_2235delGA 

и 2403_2404delAG (RPGR)
Х-сцепленный

CRISPR-
редактирование 

с HDR

Органоиды сетчатки демонстрировали 
нормальную морфологию [36]

6901C>T (PRFP8) Аутосомно-
доминантный

CRISPR-
редактирование 

с HDR

Морфология, способность фагоцитиро-
вать были восстановлены в дифферен-
цированных, отредактированных ИПСК 
в эпителиальные клетки сетчатки [38]

1115_1125del11 (PRPF31) Аутосомно-
доминантный

CRISPR-
редактирование 

с HDR

Восстановление молекулярных и кле-
точных фенотипов в индуцированных 

органоидах сетчатки [39]

992_993delCA (MERTK) Аутосомно-
рецессивный

CRISPR-
редактирование 

с HDR

Восстановление экспрессии MERTK 
и функции фагоцитов [40, 41]

Инсерция Alu длиной 354 
п.н. (MAK)

Аутосомно-
рецессивный

CRISPR-
редактирование 

с HDR
Восстановление транскрипта MAK [29]

Х-сцепленный 
ювенильный 
ретиношизис 

625C >T, 
488G>A (RS1) Х-сцепленный

CRISPR-
редактирование 

оснований при помо-
щи ABE7.10

Восстановление нуклеотидной последова-
тельности [37]

Синдром уси-
ленного ответа 

S-колбочек
166G>A (NR2E3) Аутосомно-

рецессивный

CRISPR-
редактирование 

с NHEJ

Нормальное функционирование и раз-
витие фоторецепторов палочек в диффе-
ренцированных органоидах сетчатки [42]

Синдром 
Ашера

c.1184G>A и c.4118C>T 
(MYO7A)

Аутосомно-
рецессивный

CRISPR-
редактирование 

с HDR

Морфологическое (в виде слипания 
стереоцилии) и функциональное вос-
становление (в виде восстановления 

мембранного потенциала) [43]

2276G>T (USH2A) Аутосомно-
рецессивный

CRISPR-
редактирование 

с HDR

Восстановление нуклеотидной последова-
тельности [44, 45]

*1 – наследственная оптическая нейропатия Лебера; *2 – активные формы кислорода; *3 – ганглиозные клетки 
сетчатки; *4 – аутосомно-доминантная атрофия зрительного нерва; *5 – гомологически направленная репарация; 
*6 – скорость потребления кислорода; *7 – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; *8 – врожденный 
амавроз Лебера; *9 – негомологичное соединение концов; *10 – циклический гуанозинмонофосфат.



ОБЗОРЫ

 ТОМ 15 № 4 (59) 2023 | ACTA NATURAE | 63

Рис. 1. Подходы к генной терапии наследственных ретинопатий/нейропатий на моделях ИПСК. А – замена ми-
тохондрий, создание цибридов на модели LHON. Б – CRISPR-редактирование с HDR на модели DOA. В – CRISPR-
редактирование NHEJ на модели LCA. Г – РНК-интерференция на модели LCA. Д – рекомбинация с геномом 
вируса HDAdV на модели пигментного ретинита. Е – CRISPR-редактирование оснований при помощи ABE7.10 
на модели Х-сцепленного ювенильного ретиношизиса 

LHON-клетка 
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DOA 1334G>A 

(OPA1)

CRISPR-редактирование 
с HDR

Скорректированная 
ИПСК

*Увеличение OCR 
*Уменьшение сигналов 
апоптоза

В

ИПСК с генотипом LCA 
263А>C (CRX)

Дифференцировка

CRISPR-редактирование 
с NHEJ

Органоид сетчатки

*Развитие и созревание 
фоторецепторных 
клеток

Г

ИПСК с генотипом 
LCA 2991+1655A > G 

(CEP290)

Дифференцировка

Органоид сетчатки 
с генотипом LCA 
2991+1655A > G 

(CEP290)
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одноцепочечных 

коротких РНК

Органоид сетчатки 

Д
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Дифференцировка

Рекомбинация с геномом 
вируса HDAdV

Фоторецепторная 
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*Снижение аутофагии

Е

ИПСК с генотипом 
Х-сцепленного  
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ретиношизиса 625C >T, 
488G>A (RS1)

СRISPR-
редактирование 

оснований

Скорректированная 
ИПСК

*Коррекция генотипа

ний, так и с точки зрения апробации и оптимизации 
методов генной терапии и генетического редакти-
рования (рис. 1, табл. 1). Моделирование заболева-
ний с использованием ИПСК позволяет изучать ос-
новные механизмы, ведущие к потере ганглиозных 
или ретинальных клеток, а заместительная кле-
точная терапия с использованием ИПСК, получен-
ных из собственных соматических клеток пациента, 
имеет минимальный риск иммунного отторжения 
после трансплантации и уже демонстрирует высо-
кую эффективность на различных моделях. Генная 
терапия в сочетании с заместительной клеточной 
терапией может быть использована для коррек-
ции генетических дефектов в клетках, полученных 
из ИПСК, перед трансплантацией. 

ИПСК обладают огромным трансляционным по-
тенциалом в широком спектре терапевтических об-
ластей, а отработка и совершенствование протоколов 
для повышения эффективности и чистоты получен-
ных из ИПСК ганглиозных и ретинальных клеток 
будут иметь решающее значение для создания стан-
дартизированной методологии использования ИПСК 
в моделировании заболеваний, скрининге лекарств, 
токсикологических исследованиях, клеточной и ген-
ной терапии, регенеративной медицине.  

Финансирование проекта осуществлялось 
Министерством науки и высшего образования 

Российской Федерации (Соглашение 
№ 075-10-2021-093; Проект GTH-RND-2112).
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ВВЕДЕНИЕ
Нарушения заживления ран кожи представляют 
значительную медицинскую проблему. К таким на-
рушениям относятся патологии, связанные с фи-
бротическими процессами, в основе которых лежат 
чрезмерная пролиферация фибробластов и избы-
точный синтез внеклеточного матрикса (ВКМ) – 
гипертрофические и келоидные рубцы. На сегод-
няшний день разработаны подходы к лечению ран 
кожи [1], но проблема аномалий регенерации, таких, 
как фиброз, все еще не решена. 

Протеинкиназа RIPK3 (Receptor-interacting serine/
threonine protein kinase 3) – важный участник моле-
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кулярного пути некроптоза – запрограммированной 
клеточной гибели с морфологическими признаками 
некроза. Известно, что RIPK3 вместе с протеинки-
назой RIPK1 передает сигнал от таких рецепторов, 
как TNFR, FasR, TRAILR, TLR3, TLR4 и INFAR1, 
на белок MLKL, что приводит к гибели клетки [2, 3].

RIPK3 не  только участвует в  некроптозе, 
но и выполняет неканонические функции, напри-
мер, в апоптозе и воспалении. Так, в дендритных 
клетках RIPK3 участвует в продукции цитокинов 
[4]. За последнее время опубликованы данные о воз-
можном участии RIPK3 в развитии фибротических 
процессов, например, в почках или легких [5, 6], 

РЕФЕРАТ Одной из проблем регенеративной медицины является образование гипертрофических и ке-
лоидных рубцов. Известно, что протеинкиназа RIPK3 участвует в некроптозе, при этом появляются 
данные в пользу ее неканонических функций, в том числе в развитии фиброза почек. В представ-
ленной работе изучена экспрессия RIPK3 в модели фибротических процессов в коже мыши и чело-
века. Показано, что в келоидном рубце человека, а также в ране мыши присутствует субпопуляция 
RIPK3+Vim+-клеток, причем в раневом ложе мыши таких клеток достоверно больше, чем в нормаль-
ной коже. С помощью полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) экспрессия Ripk3, 
а также биомаркеров фибробластов Acta2, Fap, Col1a1 и Fn1 выявлена в клетках, выделенных из ране-
вого ложа, что свидетельствует о возможном синтезе RIPK3 фибробластами раневого ложа. Показано 
увеличение интенсивности флуоресценции фибробластов человека, окрашенных антителами к RIPK3, 
под воздействием липополисахарида (ЛПС, 5, 10, 25, 50, 100 нг/мл) и TGF-β (0.1, 1, 2, 5 нг/мл) по срав-
нению с контролем. В то же время уровень экспрессии RIPK3 и маркеров активации фибробластов 
на уровне генов под воздействием TGF-β и ЛПС не отличался достоверно от контроля. Возможно, экс-
прессия RIPK3 в раневых фибробластах не связана напрямую с фибротическими процессами, и RIPK3 
играет другую, пока неизвестную, роль в заживлении ран.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА рубцевание, келоид, кожа, фибробласты, культура клеток, RIPK3.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в реальном времени; ВКМ – внекле-
точный матрикс; RIPK3 – Receptor-interacting serine/threonine protein kinase 3, взаимодействующая 
с рецептором серин/треониновая протеинкиназа 3; ПФА – параформальдегид; ДЭГ – дифференциально 
экспрессируемый ген; Vim – Vimentin, виментин; ЛПС – липополисахарид; Fn – Fibronectin, фибронек-
тин; FAP – Fibroblast activation protein-α, белок активации фибробластов альфа; Col1a1 – Collagen type 
I alpha 1, коллаген I типа альфа-1; UMAP – Uniform Manifold Approximation and Projection, алгоритм 
аппроксимации и проекции равномерного многообразия.
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в то же время в предварительных экспериментах 
нашей лаборатории экспрессия RIPK3 была обнару-
жена в коже мыши и человека [7]. Поэтому целью 
нашей работы стало изучение экспрессии RIPK3 
в модели фибротических процессов в коже мыши 
и человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биологический материал
В работе использовали 30 половозрелых сам-
цов мышей линии C57Bl/6. Мышей содержали 
при температуре +23°С с неограниченным до-
ступом к питьевой воде и корму (соответствуют 
ГОСТ 33215-2014). Все манипуляции с животны-
ми проводили под общим наркозом в соответствии 
с «Правилами для проведения работ с использова-
нием экспериментальных животных» (Россия, 2010) 
и «Международными рекомендациями (этический 
кодекс) по проведению медико-биологических ис-
следований с использованием животных» (CIOMS 
и ICLAS, 2012) с одобрения Комиссии по биоэтике 
ИБР РАН (протоколы № 51 от 09.09.2021 и № 62 
от 01.09.2022) при неукоснительном соблюдении 
этических принципов, установленных Европейской 
конвенцией по защите позвоночных животных, ис-
пользуемых в экспериментальных и других науч-
ных целях (Страсбург, 2006). 

Помимо биологического материала мышей исполь-
зовали по одному образцу келоидной ткани и нор-
мальной кожи груди человека. Фрагменты кожи 
человека были получены после оперативного вме-
шательства с добровольного информированного со-
гласия пациента, работа с культурами клеток прово-
дилась с одобрения Комиссии по биоэтике ИБР РАН. 

Выделение клеток из ран и неповрежденной 
дермы мышей
Биоматериал промывали в растворе Хэнкса c добав-
лением раствора амфотерицина В (ОАО «Синтез», 
Россия) и раствора сульфата гентамицина (компа-
ния «БиоФармГарант», Россия). Затем ткани измель-
чали и помещали в 0.2% раствор диспазы (Gibco, ка-
таложный номер 17105-041). Образцы инкубировали 
в термостате в течение 30 мин при +37°С. Далее 
с фрагментов ткани стерильно снимали эпидермис. 
Затем биоматериал ран помещали в 0.2% раствор 
коллагеназы I (Worthington Biochemical, каталож-
ный номер LS004197) и IV (Gibco, каталожный но-
мер 1704-019), а кожи в 0.2% раствор коллагена-
зы IV (Gibco, каталожный номер 1704-019). Далее 
полученный раствор центрифугировали при +4°С 
и трижды промывали стерильным ледяным раство-
ром DPBS, после чего пипетировали осадок. 

Культивирование клеток мыши
Суспензию клеток, выделенных из нормальной дер-
мы мыши, фильтровали через сито с диаметром 
пор 100 мкм. Далее клетки, выделенные из ранево-
го ложа и из нормальной дермы, ресуспендировали 
в среде DMEM и DMEM Advanced соответственно, 
содержащей 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки, 1% глутамина и 1% пенициллина–стрепто-
мицина, после чего высевали в 96-луночное плато. 
Из клеток, достигших монослоя, выделяли РНК.

Культивирование клеток человека
Фибробласты человека были предоставлены УНУ 
«Коллекция клеточных культур для биотехнологиче-
ских и биомедицинских исследований (общебиологи-
ческого и биомедицинского направления)» Института 
биологии развития имени Н.К. Кольцова РАН.

Фибробласты человека от трех различных доноров 
культивировали в 6-луночных планшетах по 3 × 105 
клеток на лунку, с использованием среды DMEM 
(«ПанЭко») с 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки, 1% глутамина и 1% пенициллина-стрептомици-
на. Через 24 ч после введения в культуру клетки 
переводили на среду Opti-MEM с 1% эмбриональной 
телячьей сыворотки [5]. Затем через 60 мин клет-
ки переводили в среду, содержащую TGF-β в кон-
центрации 0.1, 1, 2, 5, 10 нг/мл [5], липополисахарид 
(ЛПС) – 1, 5, 10, 25, 50, 100 нг/мл [8], а также смесь 
TGF-β (10 нг/мл) и ЛПС (100 нг/мл). Через 24 ч клет-
ки фиксировали и окрашивали антителами к RIPK3 
по стандартному протоколу лаборатории. Далее экс-
перимент повторяли, но TGF-β добавляли в концен-
трации 1 и 10 нг/мл, а ЛПС – 10 и 100 нг/мл. Через 
24 ч выделяли тотальную РНК, используя колонки.

Модель раны кожи мыши
Методологически мы опирались на работу [9], в кото-
рой использовали модели большой (квадратная рана 
площадью 1 см2) и малой раны мыши (круглая рана 
диаметром 4 мм). Нам требовалось смоделировать 
малую рану, однако выделить фибробласты на ста-
дии пролиферации из раны диаметром 4 мм не пред-
ставляется возможным, из-за ее малых размеров, по-
этому мы использовали рану диаметром 8 мм. 

Мышь наркотизировали путем внутрибрюшин-
ного введения препарата Авертин. Для удаления 
шерсти в области операционного поля использовали 
крем для депиляции Veet (Франция). Далее при по-
мощи трафарета на кожу спины мыши наносили 
по пять окружностей диаметром 8 мм, после чего 
иссекали ткань в границах нанесенных окружно-
стей. Получившиеся раны накрывали пластырем 
(Tegadermtm). Мышей выводили из эксперимента 
на 10-й день после операции. В качестве биологи-
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ческого контроля использовали нормальную кожу 
спины мышей. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание
Препараты раны кожи на предметных стеклах 
и культуру клеток на пластике фиксировали с по-
мощью 4% раствора ПФА в течение 10 мин, после 
чего промывали в фосфатно-солевом буфере (PBS, 
3 раза по 5 мин). Затем на образцы наносили бло-
кирующий раствор (5% сыворотки крови осла, 1% 
Triton на PBS) и инкубировали в течение 30 мин 
во влажной камере при комнатной температуре. 
Далее блокирующий раствор удаляли и наносили 
раствор первичных антител, после чего инкубирова-
ли во влажной камере при температуре +4°С в те-
чение минимум 12 ч.

Затем образцы промывали в PBS, после чего 
на них наносили раствор вторичных антител и ин-
кубировали во влажной камере при комнатной тем-
пературе в течение 1 ч, после чего ядра докраши-
вали DAPI и заключали в среду BrightMount/Plus 
(Abcam, Британия).

В работе использовали первичные антитела 
к RIPK3 (Sigma, каталожный номер HPA055087, раз-
ведение 1 : 500) и Vimentin (Abcam, каталожный но-
мер ab24525, разведение 1 : 500), а также вторичные 
антитела AlexaFluor 488 (Abcam, Ab150173, разведе-
ние 1 : 500), AlexaFluor 594 (A21207, Invitrogen, раз-
ведение 1 : 500) и AlexaFluor 660 (A21074, Invitrogen, 
разведение 1 : 500). В качестве положительного кон-
троля для антител к RIPK3 был выбран лимфоузел, 
для антител к Vimentin выбраны фибробласты. В ка-
честве отрицательного контроля использован биома-
териал без окрашивания первичными антителами.

Флуоресцентная микроскопия
Для флуоресцентной микроскопии и получения фо-
тографий препаратов, окрашенных антителами, ис-

пользовали микроскоп Leica DMI6000. Фотографии 
обрабатывали и анализировали при помощи про-
граммного обеспечения BZ-II Analyzer (Keyence), 
LAS X (Leica), ImageJ (FiJi) и STATISTICA (StatSoft).

Выделение РНК, обратная транскрипция, ПЦР 
с гель-электрофорезом и ПЦР-РВ
РНК из клеток выделяли на колонках (Biolabmix 
и Zymo Research) согласно рекомендациям произво-
дителя (США, Россия). Далее проводили обработку 
ДНКазой (ThermoFisher и Zymo Research), затем 
синтезировали кДНК с помощью набора для об-
ратной транскрипции MMLV RT kit («Евроген») 
с олиго(dT)праймером согласно протоколу, предо-
ставленному производителем. ПЦР-анализ с де-
текцией в реальном времени проводили с при-
менением смеси для ПЦР qPCRmix-HS SYBR 
(«Евроген») по инструкциям производителя на при-
боре LightCycler 96 (Roche, Швейцария). Обычную 
ПЦР проводили с применением смеси для ПЦР 
ScreenMix («Евроген») согласно инструкции произ-
водителя на приборе T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, 
США). Горизонтальный электрофорез проводили 
в 2% агарозном геле, после чего визуализировали 
результаты на ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad).

Праймеры подбирали в программах PrimerBlast 
и PrimerSelect (табл. 1). Уровни экспрессии генов 
нормировали по экспрессии генов домашнего хозяй-
ства – бета-актина (Actb) у мышей и глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH) у человека.

Измерение интенсивности флуоресценции 
окрашенных культур фибробластов человека
Среднюю интенсивность флуоресценции измеря-
ли с помощью программы ImageJ (FiJi). Для срав-
нительного анализа интенсивности флуоресценции 
применяли съемку на одинаковой экспозиции раз-
личных образцов фибробластов, окрашенных флуо-

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров для ПЦР

Праймер Последовательность прямого праймера Последовательность обратного праймера
hu FN1 GCACCACCCCAGACATTACT CGGGACTCAGGTTATCAAAAGTG
hu FAP ATGGGCTGGTGGATTCTTTGT ATGTTTGTAGCCATCCTTGTCACT

hu COL1A1 CCCCTGGAAAGAATGGAGATGA CAAACCACTGAAACCTCTGTGTC
hu GAPDH GAAGGTCGGAGTCAACGGATTT TTCTCAGCCTTGACGGTGC
hu RIPK3 ATGCTGCTGTCTCCACGGTAA AAAGCCATCCATTTCTGTCCCTC
mo Actb ACCCGCCACCAGTTCG AGCATCGTCGCCCGC
mo Acta2 CATTGGGATGGAGTCAGCGG GACAGGACGTTGTTAGCATAGAGA
mo Acta2 CCCTGAAGAGCATCCGACAC CAGAGTCCAGCACAATACCAGT
mo Fn1 GAGGAAGAAGACAGGACAGGAA GTCAGAGTCGCACTGGTAGAA
mo Fap AAGAAGCTCAAAGACGGGGG TGCAAGGACCACCATACACTT

mo Ripk3 ACACGGCACTCCTTGGTATC CTTGAGGCAGTAGTTCTTGGTG
mo Col1a1 TGACTGGAAGAGCGGAGAGTA GGCTGAGTAGGGAACACACA
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ресцентными антителами, после чего проводили из-
мерения в 30 точках 3–5 полей зрения контрольной 
и экспериментальной групп. Результаты анализиро-
вали в программе GraphPad Prism 8 (США).

Анализ экспрессии гена RIPK3 в данных RNA-seq 

Сбор данных. Три набора данных были извлечены 
из базы данных NCBI GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/). Набор GSE113619 содержит данные массо-
вого секвенирования РНК из 27 образцов нормаль-
ной кожи человека (контроль) и 37 образцов кожи 
людей, имеющих наследственную склонность к об-
разованию келоидных рубцов, с учетом биологиче-
ских повторностей [10]. Набор GSE130973 включает 
данные секвенирования РНК индивидуальных кле-
ток пяти образцов нормальной кожи человека [11]. 
Набор GSE163973 содержит данные секвенирования 
РНК индивидуальных клеток из трех образцов ке-
лоидного рубца человека [12].

Анализ дифференциальной экспрессии генов. 
Дифференциальную экспрессию генов в данных 
массового секвенирования РНК анализировали с ис-
пользованием R-пакета Edger [13].

Обработка и анализ данных секвенирования РНК 
индивидуальных клеток. Для обработки и ана-
лиза данных использовали R-пакет Seurat v4.1.1 
[14]. Фибробласты из наборов данных GSE113619 
и GSE163973 были интегрированы методом канони-
ческого корреляционного анализа (CCA). Снижение 
размерности данных выполняли методом главных 
компонент (РСА) на 3000 высоковариабельных генах 
(HGV). Поиск ближайших соседей выполнен с по-
мощью функции FindNeighbors на первых 30 PC’s. 
Кластеризация выполнена с помощью функции 
FindClusters с параметром resolution =0.1. 

Статистический анализ
Полученные данные анализировали с использовани-
ем программного обеспечения Excel, GraphPad Prism 
8 (США). Для сравнения нескольких групп применя-
ли однофакторный дисперсионный анализ Краскела–
Уоллиса. Для сравнения двух групп использовали 
U-критерий Манна–Уитни. Статистически значимым 
данные считали при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Экспрессия RIPK3 в рубцовой ткани 
и в нормальной коже человека
Иммунофлуоресцентное окрашивание келоида че-
ловека выявило экспрессию RIPK3 во множествен-

ных Vimentin+-клетках (рис. 1А). При этом в дерме 
нормальной кожи обнаружены единичные RIPK3+-
клетки (рис. 1Б). 

Чтобы оценить изменения уровня экспрессии гена 
RIPK3 в фибробластах келоидного рубца in vivo, 
мы проанализировали данные секвенирования РНК 
образцов кожи человека. Для начала использовали 
данные массового секвенирования РНК, полученные 
Onoufriadis и соавт. (GSE113619), чтобы выяснить, 
относится ли RIPK3 к дифференциально экспрес-
сируемым генам (ДЭГ) при сравнении нормальной 
кожи и кожи индивидов с наследственной склон-
ностью к образованию келоидов [10]. Набор данных 
содержал 27 образцов нормальной кожи и 37 образ-
цов кожи лиц с наследственной склонностью к об-
разованию келоидов. Сравнение экспрессии генов 
в нормальной коже и в коже лиц с наследствен-
ной склонностью к образованию келоидов показа-
ло, что RIPK3 не является ДЭГ (logFC=-0.07619307, 
Padjusted = 1). Из рис. 1Ж видно, что распреде-
ление счетов этого гена в нормальной коже (свет-
ло-фиолетовая диаграмма размаха) не отличается 
от распределения в коже людей с наследственной 
склонностью к формированию келоидов (светло-зо-
лотистая диаграмма размаха). В обоих случаях ме-
диана распределения счетов равна 1. 

Низкий уровень экспрессии RIPK3 в данных мас-
сового секвенирования РНК потенциально можно 
объяснить немногочисленной специфической по-
пуляцией клеток, где этот ген активен. Поэтому 
мы проанализировали результаты секвенирования 
РНК индивидуальных клеток нормальной кожи 
и келоидного рубца. Образцы нормальной кожи 
взяли из работы Solé-Boldo и соавт. (GSE130973) 
и визуально оценили экспрессию RIPK3 среди кле-
ток различных типов [11]. В нормальной коже экс-
прессию гена RIPK3, т.е. RIPK3+-клетки, удалось 
детектировать в крайне незначительном количе-
стве (рис. 1В). Данные секвенирования РНК инди-
видуальных клеток в келоидном рубце были взяты 
из работы Deng и соавт. (GSE163973) [12]. Если визу-
ально оценивать представленность RIPK3+-клеток, 
то можно заметить, что таких клеток достаточно 
много среди эндотелиальных клеток и фибробластов 
келоидного рубца (рис. 1Г). Чтобы провести срав-
нительный анализ фибробластов из здоровой кожи 
и келоидного рубца, анализируемые данные были 
объединены и интегрированы. Всего объект содер-
жал 11710 клеток, 5948 из которых соответствовали 
фибробластам нормальной кожи, а 5762 – фибро-
бластам келоидного рубца. Мы получили четыре 
кластера клеток фибробластов, как и в работе Solé-
Boldo и соавт., и оценили распределение RIPK3+-
клеток по кластерам. Как уже показано на набо-



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 15 № 4 (59) 2023 | ACTA NATURAE | 69

рах данных, содержащих все типы клеток кожи 
(рис. 1В,Г), среди фибробластов келоидного рубца 
увеличивается количество RIPK3+-клеток (рис. 1Д). 
При этом RIPK3+-фибробласты не формируют от-
дельный кластер, а возникают произвольным обра-
зом. Далее мы сравнили гены с дифференциальной 
экспрессией в клетках нормальной кожи и келоид-
ного рубца. Как и в случае с данными массового 
секвенирования РНК (рис. 1Ж), RIPK3 нельзя от-

нести к генам ДЭГ, экспрессия которых различается 
в фибробластах нормальной кожи и келоидного руб-
ца. Более того, из-за небольшого количества кле-
ток, экспрессирующих этот ген, он не учитывается 
в анализе. 

Тем не менее, мы видим, что процент RIPK3+-
клеток в фибробластах келоидного рубца значи-
тельно больше, чем в фибробластах нормальной 
кожи среди всех полученных кластеров клеток 

Рис. 1. Паттерны экспрессии RIPK3 в коже человека. Препараты келоидного рубца человека (А) и нормальной 
дермы (Б), иммунофлуоресцентное окрашивание антителами к Vim (красный) и RIPK3 (зеленый), ядра докрашены 
DAPI, увеличение ×20, масштабные отрезки 100 мкм. В – График UMAP-кластеров клеток с аннотацией из образ-
цов нормальной кожи (слева) и распределение RIPK3+-клеток в этих данных (справа). Г – График UMAP-кластеров 
клеток с аннотацией из образцов нормального шрама и келоидного рубца (слева), распределение RIPK3+-клеток 
в этих данных (справа). Д – График UMAP-кластеров клеток в фибробластах из образцов нормальной кожи 
и келоидного рубца (слева) и распределение RIPK3+-клеток в этих данных (справа). Е – Процент RIPK3+-клеток 
в фибробластах нормальной кожи и келоидного рубца среди четырех кластеров клеток (справа) и сравнение долей 
RIPK3+-клеток во всех фибробластах из нормальной кожи и келоидного рубца (слева), ***Р-значениe < 0.001 
(точный тест Фишера). Ж – Распределение счетов гена RIPK3 в данных массового секвенирования РНК в образцах 
нормальной кожи и кожи лиц с наследственной склонностью к образованию келоидных рубцов
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(рис. 1Е, слева). Разница в количестве RIPK3+-
фибробластов (28 из 5948 для клеток нормальной 
кожи, 318 из 5762 для клеток келоида) являет-
ся статистически значимой (точный тест Фишера, 
P-значение < 0.001) (рис. 1Е, справа). Таким обра-
зом, экспрессия гена RIPK3 в фибробластах кело-
идного рубца не увеличивается в RIPK3+-клетках 
и соответствует определенному физиологическому 
уровню, как и в фибробластах нормальной кожи. 

При этом значительное (более чем в 10 раз) уве-
личение числа клеток, которые экспрессируют ген 
RIPK3, может быть связано с переходом фибробла-
стов в активированное состояние. 

Экспрессия RIPK3 в ране и в нормальной коже 
мыши
Моделирование фибротических процессов кожи 
на лабораторных мышах не предполагает полного 
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переноса процессов, происходящих в организме че-
ловека, на мышь, учитывая существенные морфо-
функциональные различия в ее строении у мыши 
и человека [15]. Например, для мышей характерно 
наличие мышцы panniculus carnosus, обуславлива-
ющей быструю регенерацию раны путем сокраще-
ния, а также индуцированный ранением неогенез 
волос, что не характерно для кожи человека. Тем 
не менее, имеются работы по изучению фиброти-
ческих процессов на мышах. Так, согласно данным 
Lim и соавт. и Ito и соавт., процессы, происходящие 
в малых и больших ранах, сопровождаются акти-
вацией различных сигнальных путей, и поэтому 
имеют разный результат [9, 16]. В работе Lim и со-
авт. регенерация больших ран – от 1 см2 и боль-
ше – сопровождалась повышением экспрессии Shh 
и, как следствие, рано-индуцированным неогенезом 
волос в раневом ложе, после чего заканчивалась 
полным структурно-функциональным восстановле-
нием кожи. При заживлении малых ран повышения 
экспрессии Shh не происходило и, как следствие, 
не наблюдалось рано-индуцированного неогенеза 
волоса, вместо этого имел место фиброз.  Поэтому 
мы использовали модель малой раны мыши. Исходя 
из того, что избыточное рубцевание может возни-
кать вследствие усиленной фазы пролиферации 
[17], а сам рубец морфофункционально напоминает 
рану в стадии пролиферации, мы определили вре-
менную точку в регенерации раны мыши, когда она 
находится в стадии пролиферации – 10 сутки после 
нанесения раны. На препаратах раны мыши в дан-
ной временной точке мы наблюдали закрытие раны 
гиперпролиферирующим эпидермисом, грануляци-
онную ткань с преобладанием клеточного компонен-
та над волокнами и отсутствие волосяных фоллику-
лов, что можно рассматривать как незрелый рубец. 

Иммунофлуоресцентное исследование выявили 
RIPK3+Vim+, RIPK3-Vim+, RIPK3+Vim-, RIPK3-
Vim–-клетки в раневом ложе мыши на 10 сутки ре-
генерации и в нормальной коже (рис. 2А). В ране 
преобладала субпопуляция клеток RIPK3+Vim+, 
RIPK3+Vim+-клеток в раневом ложе было досто-
верно больше, чем в нормальной коже (рис. 2А,В). 
В свою очередь, в нормальной дерме доминиро-
вала RIPK3-Vim+-субпопуляция клеток, их было 
достоверно больше, чем в ране (рис. 2Б,В). Этот 
результат свидетельствует о том, что RIPK3+ ме-
зенхимных клеток в ране было достоверно больше, 
чем в нормальной дерме. Вместе с тем, виментин 
экспрессируют не только фибробласты, но и эндо-
телиоциты и некоторые клетки воспаления. ПЦР 
с гель-электрофорезом первичной культуры клеток, 
выделенных из раневого ложа мыши, выявила экс-
прессию маркеров синтеза внеклеточного матрикса 

(ВКМ) и формирования миофибробластов – процес-
сов, имеющих место при фиброзе: Acta2, Fap, Col1a1 
и Fn1, а также на Ripk3 (рис. 2Г). Кроме того, эти 
клетки имели морфологию фибробластов. На осно-
вании полученных результатов мы сделали вывод 
о том, что RIPK3+-клетки раневого ложа мыши 
являются фибробластами. В то же время методом 
ПЦР-РВ не были показаны достоверные различия 
в экспрессии генов Ripk3, Fap и Fn1 в культуре 
клеток раневого ложа и культуре клеток, выделен-
ных из нормальной дермы, что могло быть вызвано 
сменой фенотипа фибробластов при культивирова-
нии на пластике (рис. 2Д). Возможно, введение фи-
бробластов нормальной дермы в культуру и их при-
крепление к пластику приводит к их активации de 
novo, тогда как фибробласты грануляционной ткани 
уже активированы и продолжают активно пролифе-
рировать в культуре, после чего профиль экспрес-
сии соответствующих генов снижается. 

Экспрессия RIPK3 в дермальных фибробластах 
человека под воздействием TGF-β1 и ЛПС 
в модели in vitro
Согласно данным Imamura, в фибробластах эмбрио-
на мыши линии NIH 3T3 TGF-β вызывал дозозави-
симое увеличение экспрессии RIPK3 [5]. Показано 
также, что после воздействия TGF-β1 на фибробла-
сты RIPK3 может активировать серин/треониновую 
протеинкиназу AKT, которая в свою очередь может 
фосфорилировать АТР-цитратлиазу (ACL), участву-
ющую в активации фибробластов [18–20]. 

В то же время возможен и другой путь регу-
ляции RIPK3 в фибротических процессах. В ра-
боте Guo и соавт. предполагается роль передачи 
сигналов TLR4/NF-κB в активации фибробластов, 
что приводит к развитию миомы матки. ЛПС ин-
дуцировал в фибробластах CD90+ экспрессию 
коллагена 1, TGF-β и FAP [8]. При этом известно, 
что ЛПС активирует экспрессию RIPK3. Таким об-
разом, можно предположить, что RIPK3 участвует 
в ЛПС-индуцированной активации сигнального пути 
TLR4/NF-κB в фибробластах [21]. 

Анализ дермальных фибробластов человека, 
окрашенных антителами к RIPK3, показал, что воз-
действие TGF-β в концентрации 0.1, 1, 2, 5 нг/мл 
(рис. 3А) и ЛПС – 5, 10, 25, 50, 100 нг/мл (рис. 3Б) 
приводит к достоверному увеличению интенсивно-
сти флуоресценции, что говорит о том, что экспрес-
сия RIPK3 может регулироваться TGF-β1 и/или сиг-
налами TLR4/NF-κB. Однако сравнение результатов 
ПЦР-РВ на RIPK3 не выявило достоверных разли-
чий между контрольными и опытными клетками 
(рис. 3Г). Вместе с тем, ПЦР-РВ-анализ маркеров 
активированных фибробластов FAP, FN1 и COL1A1 
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Рис. 2. Паттерны экспрессии RIPK3 в коже мыши. Препараты раны в стадии пролиферации (А) и нормальной 
кожи мыши (Б), иммунофлуоресцентное окрашивание антителами против Vim (зеленый) и RIPK3 (желтый), ядра 
докрашены DAPI, увеличение ×20, масштабные отрезки 100 мкм. B – Статистический анализ субпопуляций 
клеток в нормальной дерме и раневом ложе мыши, *P <0.05 (U-критерий Манна–Уитни). Экспрессия маркеров 
синтеза ВКМ и Ripk3: Г – в культуре клеток раневого ложа мыши, ПЦР с гель-электрофорезом; Д – в культуре 
клеток раневого ложа и нормальной дермы, ПЦР-РВ, P>0.05 (U-критерий Манна–Уитни, данные экспрессии 
генов представлены в виде средних значений с разбросом в виде ошибки среднего) 

не показал значимых различий между эксперимен-
тальными группами и контролем. Такой результат 
также может быть связан с изменением фенотипа 
клеток в условиях 2D. Известно, что фенотип фи-
бробластов изменяется в зависимости от субстрата. 
Так показано, что при культивировании на гидроге-

лях с различной жесткостью фибробласты легких 
мыши могут приобретать различные фенотипы – 
с высоким уровнем экспрессии α-SMA (α-SMA Hi) 
и FAP (FAP Hi). В случае α-SMA Hi наблюдается 
прямая корреляция экспрессии генов с жесткостью 
субстрата, в случае FAP Hi – обратная [22]. Кроме 
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Рис. 3. Паттерны экспрессии RIPK3 и маркеров синтеза ВКМ в дермальных фибробластах человека. Фибро-
бласты дермы человека, культивированные в среде, содержащей TGF-β (А), ЛПС (Б) и без воздействия (В), 
окрашенные антителами к RIPK3; ядра докрашены DAPI, увеличение ×20 (слева), масштабные отрезки 100 мкм. 
Статистический анализ интенсивности флуоресценции выполнен с использованием критерия Краскела–Уоллиса, 
*P <0.05, ***P <0.001, данные интенсивности флуоресценции представлены в виде средних значений с раз-
бросом в виде ошибки среднего (справа). Экспрессия маркеров синтеза ВКМ и RIPK3 под воздействием TGF-β 
и ЛПС в культуре фибробластов дермы человека, ПЦР-РВ P> 0.05 (U-критерий Манна–Уитни), данные экспрес-
сии генов представлены в виде средних значений с разбросом в виде ошибки среднего (Г)
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того, наше исследование проведено на первичных 
дермальных фибробластах человека и мыши, кото-
рые по своим свойствам отличаются от клеток, ис-
пользованных в работах, на которые мы опирались 
методологически и концептуально. Так, исследова-
ние Imamura было выполнено на эмбриональных 
фибробластах мыши линии NIH 3T3 и фибробла-
стах почки человека, в работе Guo и соавт исполь-
зованы фибробласты миомы матки человека [5, 
8]. Таким образом, модель фиброза in vitro могла 
оказаться не самой подходящей для исследования 
активации фибробластов дермы человека и роли 
RIPK3 в ней. Для дальнейшего понимания функций 
RIPK3 в заживлении ран необходимо разработать 
другую модель in vitro. Возможно, перспективным 
для решения данной проблемы может быть, напри-
мер, культивирование фибробластов в коллагеновом 
геле или в органоидах, учитывающих эпителиально-
мезенхимальные взаимодействия.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Биоинформатический анализ данных показал, 
что ткань келоидного рубца человека содержит зна-
чительно больше RIPK3+-фибробластов, чем нор-
мальная кожа. RIPK3+Vim+-клетки обнаружены 
в раневом ложе мыши, а также в келоиде челове-
ка. Во время регенерации кожи мыши количество 
Vimentin+RIPK3+-клеток было достоверно выше, 
чем в нормальной дерме. Экспрессия Ripk3 и марке-
ров синтеза ВКМ Acta2, Fap, Col1a1 и Fn1 в клетках, 

выделенных из раневого ложа мыши, свидетель-
ствует о том, что эти клетки являются фибробла-
стами. Интенсивность флуоресценции при окраши-
вании антителами к RIPK3-фибробластам человека, 
обработанным ЛПС в концентрации 5, 10, 25, 50, 100 
нг/мл и TGF-β в концентрации 0.1, 1, 2, 5 нг/мл была 
достоверно выше, чем в контроле. Не обнаружено 
достоверных различий в определенном методом 
ПЦР-РВ уровне экспрессии генов маркеров синтеза 
ВКМ – FAP, FN1 и COL1A1 и RIPK3 – в дермаль-
ных фибробластах человека, обработанных этими 
веществами, и в контроле. Этот результат является 
противоречивым и требует дальнейших исследова-
ний. Возможно, экспрессия RIPK3 в раневых фи-
бробластах не связана напрямую с фибротическими 
процессами, а RIPK3 играет другую, пока неизвест-
ную, роль в заживлении ран. 
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РЕФЕРАТ Сборка митохондриальной рибосомы является сложным и многоступенчатым процессом, в ко-
торый вовлечено множество дополнительных факторов. Процесс создания рибосом отличается в раз-
ных группах организмов, однако существуют универсальные стадии и консервативные факторы, кото-
рые сохраняются в эволюционно далеких таксонах. Одним из таких факторов сборки является белок 
METTL17, ставший предметом изучения данной работы. Это консервативный фактор, вовлеченный 
в сборку рибосомы как в бактериях, так и в митохондриях эукариотических организмов, включая 
мышь и человека. В рамках настоящей работы проверена гипотеза о предполагаемой метилтрансфе-
разной активности METTL17. Для оценки метилирования предполагаемой мишени METTL17 – области 
12S рРНК, с которой фактор взаимодействует во время сборки митохондриальной рибосомы – был 
применен метод MALDI-TOF масс-спектрометрии. Изучение METTL17 и других факторов сборки мито-
хондриальной рибосомы имеет не только фундаментальную, но и практическую значимость: нарушение 
сборки миторибосомы зачастую сопровождает развитие митохондриальных заболеваний человека.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА митохондриальная рибосома, факторы сборки рибосомы, метилтрансферазы, метили-
рование РНК, MALDI-TOF масс-спектрометрия.
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ВВЕДЕНИЕ
В сборку митохондриальной рибосомы вовлече-
но множество факторов, которые выполняют свою 
функцию в строгом порядке [1, 2]. Нарушение ра-
боты одного из факторов сборки может существен-
но снизить эффективность созревания рибосомных 
частиц. Один из консервативных факторов сборки 
митохондриальной рибосомы – белок METTL17 
из класса I SAM-зависимых метилтрансфераз, об-

ладает сигналом митохондриальной локализации 
и взаимодействует с малой субчастицей митохон-
дриальной рибосомы во время сборки [3–5].

Фактор METTL17 играет важную роль в созрева-
нии малой субчастицы митохондриальной рибосомы, 
во время сборки рибосомы METTL17 взаимодей-
ствует с несколькими интермедиатами малой суб-
частицы в месте, где в зрелых рибосомах происхо-
дит связывание мРНК [4, 5]. Связывание METTL17 
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приводит к конформационным изменениям 12S 
рРНК малой субчастицы в области спиралей 31–34 
[4, 5]. В отсутствие METTL17 сборка митохондри-
альной рибосомы протекает некорректно: показано, 
что нокаут гена белка METTL17 приводит к сниже-
нию уровня, но не полному исчезновению метили-
рования двух нуклеотидных остатков в 12S рРНК 
[3], что связано с нарушением взаимодействия 
с интермедиатом сборки миторибосомы известных 
РНК-метилтрансфераз [6–9]. Ошибки в созревании 
миторибосом в отсутствие METTL17 приводят к де-
фектам митохондриальной трансляции и дыхатель-
ной функции митохондрий [3–5]. На уровне орга-
низма снижение синтеза METTL17 ассоциировано 
с развитием атаксии Фридрейха, одного из наиболее 
распространенных митохондриальных заболеваний 
[4].

Очевидно, что METTL17 крайне важен для кор-
ректной сборки миторибосомы, однако потенци-
альная метилтрансферазная функция, которой мо-
жет обладать этот фактор, не изучена. Дело в том, 
что на основе сходства последовательности и на-
личия в структуре метилтрансферазного домена 
и сайта связывания S-аденозилметионина METTL17 
относится к семейству SAM-связывающих метил-
трансфераз класса I. Из структур METTL17 челове-
ка и трипаносомы следует, что варианты METTL17 
в этих организмах могут связывать SAM, чего, од-
нако, не наблюдается в дрожжевом гомологе [4, 5]. 
На основании этих фактов можно предположить, 
что фактор METTL17 потенциально обладает до сих 
пор не изученной метилтрансферазной активно-
стью.

Мы обратили внимание на то, что во время сбор-
ки METTL17 взаимодействует с 12S рРНК в обла-
сти спиралей 31–34 [4, 5] и предположили, что он 
может модифицировать какой-то нуклеотидный 
остаток в этой области рРНК. Известны пять сай-
тов метилирования митохондриальной 12S рРНК, 
каждый из которых метилируется соответствующей 
метилтрансферазой [6–12]. Тем не менее, мы допу-
стили, что какая-то модификация могла быть упу-
щена из виду, и решили проверить гипотезу о том, 
что METTL17 метилирует участок 12S митохондри-
альной рРНК в области спиралей 31–34. Общий ход 
работы и эксперименты, проведенные для проверки 
гипотезы о мишени METTL17, показаны на рис. 1. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Инактивация гена Mettl17
Для инактивации гена Mettl17 в клеточной ли-
нии NIH-3T3 использовали систему CRISPR-
Cas9 .  Гидовая  РНК с   лучшим рейтингом 

(5’-GACATTTACCTGTAGAGCCGG-3’) для внесения 
разреза в третий экзон гена Mettl17 была подобра-
на с помощью сервиса Benchling CRISP designing 
tool (https://benchling.com). Генетическую кон-
струкцию создавали с использованием двух ДНК-
олигонуклеотидов, содержащих последовательность 
гидовой РНК и адаптеры для лигирования в плаз-
миду (последовательность гидовой РНК показа-
на серым, комплементарная последовательность – 
светло-серым):

5’-CACCGACATTTACCTGTAGAGCCGG-3’
5’-AAACCCGGCTCTACAGGTAAATGTC-3’.

Гибридизацию олигонуклеотидов проводили 
в буфере для Т4-ДНК-лигазы (Thermo Scientific, 
США): добавляли олигонуклеотиды до концен-
трации 1 мкМ каждого, инкубировали в течение 
5 мин при 95°С и оставляли остывать в закрытом 
термостате до температуры 30°С. 1 мкл получен-
ного раствора дуплексов лигировали в плазмиду 
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458, Addgene #48138), по-
резанную по сайтам узнавания эндонуклеазы ре-

Рис. 1. Схема поиска мишени метилирования митохон-
дриального фактора METTL17
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стрикции BpiI [13]. Лигазной смесью трансформиро-
вали компетентные клетки Escherichia coli (штамм 
JM109), колонии выращивали на чашке с добавле-
нием ампициллина (50 мкг/мл). Из ночных куль-
тур выделяли плазмидную ДНК с помощью набо-
ра реактивов Plasmid Miniprep («Евроген», Россия). 
Наличие вставки в плазмиде проверяли методом 
секвенирования по Сэнгеру с помощью праймера 
на промотор U6 (5’-GACTATCATATGCTTACCGT-3’).

Клетки линии NIH-3T3 дикого типа трансфици-
ровали плазмидой со вставкой гидовой РНК с ис-
пользованием реагента Lipofectamine 3000 (Thermo 
Scientific). Для трансфекции взяли 100000 клеток, 
500 нг плазмиды и 1.5 мкл липофектамина. Через 
24 ч после трансфекции клетки отбирали по флу-
оресценции белка GFP с помощью клеточного со-
ртера FACSAria III BD, сигнал регистрировали 
при длинах волн поглощения/испускания 488/530 
нм. Отобранные клетки рассевали на моноклоны 
в 96-луночный планшет (по 200 мкл среды в лун-
ку). Дальнейшее культивирование отдельных моно-
клонов проводили в лунках 24-луночного планше-
та. Для проверки нокаута гена Mettl17 из клеток 
выделяли суммарную ДНК с помощью раствора 
QuickExtract DNA Extraction Solution (Lucigen). 
Далее проводили ПЦР, амплифицируя фрагмент 
с областью, в которую вносили разрез. 

Праймеры для ПЦР:

Прямой праймер:
5’-GTGAGAAACTGCGGGAAGGG-3’
Обратный праймер:
5’-AGCCCTACCTTGTTTTTCCAGG-3’.

Наличие мутации в гене Mettl17, приводящей 
к инактивации гена, проверяли путем секвенирова-
ния амплифицированных фрагментов по Сэнгеру.

Культивирование клеточных линий
Клетки NIH-3T3 дикого типа и ΔMettl17 культи-
вировали при температуре 37°C и 5% CO2 в сре-
де DMEM/F12 (Gibco) с добавлением FBS до 10% 
объема, раствора GlutaMAX (2 мМ L-аланин-L-
глутамина) смеси антибиотиков (100 ед/мл пеницил-
лина и 100 мкг/мл стрептомицина). Клетки растили 
в культуральных матрасах (25 см2) для адгезивных 
клеток. При конфлюентности 90–100% клетки пере-
севали: клетки дикого типа в разведении 1:10, клет-
ки ΔMettl17 – 1:4. Клетки ополаскивали раствором 
PBS, после чего снимали раствором 1× Трипсин-
EDТА (Gibco) в PBS, ресуспендировали необходи-
мую долю клеток в свежей среде. 

Большие объемы клеток для выделения суммар-
ной РНК наращивали в чашках Петри диаметром 

150 мм. Для сбора клеток вначале удаляли бóльшую 
часть среды, затем клетки снимали с помощью 
культурального скребка. Среду с клетками цен-
трифугировали в течение 5 мин при температуре 
+4°C на скорости 1000 об/мин, далее среду удаляли, 
а осадок клеток замораживали и хранили при тем-
пературе –80°C до проведения эксперимента.

Выделение фрагментов 12S рРНК и MALDI-TOF 
масс-спектрометрия
Суммарную РНК выделяли с использованием 
реагента ExtractRNA («Евроген»). Осадки кле-
ток размораживали во льду и гомогенизировали 
в растворе ExtractRNA (1 мл на 100 мг клеток) 
в приборе Precellys Evotution в пробирках объемом 
15 мл (Tissue grinding CKmix50_15ml). Разрушение 
проводили при 6000 об/мин в течение 20 с, програм-
му запускали дважды, в перерыве охлаждая рас-
твор во льду в течение 5 мин. После разрушения 
клеток суммарную РНК выделяли в соответствии 
с протоколом для реагента ExtractRNA; полученные 
образцы РНК растворяли в воде miliQ до концен-
трации 5–7 мг/мл.

Фрагменты 12S рРНК выделяли с помощью трех 
биотинилированных ДНК-олигонуклеотидов, ком-
плементарных участкам 12S рРНК:
1. 5’-[biotin]GGTTTGCTGAAGATGGCGGTATAT
AGGCTGAATTAGCAAG-3’
2. 5’-[biotin]CCCATTTCATTGGCTACACCTTGAC
CTAACGTTTTTATGT-3’
3. 5’-[biotin]GCAAGAGATGGTGAGGTAGAGCGGG
GTTTATCGATTATAGAACA-3’.

Раствор суммарной РНК (2 мл, 2 мг/мл) с оли-
гонуклеотидом (100 пмоль/мл) в 6× SSC-буфере 
прогревали при 95°C в течение 5 мин в термоста-
те, после чего охлаждали в закрытом термостате 
до 40°C. После гибридизации раствор обрабатыва-
ли РНКазой Т1 (Thermo Scientific) в концентрации 
1 U/мл в течение 1.5 ч при температуре 37°C. После 
инкубации ДНК/РНК-дуплексы выделяли с помо-
щью стрептавидиновых шариков Dynabeads M-280 
Streptavidin (Thermo Scientific) по 100 мкл магнит-
ных шариков на пробу. Магнитные шарики триж-
ды промывали 6× SCC-буфером, далее их добав-
ляли к раствору и инкубировали в течение 30 мин 
при комнатной температуре при перемешивании. 
После инкубации магнитные шарики промывали 
последовательно 3× SCC-буфером (4 раза), 1× бу-
фером (3 раза), 0.1× буфером (3 раза). Перед по-
следней промывкой шарики переносили в чистую 
пробирку. Для элюции РНК пробовали два метода: 
элюция 100 мкл 0.1× SCC-буфера с 6 М мочевиной 
(70°C, 5 мин на шейкере при 1000 об/мин) и элюция 
ДНКазой I (100 мкл раствора ДНКазы в 1× буфере 
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для ДНКазы, инкубация 30 мин при 37°C в термо-
стате при регулярном перемешивании). Элюат отби-
рали на магнитном штативе и переносили в чистую 
пробирку. Добавляли изопропанол до 50%, NH4OAc 
до 1 М, 0.5 мкл Glycoblue и оставляли на ночь 
при температуре –20°C.

На следующий день РНК осаждали центрифуги-
рованием на максимальных оборотах (+4°C 15 мин), 
осадок промывали холодным 80% этанолом и высу-
шивали при температуре 42°C в термостате. Осадок 
РНК растворяли в 1× RNA Loading Dye (Thermo 
Scientific) и наносили на полиакриламидный 12% 
гель с 7 М мочевиной, гель окрашивали раствором 
этидия бромида. Полоски, соответствующие фраг-
ментам РНК, вырезали из геля, измельчали и дваж-
ды промывали раствором 25 мМ цитрата аммония 
с 50% ацетонитрила, после чего высушивали в 100% 
ацетонитриле. Для масс-спектрометрии MALDI-
TOF кусочки геля высушивали на воздухе, после 
чего обрабатывали раствором РНКазы Т1 в 50 мМ 
цитрате аммония в течение 3 ч при 37°C. В каче-
стве матрицы для MALDI масс-спектрометрии ис-
пользовали раствор 50 мг/мл 2,5-дигидроксибен-
зойной кислоты с добавлением 0.5% ТФУ и 30% 
ацетонитрила. К 0.5 мкл цитратного раствора РНК-
олигонуклеотидов добавляли 1.5 мкл матрицы, по-
сле чего смесь наносили на мишень и высушивали. 
Анализ проводили с помощью прибора Ultraflex III 
BRUKER с УФ-лазером (Nd, 335 нм) с детекцией 
положительных ионов.

Программное обеспечение
С помощью общедоступного ресурса Mongo Oligo 
Mass Calculator [14] был сгенерирован упорядо-
ченный по массе список всех олигонуклеотидов, 
полученных в результате расщепления участков 
митохондриальной 12S рРНК РНКазой T1. Этот 
список был рассчитан на основе последователь-
ности, полученной из открытого банка последова-
тельностей NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
Последовательность митохондриальной 12S рРНК 
домовой мыши (Mus musculus) получена из рефе-
ренсной последовательности митохондриального ге-
нома (NC_005089).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе нами была проверена гипоте-
за о том, что фактор METTL17 метилирует участок 
12S рРНК, с которым он взаимодействует во вре-
мя сборки митохондриальной рибосомы. В первую 
очередь получили клеточную линию с нокаутом 
по гену белка METTL17, позволяющую сравнить 
метилирование участка 12S рРНК в норме и в от-
сутствие фактора METTL17. Для проверки метили-

Рис. 2. Сравнение последовательности гена белка 
METTL17 в линии NIH-3T3 дикого типа (WT) и с нокау-
том (ΔMettl17), секвенирование по Сэнгеру 

ΔMettl17

WT

Рис. 3. Фрагменты 12S рРНК мыши, проанализирован-
ные с помощью масс-спектрометрии (Ф1, Ф2, Ф3). 
Два фрагмента (Ф1, Ф3) частично перекрываются. 
Изображение адаптировано из ресурса [15]

Mus musculus

Митохондриальная 
12S рРНК,  
фрагмент

Ф1

Ф2

Ф3

рования 12S рРНК использовали метод выделения 
специфических РНК с помощью биотинилирован-
ных ДНК-олигонуклеотидов. Фрагменты РНК вы-
деляли из клеток дикого типа и клеток с нокаутом 
по гену белка METTL17. Выделенные и очищен-
ные образцы РНК анализировали с помощью 
MALDI-TOF масс-спектрометрии. Сравнение масс 
РНК из клеток дикого типа и из линии с нокаутом 
и с предварительно рассчитанными теоретическими 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 15 № 4 (59) 2023 | ACTA NATURAE | 79

массами позволило нам проверить гипотезу о мети-
лировании рРНК фактором METTL17. 

Получение клеточной линии NIH-3T3 ΔMettl17
В работе использовали клеточную линию NIH-3T3 – 
линию адгезивных клеток фибробластического типа, 
полученную из эмбриональной ткани мыши. Ген 
Mettl17 инактивировали с помощью производно-
го плазмиды pX458 [13], кодирующего компоненты 
системы CRISPR/Cas9 (ген белка Cas9 и последова-
тельность гидовой РНК). Гидовую РНК подбирали 
таким образом, чтобы вносить разрез в начало тре-
тьего экзона гена Mettl17.

В результате была получена клеточная линия 
с делецией 2 п.н. в экзоне 3 гена Mettl17. Такая де-
леция приводит к сдвигу рамки считывания и инак-
тивации гена. Наличие мутации в гене было прове-
рено с помощью секвенирования по Сэнгеру (рис. 2).

Анализ метилирования фрагментов 12S рРНК
Для проверки метилирования мы выбрали участок 
12S рРНК в области спиралей 31–34, с которым 
взаимодействует METTL17. Это крупный струк-
турированный участок РНК, включающий в себя 
двухцепочечные фрагменты (рис. 3). Из-за это-
го мы приняли решение разбить данный участок 
на три фрагмента (рис. 3), выделили и проанализи-
ровали каждый из них по отдельности. 

Специфические фрагменты 12S рРНК выделяли 
с использованием опубликованного ранее подхо-
да [9, 16, 17] с небольшими изменениями на стадии 
элюции. Общая схема эксперимента представ-
лена на рис. 4. Специфические фрагменты рРНК 
выделяли с помощью биотинилированных ДНК-
олигонуклеотидов, комплементарных интересую-
щим нас фрагментам рРНК длиной 40–50 остатков. 
После гибридизации и образования ДНК-РНК-

Рис. 4. Схема выделения фрагментов РНК с помощью биотинилированных олигонуклеотидов. А – участок 12S 
рРНК (показан голубым) и биотинилированный олигонуклеотид (коралловый, биотин – красный). Б – после 
отжига вторичные структуры рРНК расплавляются, происходит гибридизация участка рРНК и олигонуклеоти-
да. В – после обработки РНКазой Т1 остается ДНК-РНК-дуплекс, РНКаза Т1 разрезает оцРНК после остатков 
гуаниловой кислоты, оставляя 3’-фосфат. Г – дуплексы ДНК-РНК связываются с магнитными шариками за счет 
биотин-стрептавидинового взаимодействия. Д – после обработки ДНКазой I ДНК разрушается, РНК переходит 
в раствор. Е – анализ выделенных фрагментов РНК с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии
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дуплексов раствор обрабатывали РНКазой Т1, вно-
сящей разрез в оцРНК после гуаниловых остат-
ков. Таким образом, ДНК-РНК-дуплексы остаются 
в растворе, в то время как вся оцРНК разрушается.

ДНК-РНК-дуплексы выделяли из раствора с по-
мощью стрептавидиновых магнитных шариков, РНК 
элюировали и разделяли в полиакриламидном геле 
для нахождения фрагментов необходимой длины 
(рис. 5). Мы пробовали элюировать РНК с помощью 
раствора мочевины при нагревании в соответствии 
с ранее опубликованной методикой [9], а также 
с помощью раствора ДНКазы (рис. 5). При элю-
ции мочевиной мы столкнулись с тем, что, поми-
мо интересующих фрагментов РНК, в раствор по-
падает биотинилированный ДНК-олигонуклеотид. 
Обработка ДНКазой позволяет не только элюи-
ровать РНК, но и избавиться от ДНК в растворе. 
Нанесение элюата на гель позволяет отделить фраг-
менты РНК от молекул ДНКазы, поэтому примене-
ние ферментативной элюции не затрудняет прове-
дение масс-спектрометрического анализа.

Перед масс-спектрометрическим анализом по-
лосы на геле, соответствующие фрагментам РНК, 
вырезали из геля и дополнительно обрабатывали 
РНКазой Т1, которая расщепляла РНК на фраг-
менты меньшей длины. Максимальный вес среди 
полученных фрагментов составил 6.2 кДа, длина 
фрагментов составила до 20 нуклеотидных остатков. 
Теоретические массы всех фрагментов рассчитыва-
ли предварительно с помощью онлайн-ресурса [14].

В результате анализа гидролизатов трех фраг-
ментов 12S рРНК из клеток дикого типа и клеток 

Ф2� Ф3

ДНКаза I� Мочевина ДНКаза I� Мочевина

Рис. 5. Результаты выделения фрагментов РНК (Ф2, 
Ф3) на геле. Элюция проведена с помощью мочевины 
и ДНКазы I. ДНК-олигонуклеотид, попадающий в рас-
твор при элюции мочевиной, показан стрелкой

Рис. 6. Масс-спектры Фрагмента 1 (пики на РНК из линии с нокаутом гена белка METTL17 показаны сверху, линии 
дикого типа – снизу). Масс-спектр получен в линейном режиме. Теоретически рассчитанные пики для Фрагмен-
та 1 подписаны
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CUCUACCUCACCAUCUCUUGp............6240.69

ΔMettl17 получены масс-спектры, позволяющие 
определить, есть ли в РНК клеток дикого типа до-
полнительная метильная группа, которая отсутству-
ет в клетках ΔMettl17. При наличии дополнительной 
CH3-группы вес фрагмента был бы больше на 14 
Да. На рис. 6–8 представлены масс-спектры трех 
фрагментов, сверху показан результат для кле-
ток с нокаутом, снизу – для клеток дикого типа. 
По результатам масс-спектрометрического анализа 
мы определили, что участок 12S рРНК, взаимодей-
ствующий с METTL17, в клетках дикого типа не ме-
тилирован, масса фрагментов не изменяется при но-
кауте гена белка METTL17. 
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На полученных масс-спектрах присутствуют все 
фрагменты с предсказанной массой, за исключени-
ем двух коротких фрагментов (1–2 нуклеотидных 
остатка) на хроматограмме Фрагмента 2 (рис. 7) 
и фрагмента длиной 4 нуклеотидных остатка 
на хроматограмме Фрагмента 3 (рис. 8). В первом 
случае масса фрагмента была очень мала, из-за это-
го ее не удалось зафиксировать. Во втором случае 
мы предполагаем, что фрагмент CCUGp не попал 
в раствор из-за того, что был отщеплен РНКазой 
Т1. Этот участок расположен на конце анализиру-

емого фрагмента, поэтому возможно отщепление 
РНКазой из-за короткой длины двухцепочечного 
участка. Несмотря на это, в процессе эксперимен-
та была проверена вся область 12S рРНК, близко 
контактирующая с METTL17. Это позволяет заклю-
чить, что METTL17 не метилирует фрагмент 12S 
рРНК в области спиралей 31–34, приводя к измене-
нию пространственной конформации этого участка 
рРНК. 

Таким образом, мы предполагаем, что в сборке 
малой субчастицы миторибосомы METTL17 играет 

Рис. 8. Масс-спектры Фрагмента 3 (пики в РНК из линии с нокаутом гена белка METTL17 показаны сверху, линии 
дикого типа – снизу). Масс-спектр получен в линейном режиме. Пики, теоретически рассчитанные для Фрагмен-
та 3, подписаны

ΔMettl17

WT

2881

2881

3208

3208

3492

3492

6241

6241

2000	 3000	 4000	 5000	 6000 M/z

И
нт

е
нс

ив
но

ст
ь,

 у
.е

.

×104

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0

Фрагмент	 Теор. масса, Да

CCUGp...............................................1279.76
CUAAUUCAGp.....................................2879.73
AUAAACCCCGp...................................3206.97
UUCUAUAAUCGp.................................3492.06
CUCUACCUCACCAUCUCUUGp................6240.69

Рис. 7. Масс-спектры Фрагмента 2 (пики на РНК из линии с нокаутом гена белка METTL17 показаны сверху, линии 
дикого типа – снизу). Масс-спектр получен в линейном режиме. Пики, теоретически рассчитанные для Фрагмен-
та 2, подписаны
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в основном структурную роль, не связанную с ме-
тилированием. Так, подтверждается предположе-
ние [2, 3] о том, что METTL17 – это фактор сборки 
миторибосомы, произошедший от метилтрансфераз 
и сохранивший характерную укладку и способ-
ность связывать SAM по крайней мере в некото-
рых группах организмов, который, вероятно, по-
терял метилтрансферазную активность и работает 
как структурный фактор сборки малой субчастицы 
митохондриальной миторибосомы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках настоящей статьи проверена гипотеза 
о наличии метилтрансферазной активности у белка 
METTL17 – фактора сборки малой субчастицы ми-
тохондриальной рибосомы. Показано, что METTL17 
не метилирует область 12S рРНК, с которой он кон-

тактирует во время сборки, несмотря на то, что этот 
фактор сохраняет черты, характерные для SAM-
зависимых метилтрансфераз класса I. На основа-
нии этого мы полагаем, что во время эволюционного 
процесса фактор METTL17 потерял свою исходную 
функцию и на данный момент выполняет структур-
ную роль в процессе сборки митохондриальной ри-
босомы. 

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
(№ 17-75-30027).

Авторы благодарят Программу развития МГУ 
за доступ к приборам CelenaX и SeqStudio, 

использовавшихся для оценки трансфекции и 
роста клеток и секвенирования генетических 

конструкций соответственно.
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РЕФЕРАТ Пандемия коронавирусной инфекции COVID-19 позволила по-новому оценить угрозу, исходя-
щую от коронавирусов, и перейти к фундаментальному анализу этого семейства и поиску эффективных 
противоковидных препаратов. Идут работы по актуализации вакцин против COVID-19 и продолжа-
ется поиск низкомолекулярных противоковидных препаратов-кандидатов на лекарство для амбула-
торного назначения. Обсуждаются возможности и способы ускорения разработки противовирусных 
препаратов против других патогенов в рамках подготовки к следующей пандемии. В 2012–2015 гг. 
Н.Г. Цышкова и соавт. синтезировали группу близких по химической структуре к арбидолу водорас-
творимых низкомолекулярных соединений, обладающих противовирусной активностью. Среди них 
ряд соединений на основе аминоалкиловых эфиров 5-метоксииндол-3-карбоновой кислоты. Из этой 
довольно обширной группы соединений достоверным противовирусным эффектом в отношении SARS-
CoV-2 в исследованиях in vitro обладал только один – дигидрохлорид 6-бром-1-метил-5-метокси-2-
(1-пиперидинометил)-3-(2-диэтиламиноэтокси)карбонилиндола. В концентрации 52.0 мкМ данное со-
единение полностью ингибирует репродукцию вируса SARS-CoV-2 с инфекционной активностью 106 
ТЦИД50/мл. Концентрационные зависимости свидетельствуют о специфичности действия исследуемого 
соединения. Выявлена интерферон-индуцирующая активность; обнаружено подавление синцитиеобра-
зования, индуцированного шиповидным белком (S-гликопротеином) SARS-CoV-2, на 89%. Указанное со-
единение с учетом его синтетической доступности, высокой активности (IC50 = 1.06 мкг/мл) и высокого 
индекса селективности (SI = 78.6) отвечает требованиям, необходимым для разработки противовирус-
ного средства для профилактики и лечения COVID-19.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА SARS-CoV-2, производное индол-3-карбоновой кислоты, противовирусная актив-
ность, культура клеток.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения; ВЭМК – вирус энцефаломио-
кардита; ИФН – интерферон; ИК – инфракрасный спектр; МС – масс-спектр; ТЦИД50 – 50% тканевая 
цитопатогенная инфекционная доза; ЦПД – цитопатогенное действие; Тпл – температура плавления; 

УДК 578.2:577:576.5:622.244
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ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка; ЯМР 1H – ядерный магнитный резонанс на ядрах 1Н; CC50 – 
50% цитотоксическая концентрация соединения; COVID-19 – COronaVIrus Disease 2019 – коронави-
русная инфекция 2019 года; DMEM – питательная среда Dulbecco’s Modified Eagle Medium; GFP – 
зеленый флуоресцентный белок, green fluorescent protein; IC50 – 50% ингибирующая концентрация; 
S-гликопротеин – шиповидный белок вируса SARS-CoV-2; SARS-CoV-2 – Severe acute respiratory syn-
drome-related coronavirus 2, коронавирус 2 тяжелого острого респираторного синдрома – Coronaviridae: 
Coronavirinae: Betacoronavirus: Sarbecovirus; SI – индекс селективности, рассчитывается как отношение 
CC50 к IC50 (SI = CC50/IС50). 

ВВЕДЕНИЕ
5 мая 2023 года ВОЗ объявила «о прекращении 
чрезвычайной ситуации в области общественного 
здравоохранения в связи с распространением ко-
ронавируса» [1]. Таким образом, завершилась пан-
демия, которая продолжалась 3 года 1 месяц и 24 
дня. По данным ВОЗ, по состоянию на 12 июля 2023 
года в мире было зарегистрировано 767 972 961 под-
твержденный случай COVID-19, включая 6 950 655 
смертей. В России зарегистрировано 22 967 718 под-
твержденных случаев COVID-19 и 399 715 смертей 
[2]. Однако даже по оценке ВОЗ число умерших 
от COVID-19 превышает 20 млн человек [3].

Несмотря на объявление о завершении пандемии 
и констатации снижения общего числа заражений, 
нельзя сказать, что эпидемия COVID-19 полностью 
прекратилась. Появились новые подварианты ви-
руса (XBB.1.16 и XBB.2.3) и именно поэтому идут 
работы по актуализации вакцин против COVID-19 
и продолжается поиск низкомолекулярных проти-
воковидных препаратов-кандидатов на лекарство 
для амбулаторного назначения. Кроме того, при-
мерно у 65 млн больных выявлены долгосрочные 
последствия инфекции SARS-CoV-2, обозначенные 
как «состояния после COVID-19», или «длительная 
COVID» [4]. 

Пандемия коронавирусной инфекции COVID-19 
позволила по-новому оценить угрозу, исходящую 
от коронавирусов, и перейти к фундаментальному 
анализу этого семейства и поиску эффективных 
противоковидных препаратов. Таким образом, по-
прежнему необходимы эффективные стратегии ле-
чения COVID-19. Во время пандемии был апробиро-
ван целый ряд противовирусных препаратов, таких, 
как Ремдесивир, нуклеозидные ингибиторы (AT-527 
и молнупиравир), ингибитор основной протеазы 
(Mpro) Нирматрелвир, комплекс Нирматрелвир-
ритонавир и молнупиравир, и иммунотропные пре-
параты – барицитиниб, тоцилизумаб и кортикосте-
роиды и др. [5]. Однако практически не разработаны 
эффективные низкомолекулярные пероральные 
противовирусные препараты для амбулаторного ле-
чения [6].

В 2012–2015 гг. Н.Г. Цышкова и соавт. синтези-
ровали группу близких по химической структуре 

к арбидолу водорастворимых низкомолекулярных 
соединений, обладающих противовирусной актив-
ностью. Среди них ряд соединений на основе ами-
ноалкиловых эфиров 5-метоксииндол-3-карбоновой 
кислоты [7]. Из этой довольно обширной группы до-
стоверным противовирусным эффектом в отноше-
нии SARS-CoV-2 в исследованиях in vitro обладало 
только одно соединение, которое и было исследова-
но в настоящей работе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Исследуемое соединение – дигидрохлорид 6-бром-
1-метил-5-метокси-2-(1-пиперидинометил)-
3-(2-диэтиламиноэтокси)карбонилиндола (1) 
(рис. 1) – получено [7] в ФГБУ «НМИЦ радиологии» 
Минздрава России. 

Синтез соединения 1 проводили по многостадий-
ной схеме, представленной на рис. 2. 

В работе использовали растворители и реактивы, 
включая этил-5-гидрокси-1,2-диметил-1H-индол-3-
карбоксилат, фирмы Acros Organics. Температуры 
плавления измеряли на  блоке Кофлера. ИК-
спектры записывали на Фурье-спектрометре Bruker 
ALPHA T. Спектр 1H-ЯМР раствора в DMSO-d6 
регистрировали на спектрометре Bruker AC-200 
при 298 K. Масс-спектр (EI) получен на приборе 
SHIMADZU LCMS-8040 методом прямого ввода об-
разца в режиме сканирования при положительной 
ионизации (Q3+Scan).

Рис. 1. Дигидрохлорид 6-бром-1-метил-5-метокси-2-
(1-пиперидинометил)-3-(2-диэтиламиноэтокси)карбо-
нилиндола (соединение 1)
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1,2-Диметил-5-метокси-3-этоксикарбонилиндол (3)
К раствору 4.66 г (0.02 моль) соединения 2 в 40.0 мл 
диоксана при 20оC прибавили 40.0 мл 10% раство-
ра NaOH, затем по каплям 4.0 мл диметилсульфа-
та (0.042 моль). Реакционную смесь перемешивали 
2 ч, затем разбавляли водой и охлаждали (4оC). 
Выпавший осадок отфильтровывали, промывали 
водой и высушивали в вакууме (2 Торр) над P2O5. 
Получено 4.65 г (94%) соединения 3 в виде кристал-
лов с Тпл 113

оC (лит. Тпл 117.5–118°C [8]).

6-Бром-1,2-диметил-5-метокси-
3-этоксикарбонилиндол (4)
Смесь 4.65 г (0.0188 моль) соединения 3 и 3.36 г 
(0.0188 моль) N-бромсукцинимида в 75.0 мл CCl4 на-
гревали при кипячении в течение 5 ч. Осадок (сук-
цинимид) отфильтровывали из горячей реакцион-
ной смеси. Фильтрат упарили (на 1/3) и охладили. 
Выпавший осадок отфильтровали, промыли CCl4 
на фильтре и сушили в вакууме (2 Торр). Получено 
3.3 г (54%) соединения 4 в виде кристаллов с Тпл 
156оС (лит. Тпл 164–165оС [8]).

6-Бром-2-бромметил-5-метокси-1-метил-
3-этоксикарбонилиндол (5)
Смесь 3.3  г (0.0101 моль) соединения 4 , 1.81  г 
(0.0101 моль) N-бромсукцинимида и 0.1 г перекиси 
бензоила в 30.0 мл CCl4 кипятили при освещении 
(лампа 100 Вт) в течение 5 ч. После отделения осад-
ка сукцинимида фильтрованием из горячей смеси 
и охлаждения фильтрата (20оС), выпавший осадок 
отфильтровали, промыли CCl4 на фильтре и суши-
ли в вакууме (2 Торр). Получено 3.16 г (78%) со-
единения 5 в виде кристаллов с Тпл 142оС (лит. Тпл 
141–142оС [8]).

6-Бром-1-метил-5-метокси-2-(1-
пиперидинoметил)-3-этоксикарбонилиндол (6)
Раствор 4.0  г (0.01 моль) соединения 5 и 1.7  г 
(0.02 моль) пиперидина в 50.0 мл бензола выдержи-
вали 12 ч при комнатной температуре. Выпавший 
осадок (бромгидрат пиперидина) отфильтровы-
вали, фильтрат сконцентрировали в вакууме до-
суха. Кристаллизацией остатка из этанола полу-
чено 1.7 г (82.9%) соединения 6 в виде кристаллов 

Рис. 2. Реагенты и условия: a. 1) водн. NaOH, диоксан, 2) Me
2
SO

4
, 20°C; б. N-бромсукцинимид, CCl

4
, кип.; 

в. N-бромсукцинимид, (PhCOO)
2
, CCl

4
, облучение (лампа 100 Вт), кип.; г. пиперидин, PhH, 20°C; д. 1) водн. 

NaOH, EtOH, кип., 2) HCl (конц.); е. SOCl
2
, диоксан, ДМФА (кат.), 60°C; ж. 1) Et

2
NCH

2
CH

2
OH, Et

3
N, PhH, кип., 

2) HCl, Et
2
O, ацетон, 20°C 
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с Тпл 124–125оС (лит. Тпл 124–125оС [8]). Найдено: 
% С 55.72, H 6.20, N 7.02. C19H25BrN2O3. Вычислено: 
% С 55.75, H 6.16, N 6.84.

Гидрохлорид 6-бром-1-метил-5-метокси-2-
(1-пиперидинoметил)-индол-3-карбоновой 
кислоты (7)
Раствор 6.0 г (0.15 моль) NaOH и 4.1 г (0.01 моль) 
соединения 6 в 60.0 мл этанола и 3.0 мл воды кипя-
тили в течение 3 ч. Реакционную смесь охладили, 
разбавили водой (10 мл) и подкислили концентри-
рованной соляной кислотой. Выпавший осадок от-
фильтровали, промыли на фильтре водой, сушили 
в вакууме (2 Торр) над P2O5. Получено 4.10 г (98%) 
соединения 7 в виде кристаллов с Тпл 236–238оC. 
Найдено: % С 48.68, H 5.32, N 6.65. C17H22BrClN2O3. 
Вычислено: % С 48.88, H 5.31, N 6.71.

Дигидрохлорид 6-бром-1-метил-5-метокси-2-
(1-пиперидинометил)-3-(2-диэтиламиноэтокси)-
карбонилиндола (1) 
К перемешиваемому раствору 1.67 г (0.004 моль) 
гидрохлорида 7 в 30.0 мл диоксана прибавили 
3.0 мл (0.041 моль) хлористого тионила и 2 капли 
диметилформамида. Реакционную смесь нагрева-
ли при 60оC в течение 3 ч, затем сконцентриро-
вали в вакууме досуха и остаток промыли эфи-
ром. Полученный порошкообразный хлорангидрид 
8 без дополнительной очистки растворили в 25 мл 
бензола и обработали смесью 1.2 мл (0.008 моль) 
N-диэтиламиноэтанола и 1.12 мл (0.008 моль) три-
этиламина. Реакционную смесь нагревали при 80оC 
в течение 2 ч, затем охлаждали. Выпавший осадок 
(гидрохлорид триэтиламина) отфильтровали и про-
мыли горячим бензолом. Объединенный фильтрат 
сконцентрировали в вакууме досуха, остаток про-
мыли гексаном и сушили в вакууме. К раствору 
полученного продукта в 10 мл ацетона прибавили 
2 мл (~30%) эфирного раствора хлористого водо-
рода. Реакционную смесь сконцентрировали в ва-
кууме досуха, остаток кристаллизовали из 2-про-
панола. Получено 1.9 г (85.2%) соединения 1 с Тпл 
237–240оС и следующими физико-химическими ха-
рактеристиками.

ИК (KBr, ν, см-1)
859, 1041, 1114, 1148, 1197, 1303, 1393, 1426, 1449, 1483, 
1650, 1694 (C=O), 2354–2700, 2942, 3397, 3588 (рис. 3). 

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, ДМСО)
δ 10.76 (уш. с, 1H), 10.23 (уш. с, 1H), 8.03 (с, 1H), 7.65 
(с, 1H), 4.87 (д, J = 4.8 Hz, 2H), 4.76 (т, J = 5.1 Hz, 2H), 
3.95 (с, 3H), 3.93 (с, 3H), 3.61 (м, 2H), 3.50–3.06 (м, 8H), 
2.15–1.33 (м, 6H), 1.26 (т, J = 7.2 Hz, 6H) (рис. 4).

Масс-спектр
HRMS (ESI): найдено m/z 480.1860 [M+H]; вычислено 
для C23H35BrN3O3+ 480.1862 (рис. 5).

Элементный анализ
Найдено: % С 49.89, H 6.76, N 7.48; Вычислено: 
% С 49.92, H 6.56, N 7.59; C23H36BrCl2N3O3.
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Растворимость соединения 1 определяли в со-
ответствии с Общей фармакопейной статьей 
(ОФС.1.2.1.0005.15) [9] и  заключили, что  ди-
гидрохлорид 6-бром-1-метил-5-метокси-2-(1-
пиперидинометил)-3-(2-диэтиламиноэтокси)карбо-
нилиндола 1 относится к легко растворимым. 

Клетки
В эксперименте использовали перевиваемую ли-
нию клеток почки африканской зеленой мартыш-
ки (Chlorocebus aethiops) Vero E6, клеточную линию 
293T (субклон трансформированной эмбриональ-
ной линии клеток почки человека, HEK 293, ко-
торая хорошо подвергается трансфекции и под-
держивает высокие уровни экспрессии вирусного 
белка), а также клеточную линию мышиных фи-
бробластов L-929. Все линии клеток предоставле-
ны Всероссийской коллекцией клеточных культур 
при ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России.

Животные
Беспородные белые мыши (самцы весом 12.0–14.0 г) 
получены из питомника ООО «НЭО Маркет» (вет. 
свидетельство 250 № 0679392). Эксперименты про-
водили в соответствии с правилами, принятыми 
Европейской Конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых в экспериментальных 
и иных научных целях [10].

Животных распределяли на группы (интакт-
ную и четыре экспериментальных по три мыши 
в каждой) методом случайной выборки с учетом 
массы тела. Содержание, питание, уход за живот-
ными и выведение их из эксперимента осущест-
вляли в соответствии с Правилами лабораторной 
практики, принятыми в Российской Федерации [11]. 
Протокол исследования № 43 от 03.05.23 был рас-
смотрен и одобрен этическим комитетом Центра.

Вирусы
Пандемический штамм коронавируса челове-
ка SARS-CoV-2 с инфекционной активностью 106 
ТЦИД50/мл для клеток Vero Е6 (клинический изо-
лят: hCoV-19/Russia/Moscow-PMVL-12/2020 (EPI_
ISL_572398)); вирус энцефаломиокардита мышей 
(ВЭМК), штамм «Колумбия SK-Col-SK» с титром 107 

ТЦИД50/мл. Вирусы получены из Государственной 
коллекции вирусов Института вирусологии им. Д.И. 
Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России.

Определение цитотоксичности соединения (1) 
Культуру клеток Vero Е6 в питательной среде 
DMEM компании Gibco (Thermo FS) с добавлени-

ем 5% ЭТС (5 об. %), L-глутамина (2 мМ) и смеси 
антибиотиков (150 Ед/мл пенициллина и 150 Ед/мл 
стрептомицина) высевали в тест-планшеты в при-
сутствии соединения 1 и без него и инкубировали 
в течение 96 ч при температуре 37 ± 0.5°С в атмос-
фере 5% СО2. Состояние монослоя и жизнеспособ-
ность клеток оценивали ежедневно. Затем удаляли 
культуральную среду из планшетов и в каждую 
лунку к монослою культуры клеток добавля-
ли по 100 мкл среды РС (среда DМЕМ с 2% ЭТС 
Gibco (Thermo FS)) и 20 мкл раствора CellTiter 96® 
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) 
(Promega, G3582) [12]. Инкубировали в течение 3 ч 
при 37 ± 0.5°С, результаты учитывали на автомати-
ческом ридере BIO-RAD при длине волны 490 нм, 
используя референс-фильтр 630 нм. Концентрацию 
раствора соединения 1, вызывающую уменьшение 
значения оптической плотности при λ = 490 нм 
на 50% по сравнению с контролем, принимали 
за 50% цитотоксическую дозу (СС50).

Проведение эксперимента по определению 
противовирусной активности
Использовали 24-часовой монослой культуры кле-
ток, предварительно промытый средой РС, который 
обрабатывали нетоксичными для клеток концен-
трациями соединения 1 (т.е. ниже, чем величи-
на CC50). Клетки Vero Е6 обрабатывали вирусом 
SARS-CoV-2 через 60 мин после внесения соедине-
ния 1. Использовали следующие контроли: положи-
тельный контроль – культура клеток, инфицирован-
ная различными разведениями SARS-CoV-2 (от 10-1 
до 10-7), без соединения 1; негативный контроль 
1 – неинфицированная культура клеток без соеди-
нения 1; негативный контроль 2 – неинфицирован-
ная культура клеток, в которую вносили по 100 мкл 
растворов соединения 1 в различных концентраци-
ях. Каждую концентрацию соединения 1 исследова-
ли в четырех параллелях. Тест-планшеты инкуби-
ровали в течение 96 ч при температуре 37 ± 0.5оС 
в атмосфере 5% СО2 до полного проявления ЦПД 
вируса в вирусном контроле в ожидаемом диапа-
зоне. Противовирусную активность соединения 1 
определяли визуально под микроскопом через 96 
ч после инфицирования по ингибированию ЦПД 
вируса в культуре клеток Vero E6. За титр вируса 
принимали величину, обратную последнему разве-
дению, в котором развивалось ЦПД. ТЦИД50 рас-
считывали по методу Рида–Менча для каждой кон-
центрации исследуемого препарата и контрольного 
титрования вируса. Результат оценивали по Δlgmax – 
максимальному снижению значения заражающей 
вирусной дозы в опыте по сравнению с контролем, 
выраженному в десятичных логарифмах. За ми-
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нимально эффективную вирусингибирующую кон-
центрацию принимали концентрацию соединения 1, 
снижающую титр вируса не менее чем на 1.5 lg. 
Для получения статистически значимых результа-
тов эксперименты проводили трижды.

Определение эффективности ингибирования 
синцитиеобразования
Клетки 293Т котрансфицировали в  течение 
48 ч плазмидой, содержащей полноразмер-
ный S-гликопротеин (pVAX-1-S-glycoprotein; 
«Евроген», Россия), и плазмидой, кодирующей GFP 
(pUCHR-IRES-GFP), с помощью Transporter™ 5 
transfection reagent. Далее к выращенному в 96-лу-
ночных планшетах монослою клеток Vero E6 до-
бавляли различные концентрации соединения 1, 
после чего в лунки вносили суспензию эффектор-
ных клеток 293Т-S-GFP (соотношение клеток 3 : 1). 
Через 2 ч количество образовавшихся синцитиев 
оценивали с помощью флуоресцентной микроско-
пии. Эффективность подавления слияния клеток, 
индуцированного S-гликопротеином SARS-CoV-2, 
оценивали по сравнению с контролем (без внесения 
соединения) с помощью программного обеспечения 
GraphPadPrism 5.0 и выражали в процентах.

Определение ИФН-индуцирующей активности
Забор крови у животных проводили методом де-
капитации в пробирки без антикоагулянта через 2, 
24, 48, 72 ч после однократного внутрибрюшинного 
введения соединения 1 в дозе 121.2 мкмоль/мышь 
(70 мкг/мышь) или 0.2 мл дистиллированной воды 
(плацебо, контроль без препарата). Активность ИФН 
в сыворотке крови мышей определяли на клеточ-
ной линии мышиных фибробластов L-929. В работе 
использовали трехдневный монослой перевиваемой 
клеточной линии L-929, выращенный на среде 199 
и DMEM (1 : 1) с добавлением 7% ЭТС, L-глутамина 
и антибиотиков: 150 Ед/мл пенициллина и 150 Ед/мл 
стрептомицина. ИФН в сыворотке крови определя-
ли при титровании проб в культуре фибробластов 
L-929 мыши с использованием в качестве индика-
торного вируса ВЭМК мыши, находя конечное раз-
ведение ИФН, которое защищало 50% клеток от ци-
топатогенного действия 100 ТЦИД50 вируса.

Статистический анализ
Расчет значений 50% цитотоксической концентра-
ции (CC50) и 50% эффективной концентрации (IC50) 
выполняли общепринятыми для биологических ис-
следований методами при помощи пакета программ 
Microsoft Excel 5.0 и GraphPad Prism 6.01. За рабо-
чую модель для анализа CC50 принимали 4-параме-
трическое уравнение логистической кривой (пункты 

меню «Нелинейная регрессия» – «Sigmoidal dose-
response (variable slope)»). Для анализа IC50 прини-
мали 4-параметрическое уравнение логистической 
кривой (пункты меню «Нелинейная регрессия» – 
«log (inhibitor) vs. response (variable slope)»). На ос-
новании полученных данных рассчитывали индекс 
селективности (SI) по уравнению: SI = СС50/ IC50.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Определение цитотоксичности соединения 1 
На основании данных, полученных при изучении 
цитотоксического действия соединения 1 на куль-
туру клеток Vero E6 с использованием витального 
красителя MTS, построили аналитическую кривую, 
из которой определили значение СС50 для соедине-
ния 1. Концентрация, уменьшающая значение опти-
ческой плотности на 50% по сравнению с контролем, 
составила 83.32 мкг/мл (144.30 мкМ) (рис. 6).

Определение противовирусной активности 
соединения 1
Противовирусную активность соединения 1 опре-
деляли по снижению инфекционного титра вируса 
(ТЦИД50/мл) в культуре клеток Vero E6 (табл. 1).

Как видно из табл. 1, исследуемое соединение 
обладает достоверной дозозависимой антивирус-
ной активностью in vitro, что указывает на специ
фический характер действия соединения, и полно-
стью подавляет репродукцию вируса SARS-CoV-2 
при концентрации 52.0 мкМ (30 мкг/мл), т.е. на 6 lg 
ТЦИД50. В вирусологических исследованиях про-
тивовирусный эффект лекарственных средств 
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принято считать удовлетворительным, если 
Δlg ТЦИД50 ≥ 2.0 [13].

Значение IC50 для изучаемого соединения, рас-
считанное с помощью программного обеспечения 
GraphPadPrism 6.01, составило 1.84 мкМ (1.06 мкг/мл). 
Значение индекса селективности (SI), рассчитанное 
как отношение CC50 к IC50 (SI = CC50/IС50), составило 
78.6.

Исследования эффективности ингибирования 
синцитиеобразования, индуцированного 
шиповидным белком (S-гликопротеином) вируса 
SARS-CoV-2 
Проведены дополнительные исследования в си-
стеме синцитиеобразования, опосредованного 
шиповидным белком (S-гликопротеином) SARS-
CoV-2. Обнаружено подавление синцитиеобра-
зования, индуцированного шиповидным белком 
(S-гликопротеином) SARS-CoV-2, на 89%.

Определение интерферон (ИФН)-индуцирующего 
действия соединения 1
Результаты титрования представлены в табл. 2. 

Показано, что соединение 1 обладало ИФН-
индуцирующей активностью при его однократном 
внутрибрюшинном введении в дозе 121.2 мкмоль/
мышь (70 мкг/мышь).

ОБСУЖДЕНИЕ
Коронавирус, открытый и описанный в 60-х гг. про-
шлого столетия, не привлекал к себе значительного 

внимания, поскольку вызывал легко протекающие 
острые респираторные инфекции [14, 15]. Однако 
пандемия коронавирусной инфекции COVID-19 
изменила отношение к коронавирусам и привела 
к поиску противовирусных средств, эффективных 
в отношении SARS-CoV-2. Поиск и разработка ле-
карственных средств для применения при панде-
мической коронавирусной инфекции тесно связа-
ны с точкой приложения к вирусной репродукции 
и эффектам его действия при лечении больных. 
Исходя из последних опубликованных данных, ин-
фекцию SARS-CoV-2 разделяют на четыре стадии, 
связанные с различными требованиями к лекар-
ственным препаратам [16–18]. Так, стадия до кон-
такта с SARS-CoV-2 предпочтительна для профи-
лактической вакцинации, нейтрализующих антител 
и профилактических противовирусных препаратов. 
На следующей стадии, когда произошло заражение 
и идет репликация вируса, эффективно применение 
антител и противовирусных внутривенных и/или 
пероральных препаратов. К настоящему времени 
установлено, что эффект от лечения наблюдается, 
если антитела против SARS-CoV-2 вводить в те-
чение 10 дней после появления симптомов [19, 20]; 
а пероральные противовирусные препараты могут 
оказывать эффект в течение 3–5 дней после появ-
ления симптомов [17, 21]. Известно, что репродукция 
вируса SARS-CoV-2 возрастает примерно в течение 
3–5 дней после появления клинических симпто-
мов, а затем снижается в течение двух-трех дней. 
Последующие клинические события связаны с на-

Таблица 1. Действие соединения 1 на репродукцию SARS-CoV-2 

Концентрация соединения 1, 
мкМ (мкг/мл) ТЦИД50

Контроль 
вируса

Δlgmax максимальное снижение заражающей вирусной дозы 
в опыте по сравнению с контролем, выраженное в десятич-

ных логарифмах
52.0 (30.0) 100 106 6
26.0 (15.0) 101 106 5
13.0 (7.5) 103 106 3

Примечание: ТЦИД
50

 – 50% тканевая цитопатогенная инфекционная доза.

Таблица 2. Активность ИФН в сыворотке крови мышей

Время после введения соединения 1 
или плацебо мышам, ч

Титр ИФН (Ед/мл)

Соединение 1 (70 мкг/мышь) Плацебо (контроль без препарата)

2 40

< 4
24 20
48 20
72 20
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рушением регуляции иммунного ответа на SARS-
CoV-2 [22]. Однако у некоторых больных рецидивы 
симптомов COVID-19 и наличие вируса выявляли 
значительно позже, что свидетельствовало о со-
хранности и репродукции вируса в отдельных ком-
партментах на поздних сроках [23]. Таким образом, 
стало понятно, что для подавления реактивации 
вируса на поздних сроках заболевания также не-
обходим доступный пероральный противовирусный 
и иммуномодулирующий низкомолекулярный пре-
парат, который можно использовать при реактива-
ции инфекции.

Обширный поиск позволил выявить значительное 
число соединений с анти-SARS-CoV-2-активностью 
в доклинических и клинических исследованиях 
(низкомолекулярные соединения, моноклональные 
антитела, ингибиторы пептидов, макромолекуляр-
ные ингибиторы, а также использование РНК-
терапии и клеточной терапии) [24–26].

Имеющиеся противовирусные химиотерапев-
тические препараты, подавляющие вирусную ре-
продукцию, в том числе аномальные нуклеозиды, 
ингибиторы вирусспецифических белков и фермен-
тов, в отличие от вакцин, как правило, эффективны 
в отношении большего круга патогенных вирусов. 
Однако в ходе их применения нередко развивают-
ся побочные эффекты и также формируются рези-
стентные штаммы вируса, что приводит к рецидиву 
и обострению заболевания [27, 28].

Одним из широко используемых отечествен-
ных противовирусных препаратов является уми-
феновир (Арбидол, международное наименование 
Umifenovirum) [29], который включен в методиче-
ские рекомендации по профилактике и лечению 
COVID-19 [18]. По данным Leneva и соавт. [30], 
умифеновир обладает противовирусным действием 
и ингибирует слияние вирусной оболочки с клеточ-
ными мембранами. Это приводит к невозможности 
проникновения вируса в клетку и подавлению его 
репродукции. Показано, что умифеновир ингиби-
рует репликацию SARS-CoV-2 в клетках Vero E6 
[31, 32]. Однако низкая биодоступность и нераство-
римость в воде ограничили терапевтическую эф-
фективность Арбидола и не позволили ему занять 
лидирующие позиции среди противоковидных ле-
карственных препаратов [33, 34].

Лекарственный препарат, который предполага-
ется разработать на основе дигидрохлорид 6-бром-

1-метил-5-метокси-2-(1-пиперидинометил)-3-(2-
диэтиламиноэтокси)карбонилиндола, по-видимому, 
будет направлен предпочтительно на профилактику 
заражения и подавление репродукции SARS-CoV-2. 
Именно на этой стадии необходимо подавить ре-
пликацию и репродукцию вируса в соседних клет-
ках и стимулировать реакции врожденного имму-
нитета путем активации рецепторов и индукции 
системы интерферона. По-видимому, этому может 
содействовать способность соединения в концентра-
ции 52.0 мкМ полностью подавлять репродукцию 
вируса SARS-CoV-2 в клетках и обнаруженный 
эффективный механизм ингибирования синци-
тиеобразования, индуцированного шиповидным 
белком (S-гликопротеином) вируса SARS-CoV-2. 
Выявленная способность соединения индуциро-
вать интерфероны, по-видимому, может свидетель-
ствовать о его потенциале активировать систему 
интерферона и реакции врожденного иммуните-
та, что также позволяет использовать разрабаты-
ваемый препарат для подавления происходящих 
при COVID-19 следующих друг за другом этапов 
иммунной дисрегуляции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты демонстрируют противо-
вирусный эффект синтезированного соединения 1 
в отношении SARS-CoV-2 в исследованиях in vi-
tro. В концентрации 52.0 мкМ данное соединение 
полностью ингибирует репродукцию вируса SARS-
CoV-2 с инфекционной активностью 106 ТЦИД50/мл. 
Концентрационные зависимости свидетельствуют 
о специфичности действия исследуемого соедине-
ния и указывают на перспективность разработан-
ного соединения и возможность дальнейшего его 
изучения in vivo на экспериментальных животных. 
Соединение 1, благодаря его синтетической доступ-
ности, высокой активности (IC50 = 1.06 мкг/мл) и вы-
сокого индекса селективности (SI = 78.6), отвечает 
требованиям, необходимым для разработки проти-
вовирусного средства для профилактики и лечения 
COVID-19. 

Работа выполнена в рамках государственного 
задания Министерства здравоохранения 

Российской Федерации  
(тема № 056-00119-21-00).
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РЕФЕРАТ В настоящей работе мы синтезировали производное зеленого флуоресцентного красителя 
1,3,5,7-тетраметил-BODIPY с гептильным заместителем в 8-положении. Полученное высокогидрофоб-
ное соединение было способным быстро и необратимо связываться с эукариотическими клетками. 
Инкубация клеток с красителем в течение различного времени либо при различных концентрациях 
позволила контролировать степень их мечения и уровень флуоресценции. Это позволило нам моду-
лировать уровень флуоресценции различных культур эукариотических клеток и потом различать их 
по уровню флуоресцентного сигнала в зеленом канале в цитометрических экспериментах. Помеченные 
клетки можно объединить и далее тестировать в одной пробирке в идентичных условиях с использова-
нием каналов, в которых краситель не флуоресцирует. Этот подход протестирован на ряде культур опу-
холевых клеток, содержащих рецептор HER2 на своей поверхности. Представленность рецептора в этих 
клетках была проанализирована в одной пробирке за один прием с использованием лиганда к HER2 
на основе гибридного белка DARPin9_29-mCherry, флуоресцирующего в красной области спектра.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА флуоресценция, хромофор, цитометрия, проточная цитофлуориметрия, BODIPY, ме-
чение клеток, клеточный анализ.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ BDP-C7 – 8-гептил-1,3,5,7-тетраметил-BODIPY; BODIPY – 4,4-дифтор-4-бор-
3а,4а-диаза-s-индацен; DARPin – искусственный белок с анкириновыми повторами (Designed Ankyrin 
Repeat Protein); HER2 – рецептор 2 эпидермального фактора роста человека.

ВВЕДЕНИЕ
Проточная цитофлуориметрия – это метод, широ-
ко применяемый при изучении функционирования 
живых систем, разработке новых лекарств, а также 
в медицине для анализа образцов и выборе стра-
тегии лечения. Метод основан на мечении клеток 
флуоресцентными красителями, часто конъюгиро-
ванными с адресными белками (к примеру, анти-
телами) к различным поверхностным маркерам, 
что позволяет фенотипировать клетки в популяции 
[1, 2]. Часто при анализе приходится сравнивать 
культуры клеток друг с другом, к примеру, оцени-
вать параметры клеток в сравнении с контрольны-
ми образцами. В этом случае проводится парал-
лельный анализ образцов в одинаковых условиях. 
Однако обеспечить полностью идентичные условия 

при подготовке клеточных образцов от эксперимен-
та к эксперименту невозможно, учитывая неизбеж-
ные ошибки пробоподготовки, связанные с пипети-
рованием, возможно также влияние человеческого 
фактора.

В настоящей работе разработан подход, позво-
ляющий анализировать в одной пробирке сразу 
несколько культур клеток, даже если исходно они 
не отличаются по параметрам, детектируемым ци-
тометрическим методом. Для этого разные образцы 
клеток предварительно окрашивают неспецифиче-
ским красителем так, чтобы каждая из анализируе-
мых культур обладала разной интенсивностью флу-
оресценции в одном из каналов детекции цитометра. 
Это возможно, если обработать клетки липофиль-
ным красителем, неспецифически связывающимся 
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с мембранными структурами клетки, в течение раз-
ного времени либо при разной концентрации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез 8-гептил-4,4-дифтор-1,3,5,7-тетраметил-4-
бор-3а,4а-диазаиндацена (BDP-C7)
Октаноилхлорид (1 мл, 10 ммоль) и 2,4-диметил-
пиррол (650 мг, 4 ммоль) последовательно раство-
ряли в сухом дихлорметане (50 мл), предварительно 
продутым аргоном. Смесь перемешивали в течение 
3 ч при комнатной температуре в атмосфере арго-
на. Затем добавляли триэтиламин (3 мл, 22 ммоль) 
и через 15 мин при 0°C порционно (за 3 раза) до-
бавляли эфират трифторида бора (3 мл, 24 ммоль). 
Смесь далее перемешивали при 0°C в течение 3 ч. 
После окончания реакции полученную смесь пропу-
скали через короткую колонку, заполненную сили-
кагелем, в качестве элюента использовали толуол. 
Растворитель упаривали, продукт реакции выделя-
ли колоночной хроматографией на силикагеле с ис-
пользованием толуола в качестве элюента. Выход 
558 мг (40%). 1H-NMR (400 МГц, CDCl3): δ 0.89 (t, 
3H, CH3CH2), 1.31 (m, 6H, CH3CH2CH2 CH2), 1.48 (m, 
2H, CCH2CH2CH2), 1.63 (m, 2H, CCH2CH2), 2.41 (s, 6H, 
CH3), 2.51 (s, 6H, CH3), 2.92 (t, 2H, CCH2), 6.05 (s, 2H, 
CH). 13C-NMR (101 МГц, CDCl3): δ 14.0, 14.4, 16.3, 22.6, 
28.5, 29.0, 30.4, 31.7, 31.9, 76.7, 77.0, 77.3, 121.5, 131.4, 
140.3, 146.7, 153.7. 19F-NMR (376 МГц, CDCl3): δ 146.66 
(q, J 19F-11B = 32.3 Гц).

Спектрофотометрия
Спектры поглощения и эмиссии флуоресценции из-
меряли с использованием спектрофотометра Cary50 
Bio (Varian) и спектрофлуориметра Cary Eclipse 
(Varian) соответственно. Квантовый выход флуорес-
ценции измеряли с использованием гомологичного 
производного BODIPY: 8-децен-1,3,5,7-тетраметил-
BODIPY [3–5], в качестве стандарта (квантовый вы-
ход стандарта в DMSO считали равным 0.99).

Клеточные культуры
Клетки аденокарциномы молочной железы человека 
SKBR3, сверхэкспрессирующие онкомаркер HER2 
[6], модифицированные клетки карциномы молоч-
ной железы мыши EMT6/P, сверхэкспрессирующие 
HER2 (EMT-HER2) [7], а также клетки рака шейки 
матки человека HeLa с нормальным уровнем экс-
прессии HER2 [8] культивировали в среде ДМЕМ 
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., США), содер-
жащей 10% фетальной бычьей сыворотки (FBS, 
Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc.), 100 ед/мл пе-
нициллина, 0.1 мг/мл стрептомицина и 0.25 мкг/мл 
амфотерицина (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc.), 

при 37°C и 5% CO2 в условиях повышенной влаж-
ности. Питательную среду обновляли каждые 2 
дня. При культивировании использовали раствор 
Версена (PBS и 0.02% EDТА).

Проточная цитофлуориметрия
Клетки SKBR3, EMT-HER2 и HeLa снимали раство-
ром Версена, осаждали при 125 g в течение 5 мин, 
удаляли супернатант и добавляли к клеткам PBS, 
содержащий 10% FBS, до концентрации 5×103 кле-
ток/мкл. Затем к 3 мкл клеточной суспензии добав-
ляли 100 мкл раствора красителя BDP-C7 в задан-
ной концентрации в PBS, содержащем 1% ДМСО. 
Клетки инкубировали при комнатной температуре 
в течение заданного времени, осаждали при 500 
g в течение 30 с и удаляли супернатант. Далее 
к клеткам либо добавляли 100 мкл PBS и проводили 
цитометрический анализ, либо добавляли раствор 
PBS, содержащий 1 мкМ белка DARPin-mCherry, 
инкубировали в течение 5 мин и после осаждения, 
удаления раствора белка и добавления 100 мкл PBS 
проводили цитометрический анализ. Использовали 
проточный цитофлуориметр Novocyte 3000 VYB 
(ACEA Biosciences, США). Зеленый канал детек-
ции (FITC): возбуждение лазером 488 нм, детекция 
эмиссии через светофильтр 530/30 нм; красный ка-
нал детекции (PE-Texas Red): возбуждение лазером 
561 нм, детекция эмиссии через светофильтр 615/20 
нм. Перед анализом уровня флуоресценции клеток 
сначала проводили отбор событий, соответствую-
щих живым клеткам (гейтинг в каналах A-FSC / 
A-SSC), а затем отбирали события, соответствую-
щие неагрегированным клеткам (гейтинг в каналах 
A-FSC / H-FSC) [9].

Изучение жизнеспособности клеток
Клетки HeLa, культивируемые в полной питатель-
ной среде DMEM, высевали в 96-луночный планшет 
(104 клеток) и растили в течение ночи. Перед тести-
рованием удаляли культуральную среду и вносили 
100 мкл свежей, содержащей BDP-C7 в заданной 
концентрации и 1% ДМСО. Вещество BDP-C7 было 
протестировано в диапазоне концентраций от 33 
нМ до 20 мкМ в трех повторах. Растворы образцов 
готовили при помощи последовательного разбавле-
ния концентрированного образца в 2.5 раза. К кон-
трольным клеткам добавляли культуральную среду, 
содержащую 1% ДМСО. Затем проводили инкуба-
цию в течение ночи, отбирали жидкость и вносили 
в каждую лунку по 100 мкл раствора метилтиазо-
лилдифенилтетразолия бромида (МТТ) концентра-
цией 5 мг/мл в бессывороточной культуральной 
среде и далее инкубировали клетки при 37°С в те-
чение 3 ч. Затем супернатант удаляли и добавляли 
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100 мкл ДМСО для растворения кристаллов фор-
мазана. Измеряли оптическую плотность при помо-
щи планшетного ридера Infinite M1000 Pro (Tecan, 
Австрия) при 570 и 640 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для демонстрации применимости предлагаемого 
подхода в качестве красителя выбрали производное 
1,3,5,7-тетраметил-BODIPY, содержащего гептиль-
ный заместитель в 8-положении (BDP-C7, рис. 1А). 
Производные BODIPY характеризуются высокой 
яркостью и фотостабильностью, обладают узкими 
полосами возбуждения и эмиссии флуоресценции, 
что позволяет им минимально «интерферировать» 
с другими красителями [10–14]. Описаны приме-
ры использования BODIPY, в том числе и в цито-
метрических задачах [15–17]. Метильные группы 
в BDP-C7 защищают хромофор от взаимодействий 
с внешней средой, а гептильный заместитель повы-
шает гидрофобность красителя и способствует не-
обратимому связыванию красителя с клеточными 
мембранными структурами. BDP-C7 синтезировали, 
начиная с октаноилхлорида, по протоколу, отрабо-
танному нами ранее на гомологичных соединениях 
[3, 18, 19] (рис. 1А).

При растворении в ДМСO краситель демонстри-
ровал узкие полосы возбуждения и эмиссии флуо-
ресценции, максимумы поглощения света и эмиссии 
флуоресценции равнялись 497 и 507 нм соответ-
ственно (рис. 1Б). Коэффициент экстинкции равнял-
ся 87300 М-1см-1, а квантовый выход флуоресцен-
ции – 99%. Таким образом, BDP-C7 является ярким 
флуоресцентным красителем и идеально подходит 
для детекции в «зеленом» канале большинства флу-
ориметрических приборов с возбуждением лазером 
488 нм и детекцией в диапазоне 495–525 нм. 

Для тестирования окрашивания эукариотических 
клеток красителем BDP-C7 использовали клеточ-
ную культуру HeLa, широко применяемую в ру-
тинных клеточных экспериментах. Сначала клетки 
окрашивали при различной концентрации BDP-C7 
в течение небольшого периода времени. Клетки ин-
кубировали в течение 2 мин в PBS, содержащем 
BDP-C7 в заданной концентрации и 1% ДМСО. 
После инкубации несвязавшийся краситель отмы-
вали, клетки анализировали на проточном цитоф-
луориметре (рис. 2А,Б). Из рис. 2А видно, что кон-
центрации 1 нМ достаточно, чтобы хорошо отличить 
обработанные клетки от контрольных необрабо-
танных. При 1 мкМ красителя, вероятно, происхо-
дит практически максимальное насыщение клетки 
красителем, обработка большими концентрациями 
приводит только к незначительному росту уровня 
флуоресценции. Видно, что образцы, обработанные 
1, 10, 100 нМ и 10 мкМ, красителя BDP-C7 хорошо 
отличаются друг от друга и от контроля. Таким об-
разом, за счет окрашивания клеток HeLa красите-
лем BDP-C7 удалось получить пять популяций, хо-
рошо различимых в одном канале детекции. Видно, 
что число таких популяций можно довести как ми-
нимум до шести за счет области в районе 10 нМ.

Обработка образцов клеток красителем BDP-C7 
в одинаковой концентрации, но в течение разно-
го времени (рис. 2В,Г) также позволила получить 
клетки с разным уровнем зеленой флуоресценции, 
однако этот эффект был не таким значительным. 
Из рис. 2В видно, что увеличение времени инкуба-
ции от 1 до 10 мин приводит к увеличению уров-
ня флуоресценции клеток менее чем на порядок, 
при этом при инкубации в течение 10 мин наблю-
дается уширение пика за счет плеча в области низ-
ких интенсивностей, а с увеличением времени ин-
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Рис. 1. Синтез красителя BDP-C7 (А) и его спектры поглощения и эмиссии флуоресценции в ДМСO (Б)
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кубации до 15 и 20 мин, помимо уширения пиков, 
происходит уменьшение медианной флуоресценции 
клеток. Вероятнее всего, это связано с изменением 
морфологии клеток за 10–20 мин инкубации в неоп-
тимальных условиях (1% ДМСО в PBS). При других 
концентрациях BDP-C7 эффект был аналогичным 
(данные не показаны). Таким образом, инкубация 
клеток с красителем более 5 мин лишена практи-
ческого смысла из-за изменений, происходящих 
в клетках в неблагоприятных условиях, и возни-
кающего из-за этого уширения пиков, тем более 
что обработка красителем при разных концентраци-
ях в течение короткого времени позволяет добиться 
на несколько порядков большей разницы флуорес-
центного сигнала клеток (рис. 2А,Б).

Далее мы проверили, происходит ли отмывка 
красителя и изменение флуоресцентного сигнала 
после связывания BDP-C7 с клетками. Для этого 
после отмывки несвязавшегося красителя клет-
ки инкубировали в PBS в течение различных 
промежутков времени, а затем анализировали 
на проточном цитофлуориметре (рис. 3А). Во всех 

протестированных образцах уровень флуоресцент-
ного сигнала практически не менялся со временем 
(рис. 3). Мы не тестировали время более 30 мин, 
так как обычно такого периода времени достаточно 
для проведения манипуляций, необходимых для ци-
тофлуориметрического анализа.

Также мы проверили, может ли краситель прояв-
лять цитотоксичность в использованных концентра-
циях. Цитотоксичность проверяли с использованием 
стандартного МТТ-теста при концентрациях краси-
теля вплоть до 20 мкМ (рис. 4). BDP-C7 не прояв-
лял токсичности во всем протестированном диапа-
зоне концентраций.

Применимость подхода маркировки клеточных 
культур с помощью окрашивания зеленым флуо-
ресцентным красителем BDP-C7 в разных концен-
трациях мы проверяли на культурах клеток HeLa, 
SKBR3 и EMT-HER2. Эти клетки отличаются друг 
от друга уровнем экспрессии поверхностного он-
комаркера – рецептора 2 эпидермального факто-
ра роста человека (human epidermal growth factor 
receptor 2, HER2). Считается, что клетки HeLa со-

Рис. 2. Цитометри-
ческий анализ клеток 
HeLa, обработанных 
красителем BDP-C7 
в течение 2 мин 
при концентрации 
от 0.1 нМ до 10 мкМ 
(А, Б) и при 10 нМ 
в течение 1–20 мин 
(В, Г). C – контроль-
ные клетки, без об-
работки красителем. 
Приведены гисто-
граммы интенсив-
ностей в зеленом 
канале флуоресцен-
ции с возбуждением 
при 488 нм и эмисси-
ей 530/30 нм (А, В) 
и медианные значения 
флуоресценции (MFI) 
клеточных популяций 
(Б, Г)
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держат небольшое (нормальное) количество HER2 
на поверхности [8], тогда как в SKBR3 [6] и искус-
ственно полученных EMT-HER2 рецептор гипе-
рэкспрессирован [7]. Представленность рецептора 
на поверхности клеток можно проверять с исполь-
зованием флуоресцентно меченных антител к HER2 
[20, 21], а также лигандов на основе искусствен-
ных белков с анкириновыми повторами (Designed 
Ankyrin Repeat Proteins, DARPins). Мы использо-
вали гибридный белок DARPin9_29-mCherry [22], 
где DARPin9_29 – это адресный белок, эффектив-
но связывающийся с HER2, а mCherry – красный 
флуоресцентный белок, обеспечивающий флуорес-
ценцию конструкции в красной области видимого 
спектра.

Сначала мы по отдельности покрасили клеточ-
ные культуры красителем BDP-C7 и DARPin9_29-
mCherry, чтобы оценить уровень представленности 
HER2 на различных культурах. Чтобы отличить 
клеточные культуры друг от друга в зеленом ка-
нале, клетки SKBR3, HeLa и EMT-HER2 обраба-
тывали 2 мин раствором PBS, содержащим 1% 
ДМСО и BDP-C7 в концентрации 1, 10 и 100 нМ 
соответственно (рис. 5). Из наложения гистограмм 
флуоресценции клеток в зеленом канале видно, 
что после окрашивания BDP-C7 культуры довольно 
хорошо отличаются друг от друга по уровню флуо-
ресцентного сигнала (рис. 5Б). После окрашивания 
клеток белком DARPin9_29-mCherry в красном ка-
нале по онкомаркеру HER2 (рис. 5В) культура HeLa 
хорошо отличалась от EMT-HER2, тогда как исполь-
зуемые нами клетки SKBR3 имели промежуточное 
значение флуоресценции.

Чтобы сравнить представленность онкомаркера 
HER2 на анализируемых культурах в идентичных 
условиях, мы смешали клетки SKBR3, HeLa и EMT-
HER2 в одной пробирке и потом обработали бел-
ком DARPin9_29-mCherry (рис. 6). Видно, что если 
клетки предварительно не маркировать с помощью 
BDP-C7, то после окрашивания культура HeLa, 
содержащая небольшое количество HER2 на по-
верхности, частично отделяется от клеток, которые 
сверхэкспрессируют рецептор, однако отличить 
SKBR3 и EMT-HER2 друг от друга невозможно 
(рис. 6А,Б).
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Рис. 3. Анализ отмывки красителя BDP-C7 от клеток. Цитометрический анализ клеток HeLa, обработанных кра-
сителем в концентрации 1, 10 и 100 нМ в течение 2 мин. Клетки после отмывки от несвязавшегося красителя и ин-
кубации в буфере PBS в течение заданного времени. Приведены гистограммы интенсивностей в зеленом канале 
флуоресценции (А) и медианные значения флуоресценции (MFI) клеточной популяции (Б) при разном времени 
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Рис. 5. Цитометрический анализ клеток SKBR3, HeLa и EMT-HER2: без обработки (А), обработанных по отдель-
ности сначала зеленым красителем BDP-C7 в концентрации 1, 10 и 100 нМ соответственно (Б), затем красным 
лигандом к онкомаркеру HER2 (DARPin9_29-mCherry, В). Приведено наложение результатов, полученных 
для каждой клеточной линии в параллельных экспериментах. Данные для HeLa показаны бордовым цветом, 
для SKBR3 – синим, для EMT-HER2 – зеленым
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Рис. 6. Цитометрический анализ клеток HeLa, SKBR3 и EMT-HER2, смешанных вместе до окрашивания (А) и об-
работанных затем красным лигандом к онкомаркеру HER2 (DARPin9_29-mCherry, Б). Клетки (В) были пред-
варительно покрашены зеленым красителем BDP-C7 в различных концентрациях, отмыты и смешаны в одной 
пробирке, а затем обработаны DARPin9_29-mCherry (Г). Д – выделение отдельных популяций клеток и анализ их 
флуоресценции в зеленом (FITC) и красном (PE-Texas Red) каналах
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Если же клетки перед смешиванием маркировать 
BDP-C7 (рис. 6В), то после окрашивания белком 
DARPin9_29-mCherry на точечной диаграмме, по-
казывающей уровень флуоресценции клеток в зе-
леном и красном каналах, наблюдаются три четко 
различимых популяции клеток (рис. 6Г). Проведя 
гейтинг по этим популяциям клеток, можно по уров-
ню флуоресцентного сигнала в зеленом канале 
определить их принадлежность к той или иной 
культуре (рис. 6Д), так как каждая культура была 
помечена зеленым флуоресцентным красителем 
в разной концентрации. В красном канале можно 
определить уровень флуоресценции каждой попу-
ляции по анализируемому онкомаркеру HER2.

Мы сопоставили результаты анализа представ-
ленности HER2 в тестируемых культурах согласно 
данным, полученным в трех экспериментах на каж-
дой культуре клеток по отдельности, и данным, по-
лученным в одной пробирке после маркировки кле-
ток BDP-C7 (табл. 1), и обнаружили практически 
полное совпадение результатов. Согласно получен-
ным данным, в используемой нами линии SKBR3 
онкомаркера HER2 на порядок больше, чем в HeLa, 
а в клетках EMT-HER2 представленность HER2 еще 
в 3.5 раза выше.

Разработанный подход позволяет смешивать 
в одной пробе несколько популяций клеток и ана-

лизировать их в одной пробирке в полностью иден-
тичных условиях. Это позволяет минимизировать 
возможные артефакты, связанные с разбросом кон-
центраций действующих на клетку веществ, вы-
званным ошибками пипетирования при пробопод-
готовке или неаккуратностью экспериментатора. 
Кроме того, настоящий подход позволяет экономить 
лиганды к анализируемым клеточным рецепто-
рам, так как анализ происходит в одной пробир-
ке, а не в своей для каждой культуры клеток. Это 
может быть актуальным, если лиганд коммерче-
ски недоступен или качество лиганда различается 
в разных партиях. Наш подход позволяет эконо-
мить время, так как за один прогон можно проана-
лизировать сразу несколько образцов. Стоит, одна-
ко, иметь в виду, что сначала надо потратить время 
на флуоресцентное маркирование культур клеток 
красителем при различных концентрациях и нужно 
подбирать концентрации так, чтобы клетки хорошо 
разделялись в канале флуоресценции красителя. 
Кроме того, использование лишнего красителя «от-
нимает» один канал детекции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе разработан подход, позволяю-
щий проводить цитометрический анализ различных 
клеточных культур в одной пробирке, т.е. в полно-
стью идентичных условиях. При этом можно ана-
лизировать клетки, которые изначально не раз-
личаются по каким-то «маркерным» рецепторам. 
С помощью красителя BDP-C7 клетки можно мар-
кировать в зеленом канале и задавать уровень флу-
оресцентного сигнала, желаемый в каждом отдель-
ном эксперименте.

Вместо используемого в этой работе BDP-С7 
теоретически можно использовать другие флуо-
ресцентные красители, однако надо иметь в виду, 
что краситель должен быть химически стабиль-
ным и достаточно ярким, чтобы обеспечить хоро-
ший контраст; высокогидрофобным, чтобы хорошо 
связываться с клетками неспецифично, и нетоксич-
ным в используемых концентрациях. BDP-С7 пре-
красно удовлетворяет всем этим требованиям, тогда 
как красители, содержащие двойные связи и про-
тяженные ароматические системы, могут легко 
окисляться в клетках и претерпевать за счет этого 
спектральные превращения. Многие полярные кра-
сители могут недостаточно хорошо накапливаться 
в мембранных структурах клетки и элиминировать-
ся из клетки со временем. 

Работа поддержана Министерством науки 
и высшего образования Российской Федерации, 

соглашение № 075-15-2021-1049.

Таблица 1. Сравнение результатов цитометрического 
анализа представленности HER2 на опухолевых клетках 
EMT-HER2, SKBR3 и HeLa, полученных в трех независи-
мых экспериментах, а также в эксперименте с культу-
рами клеток, предварительно маркированных краси-
телем BDP-C7 и смешанных в одной пробирке

Клеточная 
культура

Параллельные  
эксперименты

В одной  
пробирке

MFI* HPCV** MFI* HPCV**

EMT-HER2 1 410 051 61.08% 1 380 511 61.64%

SKBR3 411 140 86.96% 410 552 100.83%

HeLa 46 678 123.57% 39 616 38.15%

*MFI – медианное значение флуоресценции в красном 
канале (PE-Texas Red).
**HPCV – коэффициент вариации полуширины пика 
(half-peak coefficient of variation).  
HPCV = FWHM / (2.36 × X) × 100%, где FWHM полу-
ширина пика, X среднее значение набора данных.
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РЕФЕРАТ Несмотря на значительный потенциал фотодинамической терапии (ФДТ) как малоинвазив-
ного способа лечения, применение данного метода в онкологии имеет свои ограничения, такие, как 1) 
ограниченная глубина проникновения возбуждающего света вглубь ткани, что лишает возможности 
воздействовать на опухоли, локализующиеся глубоко в организме; 2) использование в качестве фото-
сенсибилизаторов химических медленно биодеградируемых молекул, что приводит к светоактивируе-
мым фотодерматозам и гипертермии у пациентов. Для решения обозначенных проблем в данной работе 
предложена полностью биосовместимая адресная система для ФДТ без внешнего источника света, рабо-
тающая на основе биолюминесцентного резонансного переноса энергии (BRET) от окисленной формы 
люциферазного субстрата к белковой молекуле фотосенсибилизатора SOPP3. BRET-активируемая си-
стема представлена мультимодальным белком DARP-NanoLuc-SOPP3, который содержит помимо BRET-
пары NanoLuc-SOPP3 адресный модуль DARPin, обеспечивающий тропность данного белка к опухо-
лям, сверхэкспрессирующим рецептор второго типа эпидермального фактора роста человека (HER2). 
В опытах in vitro и на модели 3D-сфероидов доказана фотоиндуцируемая без внешнего источника света 
цитотоксичность данной системы в отношении HER2-положительных клеток аденокарциномы рака 
яичника человека. Кроме того, в опытах на животных с подкожными HER2-положительными опухоля-
ми показано селективное накопление DARP-NanoLuc-SOPP3 в опухолевом очаге. Предложенная полно-
стью биосовместимая система для адресной BRET-индуцированной терапии позволяет преодолеть: 1) 
необходимость во внешнем источнике излучения; 2) побочный фототоксический эффект от аберрантно-
го накопления химических ФС. Полученные результаты демонстрируют большой потенциал полностью 
белковой самовозбуждающейся BRET-системы для адресной ФДТ. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биолюминесцентный резонансный перенос энергии, адресная фотодинамическая те-
рапия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ BRET (bioluminescence resonance energy transfer) – биолюминесцентный резо-
нансный перенос энергии; HER2 (human epidermal growth receptor II) – рецептор второго типа эпидер-
мального фактора роста человека; ФДТ – фотодинамическая терапия; ФС – фотосенсибилизатор.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время фотодинамическая терапия 
(ФДТ) широко применяется в онкологии при неопе-
рабельных опухолях, раке кожи и сетчатки, а также 
для облучения поверхностного эпителия органов, до-

ступных для катетеров и эндоскопов [1–3]. Ключевые 
компоненты ФДТ – фотосенсибилизатор (ФС), воз-
буждающий свет определенной длины волны и мо-
лекулярный кислород. При фотовозбуждении ФС 
в присутствии молекулярного кислорода генериру-
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ет синглетный кислород и/или свободные радикалы, 
вызывающие окислительный стресс, и, как след-
ствие, апоптоз или некроз клетки [4]. К очевидным 
достоинствам ФДТ по сравнению с другими мето-
дами онкотерапии следует отнести низкую общую 
токсичность, минимальную инвазивность и высо-
кую селективность. Малая инвазивность и высокая 
селективность достигаются за счет сочетания двух 
факторов: 1) фотосенсибилизатор активируется толь-
ко под действием света определенной длины волны 
и 2) активные формы кислорода (АФК), время жизни 
которых невелико (и этим ограничивается их диф-
фузия в клетке), генерируются в непосредственной 
близости от возбужденного ФС, что приводит к ло-
кализованной гибели клеток. Именно поэтому ФДТ 
считается одним из наиболее привлекательных фо-
тонных методов терапии опухолей. ФДТ, эффективно 
воздействующая на опухоль, также является щадя-
щим методом по отношению к организму в целом.

Однако метод ФДТ имеет два существенных 
ограничения: 1) небольшая глубина (всего 1–2 мм) 
проникновения возбуждающего света видимого/
ближнекрасного диапазона (400–900 нм) вглубь тка-
ни в силу его рассеяния клеточными структурами 
[5]; 2) индуцируемая дневным светом фототоксич-
ность химических ФС вследствие их медленной 
биодеградации в организме человека и накоплению 
в коже. Например, известно, что одобренные к кли-
ническому применению ФС на основе тетрапирро-
ловых препаратов (порфирины, хлорины) и ами-
нолевулиновой кислоты накапливаются в тканях 
пациента, вызывая индуцированные солнечным све-
том фотодерматозы и гипертермию [6, 7]. 

Чтобы преодолеть проблему проникновения воз-
буждающего света в организм, в экспериментальной 
онкологии активно развивается направление, осно-
ванное на создании самовозбуждающихся систем 
для ФДТ [8]. В основе работы таких систем лежит 
биолюминесцентный резонансный перенос энергии 
(BRET, bioluminescence resonance energy transfer) 
от окисленной формы люциферазного субстрата 
(донора) к ФС (акцептору). За последние 10 лет раз-
работано несколько систем для BRET-активируемой 
ФДТ, основанных на конъюгатах химических ФС 
с люциферазой и показавших свою эффективность 
в исследованиях in vivo [9–14]. 

Новым направлением в BRET-активируемой ФДТ 
является разработка систем, основанных на полно-
стью биосовместимых материалах, например, с ис-
пользованием генетических гибридов люцифераз 
и белковых фототоксинов. В настоящее время су-
ществуют только три системы, показывающих воз-
можность использования биоматериалов для BRET-
активируемой ФДТ.

В 2020 году Kim E. и соавт. разработали BRET-
индуцированные системы на основе гибридов люци-
феразы RLuc и фототоксических белков (KillerRed 
и miniSOG) [15]. Специфическое действие BRET-
индуцированной системы в отношении раковых 
клеток обусловлено присутствием в составе моле-
кулы белка «люцифераза–фототоксичный белок» 
лидерного пептида WLEAAYQRFL, специфичного 
к рецептору интегрина b1 (ITGb1). В отсутствие 
внешнего источника света было продемонстриро-
вано специфическое BRET-индуцированное дей-
ствие данной системы в отношении первичных опу-
холевых линий, полученных от пациентов с раком 
молочной железы, а также на мышиных моделях 
с ксенографтными опухолями. 

В 2022 году нашей группой была предложе-
на полностью генетически кодируемая BRET-
индуцируемая система для ФДТ глубинных опухо-
лей [16]. Генно-инженерная люцифераза NanoLuc 
[17], используемая в качестве внутреннего ис-
точника света, и фототоксический флавопротеин 
miniSOG [18], действующий как генератор АФК, 
были объединены в одну генетическую конструк-
цию. Используя псевдотипированные лентивирусы, 
специфичные к HER2-онкомаркеру, нами показана 
возможность адресной доставки созданной генети-
ческой конструкции непосредственно в опухолевые 
клетки в организме животного, причем удалось до-
биться ингибирования роста не только первичного 
узла, но и метастазов. Будучи генетически кодиру-
емой, данная конструкция может быть доставлена 
к опухолям, находящимся на любой глубине в ор-
ганизме. Позднее, используя фототоксичный белок 
SOPP3 [19] (аналог miniSOG, характеризующийся 
высоким квантовым выходом генерации синглет-
ного кислорода), мы разработали адресную систе-
му доставки BRET-активируемой белковой пары 
NanoLuc-SOPP3 в составе HER2-специфичных ли-
посом и доказали эффективность работы данной 
системы на модели подкожной ксенографтной опу-
холи, а также на модели глубинных внутрибрюшин-
ных диссеминированных опухолей [20]. 

Очевидно, что создание BRET-индуцируемых 
систем, основанных на полностью биосовместимых 
и биодеградируемых материалах, позволяет преодо-
леть не только проблему доставки возбуждающего 
света к глубинным тканям, но и проблему токсич-
ности химических ФС.

В данной работе мы предлагаем использовать 
мультимодальный адресный белок DARP-NanoLuc-
SOPP3, который содержит не только BRET-пару 
NanoLuc-SOPP3, но и адресный модуль DARPin, 
обеспечивающий тропность данного белка к опу-
холь-ассоциированному антигену рака молочной же-
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лезы и яичников человека. На модели 3D-сфероидов 
показано, что DARP-NanoLuc-SOPP3 может исполь-
зоваться для адресной BRET-индуцированной ФДТ. 
Схема эксперимента представлена на рис. 1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клонирование гена DARP-NanoLuc-SOPP3
Кодирующую последовательность DARPin_9-29 ам-
плифицировали с плазмиды pET22-DARP-mCherry 
[21] c использованием набора специфических прай-
меров T7 forward (5’-TAA TAC GAC TCA CTA 
TAG GG-3’) и Dp-nano-rev (5’-GTG AAG AAG ACC 
ATC ATC GCG GCG CCA CCA CCA CTG CTC CCG 
GG-3’). Кодирующую последовательность гена лю-
циферазы NanoLuc амплифицировали с плазмиды 
pNL1.1.CMV (Promega) с использованием специ
фических праймеров Dp-nano-dir (5’-GT GGT 
GGC GCG ATG GTC TTC ACA CTC GAA GAT-3’) 
и Nano-G4S-Bam-rev (5’-GTA CGG ATC CGC TCC 
CTC CGC CAC CCG CCA GAA TGC GTT CGC ACA 
G-3’). 5’-Области праймеров Dp-nano-dir и Dp-nano-
rev взаимно комплементарны, что позволяет прово-
дить лигирование кодирующих последовательностей 
DARPin_9-29 и NanoLuc во время амплификации. 
ПЦР-фрагмент, кодирующий DARP-NanoLuc, об-
рабатывали рестриктазами NdeI/BamHI и клони-
ровали в вектор pET24, обработанный этими же 
рестриктазами. Кодирующую последовательность 
гена SOPP3 амплифицировали с плазмиды pET24-
SOPP3 (любезно предоставлена А.А. Пахомовым, 
ИБХ РАН) с использованием специфических прай-
меров mS-Bam-dir (5’-CAT CAC GGA TCC GAA 
AAG AGC TTT GTG ATT ACC-3’) и mS-Hind-rev 
(5’- GTA CAA GCT TGC CAT CAA CCT GCA CAC 
CAA T-3’). Полученный ПЦР-фрагмент обрабаты-
вали рестриктазами BamHI/HindIII и лигировали 
с вектором pET24-DARP-NanoLuc, обработанным 
этим же набором рестриктаз. Правильность фи-
нальной конструкции доказывали секвенировани-
ем. Кодирующая последовательность гена DARP-
NanoLuc-SOPP3 соответствует белку с первичной 
структурой:
MDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNAH
DFYGITPLHLAANFGHLEIVEVLLKHGADVNAFD
YDNTPLHLAADAGHLEIVEVLLKYGADVNASDRD
GHTPLHLAAREGHLEIVEVLLKNGADVNAQDKFG
KTAFDISIDNGNEDLAEILQEFPKPSTPPGSSGGA
MVFTLEDFVGDWRQTAGYNLDQVLEQGGVSSLF
QNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSG
DQMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDG
VTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGN
KIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGG
GGSGSEKSFVITDPRLPDNPIIFASDGFLELTEYSR

EEILGRNGRFLQGPETDQATVQKIRDAIRDQREIT
VQLINYTKSGKKFLNLLNLQPIRDQKGELQAFIGV
QVDGKLAAALEHHHHHH.

Экспрессия гена DARP-NanoLuc-SOPP3
Ген целевого белка экспрессировали в штам-
ме Escherichia coli Rosetta(DE3), трансформиро-
ванном плазмидой pET24-DARP-NLuc-SOPP3. 
Трансформанты выращивали при 37°С в жидкой 
среде LB в присутствии канамицина и хлорамфе-
никола (30 и 34 мкг/мл соответственно) с аэраци-
ей до достижения культурой оптической плотности 
OD600 0.6–0.8. Экспрессию гена индуцировали до-
бавлением изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида 
(ИПТГ) до конечной концентрации 0.4 мМ. После 
добавления ИПТГ клетки растили при 37°С в тече-
ние 4 ч, а затем при 18°С в течение ночи. Клеточную 
суспензию осаждали центрифугированием при 4000 
g в течение 10 мин при комнатной температуре. 
Полученные осадки хранили при -20°С. Для выде-
ления белка клетки размораживали, ресуспенди-
ровали в промывочном буфере (50 мМ Трис-HCl, 
500 мМ NaCl, 10 мМ имидазол, рН 8.0). Клетки раз-
рушали с помощью ультразвукового дезинтегратора 
Sonopulse HD 3100 (Bandeline, Германия) в режиме: 

DARPin_9-29

NanoLuc

SOPP3

HER2

BRET

3D-сфероид

Рис. 1. Система на основе мультимодального 
белка DARP-NanoLuc-SOPP3 для адресной BRET-
индуцированной ФДТ. Адресный модуль DARPin 
обеспечивает связывание BRET-пары NanoLuc-SOPP3 
с HER2-рецепторами раковых клеток в составе сферо-
ида. В присутствии люциферазного субстрата про-
исходит безызлучательный перенос энергии (BRET) 
от окисленной формы субстрата на фотосенсибили-
затор SOPP3. Часть энергии идет на выработку ак-
тивных форм кислорода (АФК), что вызывает гибель 
раковой клетки. Рисунок сделан с помощью ресурса 
BioRender.com (https://www.biorender.com)
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10 с – ультразвуковая обработка; 10 с – охлажде-
ние, 5 циклов. Осветленный клеточный лизат полу-
чали центрифугированием при 20000 g в течение 30 
мин при 4°С. Супернатант наносили на агарозную 
колонку Ni-NTA (Qiagen), предварительно уравно-
вешенную промывочным буфером. Колонку про-
мывали 5-кратным объемом промывочного буфера 
и элюировали белок буфером, содержащим 50 мМ 
Трис-HCl, 500 мМ NaCl, 500 мМ имидазол, pH 8.0.

Оценка величины биолюминесцентного 
резонансного переноса
Для того чтобы рассчитать эффективность био-
люминесцентного резонансного переноса от доно-
ра к акцептору в системе DARP-NanoLuc-SOPP3, 
проводили измерение спектров люминесценции 
DARP-NanoLuc-SOPP3 и белка NanoLuc в при-
сутствии 10 мкМ фуримазина. Измерения прово-
дили с использованием планшетного флуориме-
тра Infinite 1000 Pro (Tecan, Австрия) в диапазоне 
длин волн 400–600 нм с шагом 2 нм и интеграль-
ным временем 10 мс. Значение BRET рассчитывали 
как соотношение энергии, излучаемой акцептором 
(DARP-NanoLuc-SOPP3) и донором (NanoLuc). Из-
за перекрывания спектров испускания донора и ак-
цептора для определения эффективности переноса 
энергии требуется вычитание сигналов, обуслов-
ленных излучением донора в отсутствие акцепто-
ра [22–25]. Таким образом, эффективность переноса 
энергии представляет собой отношение величины 
эмиссии системы «донор–акцептор» (белок DARP-
NanoLuc-miniSOG) на длине волны максимума ис-
пускания акцептора к величине эмиссии этой систе-
мы на длине волны максимума испускания донора 
за вычетом этого же отношения, детектированного 
по спектру испускания свободного донора (белок 
NanoLuc).

Клеточные культуры
В работе использовали следующие клеточные ли-
нии: HEK293T (высокотрансфицируемые клет-
ки, экспрессирующие Т-антиген SV40, получен-
ные на основе клеток почки эмбриона человека), 
SKOV3 (карцинома яичников человека), SKOV3.
ip1-Kat (клеточная линия, стабильно экспресси-
рующая дальний красный флуоресцентный белок 
TurboFP635; исходная родительская линия SKOV3.
ip1 представляет собой клеточную линию, выде-
ленную из внутрибрюшинного асцита иммунодефи-
цитной мыши, которой интраперитонеально были 
введены клетки аденокарциномы яичника челове-
ка SKOV3), EA.hy926 (гибридная клеточная линия 

на основе первичных клеток пупочной вены чело-
века и клеток аденокарциномы легкого человека 
A549), BJ-5TA (иммортализованные фибробласты 
hTERT, полученные на основе клеток крайней плоти 
человека), HeLa (карцинома шейки матки). Клетки 
культивировали в стандартных условиях (37°С 
во влажной атмосфере с 5% CO2) в среде RPMI 1640 
или DMEM («ПанЭко», Россия), содержащей 2 мМ 
L-глутамина («ПанЭко»), 10% фетальной бычьей сы-
воротки (Gibco) и антибиотик (10 ЕД/мл пеницилли-
на, 10 мкг/мл стрептомицина, «ПанЭко»).

Получение клеточных линий, стабильно 
экспрессирующих флуоресцентный белок GFP
За день до трансфекции клетки HEK293T рас-
севали в 6-луночный планшет в концентрации 
0.6×106 клеток/мл в полной ростовой среде без ан-
тибиотика. В день трансфекции ростовую среду 
заменяли на среду без сыворотки и антибиоти-
ка. Лентивирусные плазмиды третьего поколения 
pMDLg/pRRE, pRSV-Rev, pCMV-VSV-G, а также 
репортерную плазмиду pWPT-GFP смешивали 
в соотношении 2:1:0.4:2 в среде, не содержащей сы-
воротку и антибиотик. Суммарно на лунку 6-луноч-
ного планшета добавляли 2 мкг pMDLg/pRRE, 1 мкг 
pRSV-Rev, 0.4 мкг pCMV-VSV-G и 2 мкг pWPT-GFP. 
Затем к раствору ДНК добавляли 20 мкл реаген-
та для трансфекции (TransIntro© PL transfection 
reagent, TransGen Biotech, КНР), осторожно переме-
шивали и инкубировали в течение 15 мин при ком-
натной температуре. ДНК-липосомные комплек-
сы добавляли к клеткам, инкубировали в течение 
4–6 ч, после чего среду заменяли полной средой 
для культивирования. Вирусные частицы собирали 
через 24, 48 и 72 ч, объединяли и центрифугирова-
ли (10 мин при 500 g). Вирусы добавляли к клет-
кам EA.hy926 и BJ-5TA при достижении культурой 
~70% конфлюэнтности монослоя и центрифугиро-
вали (в планшетах) в течение 90 мин при 1200 g 
в присутствии 8 мкг/мл полибрена. Через 7 ч сре-
ду с лентивирусными частицами заменяли свежей 
полной ростовой средой. Флуоресценцию GFP оце-
нивали с помощью флуоресцентного микроскопа 
Axiovert 200 (Carl Zeiss, ФРГ) и методом проточной 
цитометрии через 72 ч.

Конъюгация DARP-NanoLuc-SOPP3 
с флуоресцентными красителями
SOPP3 представляет собой слабый флуоро-
фор. Чтобы быть видимым при проведении про-
точной цитометрии или конфокальной микро-
скопии, DARP-NanoLuc-SOPP3 конъюгировали 
с N-гидроксисукцинимидными эфирами красителей 
(AF488 и Cy5.5, «Люмипроб», Россия). Конъюгацию 
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проводили в 20 мМ фосфатном буфере (pH 8.0) 
в присутствии 10-кратного молярного избытка кра-
сителя. Реакцию вели в течение 1 ч при комнатной 
температуре. Очистку конъюгата «белок-краситель» 
от непрореагировавшего красителя проводили с ис-
пользованием гель-проникающей хроматографии 
на колонке с сефадексом G25 (Cytiva). 

Проточная цитометрия
Экспрессию GFP в клетках EA.hy926 и BJ-5TA по-
сле лентивирусной трансдукции, а также анализ 
функциональной активности HER2-специфичного 
модуля в составе белка DARP-NanoLuc-SOPP3 
определяли с использованием проточной цитоме-
трии на приборе NovoCyte 3000 (AceaBio, США). 
Для этого клетки (EA.hy926, EA.hy926-GFP, BJ-5TA, 
BJ-5TA-GFP или SKOV3.ip1-Kat) снимали с под-
ложки раствором Версена («ПанЭко»), промывали 
фосфатно-солевым буфером и проводили анализ. 

Д л я   о ц е н к и  с п о с о б н о с т и  с в я з ы в а н и я 
DARP-NanoLuc-SOPP3 с рецептором HER2, клет-
ки (HER2-положительные клетки SKOV3.ip1-Kat, 
клетки рака шейки матки HeLa с нормальным 
уровнем экспрессии рецептора HER2, а также эн-
дотелиальные клетки EA.hy926 и клетки стро-
мы BJ-5TA) инкубировали с 300 нМ конъюгата 
DARP-NanoLuc-SOPP3-AF488 в полной ростовой 
среде (10 мин при 37ºС). Клетки промывали 3 
раза фосфатно-солевым буфером и анализировали 
на приборе NovoCyte 3000.

Флуоресценцию GFP или AF488 возбуждали ла-
зером с длиной волны 488 нм и детектировали в ка-
нале 530 ± 30 нм (канал FITC).

Конфокальная микроскопия
Связывание адресного модуля в составе DARP-
NanoLuc-SOPP3 с рецептором HER2 на поверхности 
клеток SKOV3.ip1, для которых характерна сверх-
экспрессия данного рецептора, изучали с исполь-
зованием конфокальной микроскопии. Около 3500 
клеток линии SKOV3.ip1 высевали в лунки 96-лу-
ночного планшета со стеклянным дном (Eppendorf) 
и культивировали в течение ночи. На следую-
щий день к клеткам добавляли 250 нМ конъюга-
та DARP-NanoLuc-SOPP3-Cy5.5 (концентрация 
указана по красителю). Инкубацию клеток с конъ-
югатом проводили в течение 20 и 180 мин. Ядра 
окрашивали 10 нМ Hoechst33342 в течение 10 мин 
при 37°C. Клетки трижды промывали фосфатно-
солевым буфером, добавляли среду FluoroBright 
(Gibco) и анализировали с помощью конфокального 
микроскопа LSM 980 (Carl Zeiss), используя масля-
ный иммерсионный объектив 63× Plan-Apochromat. 
Флуоресценцию Hoechst33342 возбуждали лазе-

ром с длиной волны 405 нм, детекцию проводили 
при 410–520 нм, Cy5.5 возбуждали лазером с дли-
ной волны 639 нм, флуоресценцию детектировали 
при 642–755 нм.

Изображения сфероидов анализировали с помо-
щью конфокального микроскопа LSM 980, используя 
сухой объектив × 10 и режим Z-стека. TurboFP635 
возбуждали лазером с длиной волны 543 нм, детек-
цию флуоресценции проводили в диапазоне 642–
755 нм, флуоресценцию GFP возбуждали лазером 
с длиной волны 488 нм и детектировали при 497–
562 нм.

Получение 3D-сфероидов
Получение 3D-сфероидов на основе антиадгезивных 
агарозных матриц проводили по [26] с модифика-
циями. Вкратце, 81-луночные агарозные формочки 
готовили из 1% агарозы, расплавленной в фосфат-
но-солевом буфере, и помещали в лунки 12-луноч-
ного планшета. Клетки SKOV3.ip1-Kat, EA.hy926 
или BJ-5TA снимали с подложки, промывали куль-
туральной средой и подсчитывали. Для получения 
сфероидов из клеток одного типа 150 мкл клеточ-
ной суспензии, содержащей 106 клеток SKOV3.ip1-
Kat, наслаивали на каждую агарозную формочку. 
Для получения сфероидов, состоящих из разных ти-
пов клеток (эпителиальных, эндотелиальных и стро-
мальных), на каждую агарозную лунку наслаивали 
по 150 мкл суспензии, содержащей 5×105 клеток 
SKOV3.ip1-Kat, 2.5×105 клеток EA.hy926 и 2.5×105 
клеток BJ-5TA. После этого агарозные формы зали-
вали полной культуральной средой. Для того чтобы 
осадить клетки на дно агарозной формы, планше-
ты центрифугировали в течение 1 мин при 100 g. 
Сфероиды формировались в течение 2 дней.

Анализ BRET-индуцируемой цитотоксичности 
DARP-NanoLuc-SOPP3 на монослойной (2D) 
культуре и сфероидах (3D-культура)
Для оценки BRET-индуцируемой цитотоксично-
сти белка DARP-NanoLuc-SOPP3 в отношении 
монослойной культуры SKOV3.ip1-Kat, EA.hy926 
или BJ-5TA высевали в 96-луночные планшеты 
с плотностью 35 000 клеток/мл для SKOV3.ip1-Kat 
и  25 000 клеток/мл для EA.hy926 и BJ-5TA. 
Клетки культивировали в течение ночи в стан-
дартных условиях. Затем к клеткам добавляли 
DARP-NanoLuc-SOPP3 в разных концентрациях 
(от 1.8 мкМ до 0). Инкубировали с белком в те-
чение 20 мин, затем в лунки вносили раствор 
люциферазного субстрата (30 мкМ). Клетки ин-
кубировали в течение 72 ч в стандартных ус-
ловиях. Цитотоксичность анализировали с по-
мощью МТТ-теста, основанного на способности 
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митохондриальных дегидрогеназ конвертиро-
вать водорастворимый тетразолиевый краситель 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий 
бромид в формазан, который кристаллизуется 
внутри клеток и имеет пурпурную окраску [27]. 
Культуральную среду удаляли из лунок 96-лу-
ночного планшета и в каждую лунку вносили 
по 100 мкл (0.5 г/л) раствора МТТ («ПанЭко»). 
Планшеты инкубировали в течение 1 ч при 37ºС, 
среду удаляли, образовавшиеся кристаллы форма-
зана растворяли в ДМСО (100 мкл/лунка).

Для оценки BRET-индуцируемой цитотоксич-
ности белка DARP-NanoLuc-SOPP3 в отношении 
3D-культуры использовали сфероиды, выращенные 
в течение двух дней. В день эксперимента к клет-
кам добавляли DARP-NanoLuc-SOPP3 в разных 
концентрациях (от 20 мкМ до 0). После 2 ч инкуба-
ции в каждую лунку добавляли 30 мкМ фуримази-
на, после чего клетки дополнительно инкубирова-
ли еще 72 ч в стандартных условиях. Для анализа 
цитотоксичности каждый сфероид в объеме 10 мкл 
из агарозной формы переносили в лунку 96-луноч-
ного планшета. Затем в лунку вносили 90 мкл рас-
твора МТТ до конечной концентрации 0.5 г/л, инку-
бировали при 37°C в течение 1 ч. После окончания 
инкубации раствор МТТ аккуратно удаляли пи-
петкой, кристаллы формазана растворяли в ДМСО 
(100 мкл/лунка). 

Поглощение раствора формазана измеряли 
при длине волны 570 нм с использованием план-
шетного флуориметра Infinite M100 Pro (Tecan). 
Относительную жизнеспособность клеток рассчиты-
вали по соотношению поглощения в опытной и кон-
трольной лунке. В качестве контрольной лунки ис-
пользовали клетки, обработанные 30 мкМ раствором 
люциферазного субстрата. Значение концентрации 
DARP-NanoLuc-SOPP3, вызывающее ингибирова-
ние роста 50% клеток в популяции (IC50), рассчиты-
вали с использованием программного обеспечения 
GraphPad Prism (версия 9.4.0, GraphPad Software, 
Калифорния, США).

Анализ накопления DARP-NanoLuc-SOPP3 
в HER2-положительной ксенографтной опухоли 
in vivo
Эксперимент на животных одобрен Комиссией 
по контролю за содержанием и использованием 
животных Института биоорганической химии им. 
академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 
РАН (протокол 368/2022 от 19.12.2022). Самки мышей 
линии Balb/c Nude (в возрасте 8 недель) куплены 
в лицензированном питомнике Пущино, поставля-
ющем свободных от патогенной флоры животных 
(SPF animals). Животных содержали в стерильных 

условиях с неограниченным доступом к стерильной 
пище и воде.

Для получения подкожной HER2-положительной 
ксенографтной модели суспензию клеток SKOV3 
(2 × 106 клеток) в 30% ростовом субстрате Matrigel 
(Corning) инокулировали подкожно в правый бок 
мыши. Изучение биораспределения DARP-NanoLuc-
SOPP3 в организме животного начинали при дости-
жении опухолью объема 200 мм3. Примерно через 3 
недели после прививки опухоли животным в ретро-
орбитальный синус вводили 100 мкл 40-мкМ конъ-
югата DARP-NanoLuc-SOPP3-Cy5.5 (концентрация 
указана по красителю). Распределение DARP-
NanoLuc-SOPP3-Cy5.5 в организме животного оце-
нивали с использованием системы прижизненного 
биоимиджинга IVIS Spectrum (PerkinElmer, США). 
Параметры возбуждения/эмиссии для визуализации 
были следующими: 640/680, 640/700, 640/720, 640/740, 
640/760, 640/780, 675/720, 675/740, 675/760, 675/780, 
710/760 и 710/780 нм. Спектральное разделение изо-
бражения осуществляли с помощью программного 
обеспечения IVIS Spectrum.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение белка DARP-NanoLuc-SOPP3 
для адресной BRET-индуцируемой ФДТ и его 
функциональная характеристика в 2D-культуре
Для создания адресной BRET-индуцируемой систе-
мы, имеющей полностью белковую природу, мы по-
лучили генетическую конструкцию, кодирующую 
в одной рамке считывания адресный модуль, специ
фичный к онкомаркеру HER2, ген люциферазы 
NanoLuc и ген фототоксичного белка SOPP3 (рис. 2). 
В качестве адресной молекулы в данной конструк-
ции использовали HER2-специфичный белок не-
иммуноглобулинового скаффолда DARPin_9-29, 
который способен взаимодействовать с рецептором 
HER2 с высокой аффинностью (1 нМ) [28]. HER2 
представляет собой опухоль-ассоциированный анти-
ген, сверхэкспрессия которого характерна для мно-
гих опухолей человека: рака молочной железы, лег-
ких, желудка, яичников, простаты [29, 30].

Генетическую конструкцию, кодирующую 
DARPin-NanoLuc-SOPP3, получали как описа-
но в «Экспериментальной части» (рис. 2А). Белок 
DARPin-NanoLuc-SOPP3 очищали с помощью аф-
финной металл-хелатной хроматографии. По ре-
зультатам электрофореза в денатурирующем 
полиакриламидном геле (рис. 2А) видно, что вы-
деленный белок соответствует расчетной молеку-
лярной массе (51 кДа). О функциональной актив-
ности фототоксического модуля SOPP3 в составе 
гибридной конструкции DARPin-NanoLuc-SOPP3 
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судили по спектру флуоресценции, который иде-
ально совпадает с опубликованными данными [19] 
(рис. 2Б). Эффективность биолюминесцентного 
резонансного переноса энергии (величина BRET) 
в системе DARP-NanoLuc-SOPP3 определяли, ис-
ходя из люминесцентных спектров белков DARP-
NanoLuc-SOPP3 и NanoLuc, прописанных в при-
сутствии люциферазного субстрата фуримазина 
(рис. 2Б). Величина BRET составила 1.14, что согла-
суется с нашими предыдущими данными для белка 
NanoLuc-SOPP3 [20]. 

Функциональную активность адресного моду-
ля DARPin в составе гибридного белка оценивали 

по способности DARP-NanoLuc-SOPP3 взаимодей-
ствовать с рецептором HER2 на поверхности рако-
вых клеток. С этой целью DARP-NanoLuc-SOPP3 
конъюгировали с флуоресцентным красителем (как 
описано в «Экспериментальной части»), связывание 
флуоресцентного конъюгата с рецептором HER2 
изучали методом проточной цитометрии и конфо-
кальной микроскопии. Как видно из рис. 2В, свя-
зывание DARP-NanoLuc-SOPP3 является строго 
специфичным в отношении клеток SKOV3.ip-Kat, 
характеризующихся сверхэкспрессией рецептора 
HER2 (сдвиг медианы флуоресценции обработанных 
конъюгатом клеток относительно контроля возрас-

Рис. 2. Система на основе мультимодального белка DARP-NanoLuc-SOPP3 для адресной BRET-индуцированной 
ФДТ: характеристика in vitro. А – схема генетической конструкции DARP-NanoLuc-SOPP3 и соответствующего ей 
белка. Электрофореграмма очищенного препарата белка представлена справа от схемы. Дорожка 1 – универ-
сальный маркер молекулярных масс, дорожка 2 – DARP-NanoLuc-SOPP3. Б – нормированные спектры люми-
несценции NanoLuc (голубая кривая) и DARP-NanoLuc-SOPP3 (зеленая кривая) в присутствии 10 мкМ фуримазина. 
Оранжевая кривая соответствует нормированному спектру флуоресценции DARP-NanoLuc-SOPP3, полученного 
при возбуждении лазером 460 нм. В – рецептор-специфическое взаимодействие DARP-NanoLuc-SOPP3-FITC 
с клетками, экспрессирующими разный уровень рецептора HER2. Представлены данные проточной цитометрии 
для канала флуоресценции флуоресцеин-5-изотиоцианата (FITC, λex = 488 нм, λem = 530±30 нм). Красные 
линии на пиктограммах соответствуют клеткам (контроль), не конъюгированным с флуоресцентным красите-
лем, синие линии – клеткам, обработанным DARP-NanoLuc-SOPP3-FITC. Численные значения на пиктограммах 
соответствуют медианам интенсивности флуоресценции. Г – совмещенные конфокальные изображения клеток 
SKOV3.ip1 в синем и красном каналах флуоресценции после инкубации с DARP-NanoLuc-SOPP3-Cy5.5 в течение 
20 мин и 3 ч. Ядра окрашены Hoechst33342. Д – BRET-индуцированная цитотоксичность in vitro DARP-NanoLuc-
SOPP3 в присутствии 30 мкМ фуримазина. Представлены данные для клеток SKOV3.ip1, EA.hy926 и BJ-5TA. 
Масштабная линейка на конфокальных изображениях соответствует 10 мкм
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тает ~ в 100 раз). Тогда как в эпителиальных клет-
ках HeLa, характеризующихся нормальным уровнем 
экспрессии рецептора HER2, равно как и в HER2-
отрицательных стромальных клетках (EА.hy926 
и BJ5-TA), наблюдается незначительный сдвиг 
медианы флуоресценции (в 2.5–5 раз) (рис. 2В). 
Методом конфокальной микроскопии показано, 
что DARPin-NanoLuc-SOPP3-Cy5.5 эффективно 
связывается с поверхностью клеточной мембраны 
SKOV3.ip1 в течение 20 мин (рис. 2Г). Дальнейшая 
инкубация ведет к интернализации DARP-NanoLuc-
SOPP3 и через 3 ч весь белок оказывается внутри 
клетки, о чем свидетельствует наличие красных 
пикселей в цитоплазме (рис. 2Г). Опыт по BRET-
индуцированной цитотоксичности в отношении 
монослойной культуры (2D) HER2-положительных 
SKOV3.ip1-клеток показал, что DARP-NanoLuc-
SOPP3 в присутствии фуримазина вызывает фото-
токсический эффект, при этом IC50, рассчитанная 
с помощью программы GraphPad Prism, составляет 
588.6 нМ.

Функциональная характеристика  
DARP-NanoLuc-SOPP3 в 3D-культуре
Известно, что 2D-модели не являются оптималь-
ной системой для тестирования цитотоксичности 
лекарств, поскольку не отражают многих свойств 
опухоли в организме, обусловленных ее трехмер-
ной организацией, таких, как градиент молекуляр-
ного кислорода, питательных веществ и метаболи-
тов, наличие межклеточных контактов с клеточным 
матриксом и клетками стромы. В конечном счете, 
именно специфическое микроокружение опухоли 
обусловливает гетерогенность метаболизма, паттер-
на генной экспрессии и, как следствие, устойчиво-
сти раковых клеток к терапевтическим препаратам. 
3D-модели рака человека, или сфероиды, предо-
ставляют лучшую платформу для исследований 
эффективности лекарств, чем обычная 2D-культура, 
поскольку позволяют воспроизвести важные аспек-
ты микроокружения опухоли, наиболее приближен-
ные к in vivo моделям. Именно поэтому мы оце-
нивали BRET-индуцированную цитотоксичность 
DARP-NanoLuc-SOPP3 на культуре сфероидов, 
сформированных из клеток аденокарциномы яич-
ников (SKOV3.ip1) и клеток стромы, представлен-
ной модифицированными клетками пупочной вены 
человека EA.hy926 и клетками модифицированных 
фибробластов BJ-5TA.

Чтобы иметь возможность следить за структу-
рой сфероидов с помощью конфокальной микро-
скопии, с использованием лентивирусной транс-
дукции были получены клеточные линии EA.hy926 
и BJ-5TA, стабильно экспрессирующие ген GFP. 

Эффективность трансдукции оценивали с ис-
пользованием проточной цитометрии. Как видно 
из рис. 3А, уровень трансдукции геном GFP клеток 
EA.hy926 и BJ-5TA составил 98.33 и 75.87% соот-
ветственно.

Жизнеспособность клеток в составе сфероида 
изучали с помощью проточной цитометрии по на-
личию мертвых клеток в культуре, детектируемых 
йодистым пропидием. В этом эксперименте исполь-
зовали сфероиды, полученные на основе клеток 
SKOV3.ip1-Kat, EA.hy926-GFP и BJ-5TA-GFP. В ка-
честве контроля использовали исходные клеточные 
линии. Сфероиды на 5-й день роста разрушали трип-
сином, окрашивали йодистым пропидием и измеря-
ли флуоресценцию в канале йодистого пропидия. 
Как видно из рис. 3Б, количество мертвых клеток 
в сфероидах сопоставимо с количеством мертвых 
клеток в культуре исходных клеточных линий на со-
ответствующий день культивирования при сопоста-
вимом количестве анализируемых клеток.

Сфероиды формировали как описано в «Экспери-
ментальной части». Как видно из рис. 3В, форми-
руемые структуры имеют морфологию сфероидов 
с ярко выраженной стромальной сетью (зеленые 
тяжи на рис. 3В). При культивировании сфероиды 
заметно увеличиваются в объеме, и к пятому дню 
культивирования клетки стромы почти полностью 
покрываются клетками аденокарциномы яичника, 
что идеально согласуется с ранее опубликованными 
данными для сфероидов подобного состава [31].

Для того чтобы изучить взаимодействие DARP-
NanoLuc-SOPP3 со сфероидами, нами были полу-
чены сфероиды на основе флуоресцентных клеток 
SKOV3.ip-Kat и клеток EA.hy926 и BJ-5TA, не-
модифицированных GFP. Для визуализации вза-
имодействия DARP-NanoLuc-SOPP3 с рецепто-
ром HER2 на поверхности сфероида использовали 
конъюгат DARP-NanoLuc-SOPP3 с FITC. Как видно 
из рис. 3Г, DARP-NanoLuc-SOPP3-FITC эффек-
тивно взаимодействует со сфероидами, о чем гово-
рит зеленая корона вокруг сфероида. Со временем 
происходит уменьшение зеленого флуоресцентно-
го сигнала на поверхности сфероида, что говорит 
о проникновении DARP-NanoLuc-SOPP3 внутрь 
сфероида.

BRET-индуцированную фототоксичность, 
вызываемую DARP-NanoLuc-SOPP3, изуча-
ли на  сфероидах, сформированных из клеток 
SKOV3.ip-Kat, EA.hy926-GFP и BJ-5TA-GFP. 
Как видно из рис.  4А , под действием DARP-
NanoLuc-SOPP3 в присутствии фуримазина на-
блюдается изменение во времени морфологии 
структуры сфероидов. Отметим, что в промежут-
ке 19–72 ч уменьшается флуоресцентный сиг-
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нал не только для HER2-положительных клеток 
аденокарциномы SKOV3.ip-Kat, но и для клеток 
стромы. BRET-индуцированная цитотоксичность 
DARP-NanoLuc-SOPP3 в присутствии фуримазина 
оказалась в ~10 раз ниже в отношении 3D-культуры 
по сравнению с 2D-культурой (IC50, рассчитан-
ная с помощью GraphPad Prism 10.1.0, составила 
6.58 мкМ, рис. 4Б).

Для изучения роли адресного модуля DARPin 
в селективном накоплении DARP-NanoLuc-SOPP3 
в HER2-положительных опухолях животных с по-
мощью системы прижизненного биоимиджинга IVIS 
на мышах с ксенографтными подкожными опухоля-
ми на основе клеток SKOV3 была исследована дина-

Рис. 3. Функциональная характеристика DARP-NanoLuc-SOPP3 в 3D-культуре. А – оценка эффективности ленти-
вирусной трансдукции геном GFP клеточных линий BJ-5TA и EA.hy926 методом проточной цитометрии. На пик-
тограммах зеленые кривые соответствуют нетрансдуцированным клеткам (контроль автофлуоресценции), 
красные – трансдуцированная культура. Численные значения соответствуют значениям интенсивности флуо-
ресценции в канале FITC (λex = 488 нм, λem = 530 ± 30 нм) для трансдуцированных клеточных линий. Б – оцен-
ка жизнеспособности сфероидов на 5-й день культивирования. Представлены данные проточной цитометрии 
по окрашиванию монослойных культур (указаны на пиктограммах) и сфероидов (3D) йодистым пропидием (PI) 
(канал PI: λex = 488 нм, λem = 615 ± 20 нм). На левой пиктограмме приведены неокрашенные клетки (контроль 
автофлуоресценции), на правой – после инкубации с PI. Численные значения соответствуют количеству окра-
шенных PI клеток, выраженному в процентах от общего количества событий. В – конфокальные изображения 
сфероидов, полученных на основе клеток SKOV3.ip-Kat, EА.hy926-GFP и BJ-5TA-GFP. Представлены изображе-
ния сфероидов на 2-й и 5-й день культивирования в совмещенных красном и зеленом каналах флуоресценции 
(крайний левый столбец) и с разбивкой по каналам флуоресценции. Крайний правый столбец соответствует изо-
бражению сфероидов в проходящем свете. Г – оценка взаимодействия DARP-NanoLuc-SOPP3-FITC со сфероида-
ми, полученными на основе клеток SKOV3.ip-Kat, EА.hy926 и BJ-5TA. Представлены конфокальные изображения 
сфероидов через различное время инкубации (3, 24 и 72 ч) с DARP-NanoLuc-SOPP3-FITC (0.5 мкМ, концентрация 
указана по красителю). Масштабная линейка на конфокальных изображениях соответствует 100 мкм

мика накопления конъюгата DARP-NanoLuc-SOPP3 
с красителем Cyanine 5.5 в опухоли. Через 2 ч после 
внутривенного введения животному 40-мкМ раство-
ра DARP-NanoLuc-SOPP3-Cy5.5 (концентрация ука-
зана по красителю) в опухоли начинает детектиро-
ваться флуоресцентный сигнал, который постепенно 
усиливается, достигая максимума к 96 ч (рис. 4В,Г), 
после чего снижается. Полученные результаты по-
зволяют заключить, что адресный модуль DARPin 
в составе BRET-пары NanoLuc-SOPP3 позволя-
ет не только быстро (в течение первых 2–4 ч по-
сле инъекции) накопиться препарату в опухоли, 
но и избежать накопления в жизненно важных ор-
ганах.
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Рис. 4. BRET-индуцированная цитотоксичность DARP-NanoLuc-SOPP3 в 3D-культуре и биораспределение in vivo. 
А – конфокальные изображения сфероидов (SKOV3.ip-Kat, EА.hy926-GFP и BJ-5TA-GFP) после инкубации 
в течение 19 и 72 ч с DARP-NanoLuc-SOPP3 (300 мкМ). Б – BRET-индуцированная цитотоксичность DARP-NanoLuc-
SOPP3 в отношении сфероидов, сформированных из клеток аденокарциномы яичника и клеток стромы. В – рас-
пределение DARP-NanoLuc-SOPP3-Cy5.5 в организме мыши с ксенографтной подкожной HER2-положительной 
опухолью (обведена синей пунктирной линией) на основе клеток SKOV3. Г – зависимость интенсивности флу-
оресценции (выражена в фотонах в секунду на см2 на стерадиан) от времени. График построен на основании 
данных, соответствующих средней яркости области опухоли на рис. В (синяя пунктирная линия) в определенный 
момент времени

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Традиционная ФДТ представляет собой очень пер-
спективный подход к лечению злокачественных 
опухолей благодаря пространственной и времен-
ной избирательности и минимальной инвазивности 
по отношению к здоровым клеткам. Однако глубина 
проникновения света, необходимая для активации 
ФС, равно как и аберрантное накопление химиче-
ских ФС в клетках кожи, приводящее к нежела-
тельным светоактивируемым реакциям, сдержи-
вают широкое применение ФДТ в клинике [5, 32]. 
Решить эти проблемы позволит создание BRET-
активируемых систем, состоящих из полностью био-
совместимых компонентов. 

В данном исследовании нами создана систе-
ма для  адресной HER2-специфичной BRET-
активируемой ФДТ на основе мультимодального бел-
ка DARP-NanoLuc-SOPP3, состоящего из адресного 
модуля, специфичного к онкомаркеру HER2, и белко-
вой пары для BRET-индуцированной ФДТ NanoLuc-
SOPP3. В опытах in vitro и на модели 3D-сфероидов 

доказана фотоиндуцируемая без внешнего источ-
ника света цитотоксичность данной системы в от-
ношении HER2-положительных клеток аденокар-
циномы яичников человека, кроме того, в опытах 
на животных с подкожными HER2-положительными 
опухолями показано селективное накопление DARP-
NanoLuc-SOPP3 в опухолевом очаге. Учитывая 
опубликованные данные, согласно которым время 
полузатухания люминесцентного сигнала в систе-
ме NanoLuc-фуримазин составляет более 2 ч [17], 
а также наши данные по BRET-индуцированной 
фототоксичности NanoLuc-SOPP3 [20], мы полагаем, 
что мультимодальный белок DARP-NanoLuc-SOPP3 
может использоваться в терапии in vivo при схеме 
введения белка и люциферазного субстрата фури-
мазина, обеспечивающей длительное, одновременное 
и высокое поддержание в опухоли этих компонентов, 
ключевых для BRET-индуцированной ФДТ.

Наши результаты демонстрируют большой потен-
циал разработанной белковой самовозбуждающейся 
адресной BRET-системы для ФДТ. 

А
72

 ч
�

19
 ч

В 0 ч	 2 ч	 4 ч	 8 ч	 24 ч	 96 ч	 144 ч

проходящий свет
SKOV3.ip-Kat

EA.hy926-GFP+BJ-GFP
EA.hy926-GFP

BJ-GFP
SKOV3.ip-Kat

Интенсивность 
флуоресценции,

ф/с/см2/ср

Время, ч

И
нт

е
нс

ив
но

ст
ь 

ф
лу

о
р

е
сц

е
нц

ии
,  

ф
/

с/
см

2 /
ср

Г

DARP-NanoLuc-SOPP3, мкМ

Б

О
тн

о
си

те
ль

на
я 

 
ж

из
не

сп
о

со
б

но
ст

ь,
 %

100 мкм 100 мкм 100 мкм 100 мкм

100 мкм100 мкм100 мкм100 мкм



110 | ACTA NATURAE | ТОМ 15 № 4 (59) 2023

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

На основании проведенных исследований мож-
но заключить, что предложенная в данной работе 
полностью биосовместимая система для адресной 
BRET-индуцированной терапии на основе белка 
DARP-NanoLuc-SOPP3 позволяет преодолеть два 
основных ограничения традиционной ФДТ: 1) по-
бочный фототоксический эффект от аберрантного 
накопления химических ФС и вызванные этим све-
тоактивируемые реакции; 2) необходимость внешне-

го источника излучения, зачастую в виде дорогосто-
ящих в силу высокотехнологичной конфигурации, 
устройств. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда № 21-74-30016 

«Органотипические модели опухолей 
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ABSTRACT The plasma membranes of normal and cancer cells of the lung, breast, and colon tissues show 
considerably different lipid compositions that greatly influence their physicochemical properties. Partitioning 
of the spin probe 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPO) into the membranes of human lung normal 
and carcinoma cells was assessed by EPR spectroscopy to estimate the impact of the lipid compositions. The 
goal was to reveal potential strategies for cancer therapy attributable to the membrane properties. The study 
was conducted at pH values of 7.3 and 6.2, relevant to the microenvironments of normal and cancer cells, 
respectively. The TEMPO partitioning was examined in the temperature interval of 283–317K to reveal the 
efficacy of local hyperthermia used in chemotherapy. Results indicate that the TEMPO partitioning coefficient 
for the membranes of human lung carcinoma cells is significantly higher compared with that of neighboring 
normal cells. Increased partition coefficients were observed at relatively higher temperatures in both nor-
mal and cancer cells. However, compared to the normal cells, the cancer cells demonstrated higher partition 
coefficients in the studied temperature range. The data obtained with C12SL (spin-labeled analog of lauric 
acid) indicate that increased membrane dynamics of the cancer cells is a possible mechanism for enhanced 
partitioning of TEMPO. Free energy values for partitioning estimated for pH values of 6.2 and 7.3 show that 
TEMPO partitioning requires 30% less energy in the cancer cells at pH 7.3. TEMPO and its derivatives have 
previously been considered as theranostic agents in cancer research. Data suggest that TEMPO derivatives 
could be used to test if complementary alkalization therapy is effective for cancer patients receiving standard 
chemotherapy with local hyperthermia.
KEYWORDS electron paramagnetic resonance, TEMPO partitioning, lung carcinoma, cell membrane lipid com-
position, cell membrane sensitivity. 
ABBREVIATIONS NSCLC – non-small cell lung cancer; FAS – fatty acid synthase; SCD1 – stearoyl-CoA desat-
urase 1; EPR – Electron Paramagnetic Resonance.

INTRODUCTION
Cancer cells, even within the same tumor mass, show 
heterogeneity in both the phenotypic and functional 
levels. The heterogeneity of the cancer cell population 
is dynamic and susceptible to significant modifications 
by various factors during cancer development [1, 2]. 
In the course of development, cancer cells acquire 
new capabilities, such as evading apoptosis, self-suffi-
ciency in growth signals, insensitivity to anti-growth 
signals, tissue invasion and metastasis, limitless rep-
licative potential, and sustained angiogenesis. It is con-
tended that these capabilities are shared in all types 
of human tumors [3]. Metastasis of cancer cells is the 
major cause of mortality in cancer patients. Epithelial-
mesenchymal transition in cancer cells (carcinomas) is 

critical for the development of metastasis capability. 
Several steps are involved in metastatic progression, 
during which cancer cells lose their polarity, cell-to-
cell adhesion, etc. All these changes are manifested in 
the cell membranes that play a fundamental role in 
cell functioning [3, 4]. 

One of the main components of a cell membrane 
is a lipid bilayer that contains various lipids, such as 
asymmetrically arranged phospholipids, sphingolip-
ids, glycolipids, cholesterol, etc. [5–7]. A wide variety 
of proteins, called transmembrane proteins, are em-
bedded in the cell membranes and protrude on one 
or both sides. There are also peripheral membrane 
proteins that temporarily associate with the mem-
branes of the cells to perform various functions. Both 
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membrane-embedded and -associated proteins and 
peptides play a critical role in cell functioning, par-
ticularly in cellular signal transduction. Often, for the 
cells to execute specific functions, the actions of these 
proteins need to be regulated in an orchestrated man-
ner [4, 8–10]. Most studies related to cell membrane 
functions are devoted to investigating the proteins in-
volved in various signaling pathways [11]. However, 
the lipid compositions provide not only specific hy-
drophobic environments for the proper folding of the 
membrane proteins, but also modulate their functions 
and participate in the maintenance of cell architecture 
[5–7]. Yet, relatively little attention has been paid to 
the functional role of lipids and lipid domains in the 
cell membrane. 

A large body of evidence has been accumulated 
that supports the critical role of lipid compositions in 
healthy cell membranes and their significant altera-
tions in various diseases, including cancer [12–14]. 

Lipid compositions play a pivotal role in cell func-
tioning. Based on this observation, modulation of cell 
membrane components and/or properties has been 
proposed as a new therapeutic strategy for cancer 
therapy [13]. Lateral arrangements of the lipids in the 
membranes of the cells are heterogeneous and de-
scribed as membrane lipid domains [15–18]. The lipid 
domains composed of various types of lipids are func-
tional as lipids but indirectly can also influence and/or 
modulate membrane function. The specific composi-
tion of each lipid domain determines its distinct phys-
icochemical properties [12, 14]. The lipid compositions 
of the membranes of cancer cells are significantly al-
tered compared to those of healthy controls [13, 14, 
19]. These findings provide the basis to characterize 
cancer cells by studying the lipid micro-environment 
of the membranes. 

Lipid reprogramming of cancer cells and their pos-
sible mechanisms of action have also been investigat-
ed for lung cancer, particularly in non-small cell lung 
cancer (NSCLC). Lipid composition is also pivotal for 
NSCLC cell migration. It has been shown that migra-
tion of these cells can be inhibited considerably by 
cholesterol depletion in lipid rafts [20]. Progression of 
many types of cancer cells, including NSCLC, requires 
altered and enhanced fatty acid metabolism to sup-
port cell division and growth. In preclinical models, 
inhibition of acetyl-CoA carboxylase, the enzyme that 
regulates de-novo fatty acid synthesis, represses tu-
mor growth in NSCLC [21, 22]. 

Overexpression of fatty acid synthase (FAS), a lipo-
genic enzyme, is observed in various types of cancer, 
including lung, colon, and prostate cancers. FAS pro-
vides a de-novo fatty acid synthesis that modifies the 
lipid compositions of cancer cells [23]. Stearoyl-CoA 

desaturase 1 (SCD1) is another protein involved in 
lipid metabolism that plays an essential role in the 
malignant transformation of lung cancer cells [24, 
25]. Desaturation and prolongation of fatty acids have 
been shown for lung cancer cells. In the desaturation 
event, each double bond in the cis configuration cre-
ates a twist in the acyl chain that, in turn, increases 
the membrane fluidity. Increased membrane fluidity 
induced by desaturation stimulates cancer metastasis 
and is associated with poor prognosis in lung cancer 
patients. 

Electron Paramagnetic Resonance spectroscopy 
(EPR) with the use of various nitroxide probes has 
been developed as a powerful tool to characterize 
the lipid micro-environment of the cell membranes. 
Characterization of the lipid micro-environments of 
the cell membranes of healthy and cancer tissues is 
important to understand the functional changes in the 
cancer cell membranes associated with lipid compo-
nents. The sensitivity of cancer cell membranes to 
relevant environmental conditions is an important at-
tribute in developing a method for preferential drug 
delivery to cancer cells using the differences in the 
properties of the lipid domains. Previously, to seg-
regate the contribution of only lipid components of 
the cell membranes, we investigated the properties 
of liposomes fabricated using lipids extracted from 
human lung cancer and normal cells [26, 27]. The li-
posomes composed of the cancer cell lipids showed 
significantly enhanced partitioning of spin probe 
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPO) com-
pared to those fabricated using normal cell lipids. In 
the current study, the partitioning of TEMPO into the 
membranes of live cells of human lung normal and 
carcinoma tissues was examined. A wide assortment 
of nitroxide spin probes can be used to characterize 
different regions of the cell membrane. TEMPO, used 
in this study, does not show any affinity to the mem-
brane proteins and, therefore, provides a characteriza-
tion of the lipid phase of the membrane as a separate 
component. However, unlike the studies performed in 
liposomes, the lipid phase of the membrane is modi-
fied by the presence of membrane proteins. The ex-
periments were performed in a temperature interval 
of 283–317 K, the highest value of which matches 
the condition used in local hyperthermia [28, 29]. The 
experiments at pH 6.2 mimic the acidic environment 
created in cancer development [30–32]. The study re-
vealed differences in parameters (polarity, micro-vis-
cosity, and the energy required to transfer TEMPO 
from the aqueous to the membrane environment) 
between the membranes of cancer and healthy cells. 
Compared with previous works on liposomes [26, 27], 
the results obtained in this study indicate that pro-
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teins embedded in the cell membranes significantly 
alter the dynamics of the lipid fraction, making them 
more dynamic and permeable to small molecules. The 
determined temperature and pH sensitivities of the 
cell membranes may help to choose or create the ap-
propriate conditions for cancer therapy. 

MATERIAL AND METHODS

Human lung tissue collection
Human lung tissues were collected immediately af-
ter the surgery on lung carcinoma patients in accord-
ance with the tenets of the Declaration of Helsinki 
and approved by the review board of the Azerbaijan 
National Center of Oncology. Informed consent was 
obtained from each donor. Lung carcinoma patients 
were selected after computed tomography. The cancer 
diagnosis for individuals was confirmed after biopsy 
and subsequent histopathological grade (aggressive-
ness) evaluations. Experiments were performed on 
five individuals. However, due to similar findings, here 
we report, as an example, a case of a 52-year-old male 
who did not receive chemo- or radiation therapy be-
fore the surgery. The results for this case were more 
characteristic and, therefore, analyzed thoroughly. The 
pathology findings on the surgical lung tissue were 
consistent with Stage II, pT2bN0Mx, non-small cell 
lung cancer. Bulk lung tissue was segregated into can-
cer (carcinoma) and neighboring normal (also referred 
to as healthy) tissues by the pathologist. Normal and 
cancer cells in the investigated lung tissue are indi-
cated in Fig. 1. Experiments with spin-labeled lauric 
acid (C12SL) were performed with the surgical tissue 
of the patient with the following pathology findings: 
53-years-old male, lung adenocarcinoma, Stage II, pT-
3N0Mx.ICD-O: 8260/3, invasive. 

Preparation of epithelial cell suspension from lung 
tissue	
The fresh lung tissue (about 2-3 h after the surgery) 
was washed thoroughly with PBS buffer to remove 
blood. Afterward, the tissue was cut into small pieces 
and then homogenized in PBS buffer using a glass ho-
mogenizer. The homogenized lung tissue was washed 
three times with PBS solution and then centrifuged 
(Eppendorf 5418) to remove the cell debris. Obtained 
cell suspension was used for the experiments. The 
intactness of the cells was assessed by Zeta-potential 
measurements as shown previously [33]. 

EPR spectroscopy
EPR measurements were performed using a Bruker 
ELEXSYS E580 spectrometer at X-band frequency 
with variable temperature accessory. The aqueous 

suspension of lung carcinoma and neighboring nor-
mal cells with TEMPO were placed into Pyrex capil-
lary tubes with an I.D. of 0.6 mm. EPR spectra were 
recorded with the following instrument parameters: 
scan width: 100 Gauss; sweep time: 40 s; modulation 
amplitude: 1 Gauss; modulation frequency: 100 kHz; 
microwave power: 0.47 mW; and time constant: 0.1 
s. Before the measurements, the samples were kept 
for 5 minutes at each temperature to ensure that the 
sample temperature matched the set temperatures.

Partitioning of TEMPO in the membranes of 
human lung normal and carcinoma cells
TEMPO dissolved in an aqueous solution displays a 
well-known EPR spectrum with three components re-
sulting from nitrogen hyperfine interactions. However, 
TEMPO incubated in the cell environment shows a 
composite EPR spectrum, the third component (lo-
cated in a high magnetic field) of which is partial-
ly resolved. The difference in the nitrogen splitting 
constant of TEMPO in hydrophobic (cell membrane) 
and hydrophilic (aqueous) environments is the reason 
for the split of the third component. Consequently, 

Fig. 1. Normal and cancer cells in lung tissue
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the EPR spectra of TEMPO incubated with cells in 
an aqueous environment reflect the partitioning of 
TEMPO in the lipid fraction of the cell membrane and 
aqueous environments. To resolve the spectral com-
ponents, the EPR spectra of TEMPO were analyzed 
using the LabVIEW program developed by Christian 
Altenbach (https://sites.google.com/site/altenbach/), us-
ing the spectral simulation code written in FORTRAN 
[34]. Along with computer simulations, rotational cor-
relation times of TEMPO were also calculated using 
the following formula that uses the peak heights and 
line widths of the first derivative EPR spectra [35]:

τс = 6.5 × 10-10 W0 [(h0 /h-1)
1/2 -1], 

where W0 is the width (in Gauss) of the central com-
ponent, while h0 and h-1 are the heights of the central 
and high-magnetic field components of the first de-
rivative EPR spectrum. As mentioned above, the EPR 
spectra resulting from the partitioning of TEMPO in 
the system are composite and consist of two com-
ponents. Therefore, the  formula above was applied 
after the decomposition of the EPR spectra into li-
pophilic and hydrophilic components. Because of the 
close similarity of the correlation times obtained from 
the software and the formula, data are shown only as 
deduced from the software. 

Double integrals of the EPR spectral components 
(Imbr and Iaq represent TEMPO confined in the mem-
brane and aqueous environments, respectively) were 
employed to calculate partition coefficients with the 
following formula: K = Imbr/(Imbr + Iaq). To character-
ize the EPR spectral components, the membrane and 
aqueous environments were described as lipophylic 
and hydrophilic, respectively. Apparently, a partition 
coefficient depends on both the concentration of the 
lipid fractions and the number of lung cells in the 
aqueous system [36]. For an accurate comparison of 
the data related to the partition coefficients, the same 
amount (by weight) of cancer and normal cell sus-
pensions were used. Both cancer and normal cell sus-
pensions were incubated with TEMPO (150 mM total 
concentration) for about 30 min. The experimental 
conditions used in this study allow us to compare the 
partition coefficients of the normal and cancer cells 
directly. 

The temperature dependence of the equilibri-
um constant K (partition coefficient in our case) was 
used to calculate the free energy changes required 
to transfer TEMPO molecules from the aqueous to 
the lipid phase of the membranes of the healthy and 
cancer cells.

logK = −∆G/RT

Similarly, the temperature dependence of the rota-
tional correlation times of TEMPO was used to deter-
mine the activation energies for rotational motions in 
the membranes of the healthy and cancer cells. 

Dynamics of the lipid domain of the cell membrane 
evaluated by spin-labeled lauric acid analog (C12SL)
Experimental procedures with C12SL, the chemical 
structure of which is shown below in the relevant 
Figure, were similar to that of TEMPO described in 
section 2.4. In contrast to TEMPO, C12SL was dis-
solved in ethanol. An equal amount of each cell sus-
pension (0.1 mg/ml) was incubated with 200 mM of 
C12SL for 30 min. A high concentration of C12SL 
was employed to monitor both the dynamics of the 
lipid domain and its maximal incorporation capacity in 
healthy and cancer cells. The attained complex EPR 
spectra were analyzed with a multi-component EPR 
program [34]. Analyses of the EPR spectra of C12SL 
were performed in two steps. In the first step, free 
C12SL, not incorporated into the cell membrane, was 
removed to decrease the number of fitting parame-
ters. Removal of free C12SL spectra was performed 
using the EPR program “FreeRemover”, which is part 
of the program package [34]. In the second step, the 
spectra that lack “free” spectral components were 
analyzed by the multi-component EPR spectral anal-
ysis as described above. 

RESULTS AND DISCUSSION
As indicated above, the lipid compositions in the 
healthy and cancer cells of various tissues significant-
ly differ from each other [12–14]. The lipid compo-
sitions of the cells determine the specific properties 
of the cell membranes, such as membrane fluidity, 
permeability, the temperature of phase transition, etc. 
These characteristics of the membranes are essen-
tial from a therapeutic point of view, particularly for 
drug delivery applications. TEMPO does not show any 
binding properties toward the proteins. Therefore, the 
use of TEMPO in membrane research allows for a 
selective characterization of the lipid phase. Unlike 
the findings obtained in liposomes [26, 27], in this case, 
lipid phase properties are modified by the membrane 
proteins of the corresponding cells. Below, we provide 
experiments of TEMPO partitioning into the mem-
branes of the cells at the temperature of 283–317 K 
interval and pH values of 7.3 and 6.2, conditions that 
are relevant for cancer therapeutics.

Partitioning of TEMPO into the membranes of 
healthy and cancer human lung cells
The EPR spectra of TEMPO incubated with human 
lung cancer and healthy cells at pH 7.3 are shown 
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in Figs. 2A,B, respectively. Components of the EPR 
spectra in the high magnetic field split into two peaks 
labeled as l (lipophylic) and h (hydrophilic). Thus, each 
EPR spectrum is composed of two components re-
sulting from the partitioning of TEMPO between the 
cell membrane (lipophylic) and aqueous (hydrophilic) 
phases. The relative amplitudes of the high-field com-
ponents of EPR spectra indicate that the partition 
of TEMPO is significantly different for cancer and 
healthy cells (Fig. 2). At pH 7.3, the relative amount 
of TEMPO in the membranes of the cancer cells is 
significantly higher compared to that in healthy cells. 
Interestingly, differences in TEMPO partitioning are 
even higher at pH 6.2 compared to those at pH 7.3 
(Fig. 2A,C). EPR spectra in the temperature interval 
of 283−317 K indicate that an increase in temperature 
further augments the relative amount of TEMPO in 
the membranes of both cell types. However, compared 
to healthy cells, the membranes of cancer cells in-
corporate more TEMPO molecules in the respective 
conditions. 

To describe the EPR spectra of TEMPO in envi-
ronments with significantly different hydrophobici-
ty values, one should consider the following aspects. 
The observed splits of the EPR components in a high 
magnetic field arise from the small differences in the 
isotropic hyperfine coupling constants (Aiso) and g fac-
tors of the nitroxide spin probe in each environment. 
These differences are explained as changes in the 
relative contribution of two canonical structures of 
TEMPO as shown below [37]. 

Polar solvents like the aqueous solution tend to sta-
bilize the structure (B) in which the unpaired electron 
density is localized on the N-atom. The increased rela-
tive contribution of structure (B) gives rise to the nitro-
gen hyperfine coupling constant. In contrast, structure 
(A), in which the unpaired electron density is localized 
on the oxygen atom, is preferentially stabilized in a hy-
drophobic environment. Therefore, the nitrogen hyper-
fine coupling constant is lower in a hydrophobic envi-
ronment compared to that of a hydrophilic environment. 

Decompositions of the EPR spectra of TEMPO in-
cubated with cancer and healthy cells of the human 
lung at 317K using the two-component model, as an 
example, are shown in Fig. 3. The composite EPR 
spectra simulated from the resolved parameters are 
indistinguishable from the experimental spectra (Fig. 
3A,C,E,G). Therefore, the simulated composite EPR 

spectra are vertically shifted for easy visualization. The 
EPR spectra of the resolved components (Fig. 3B,D,F,H) 
are in full agreement with the above-mentioned sug-
gestion. Indeed, a mismatch in the positions of the EPR 
components (g values) and nitrogen hyperfine coupling 
constant (2Aiso, Fig. 3H) is evident. In all evaluated 
samples, the EPR spectra of TEMPO in the aqueous 
environments (thin lines in Figs. 3B,D,F,H representing 
healthy and cancer cells at pH values of 7.3 and 6.2) 
show identical 2Aiso values of 34.5 Gauss (Table 1). 

However, the 2Aiso values of TEMPO incorporated 
into the membranes of the cells are significantly de-
creased and fall within an interval of 31.4−32.4 Gauss. 

Fig. 2. EPR spectra of TEMPO resulted from the partition-
ing in the membranes of human lung normal and carcinoma 
cells. EPR spectra of TEMPO for carcinoma (A) and healthy 
(B) cells at pH 7.3 and at various temperature values. EPR 
spectra of TEMPO for carcinoma (C) and healthy (D) cells 
at pH 6.2 and at various temperature values. The l and 
h symbols denote the spectral components of the EPR 
spectra of TEMPO localized in lipophilic (cell membrane) 
and hydrophilic (aqueous) regions. The symbols l and h in-
dicate the “lipophilic” and “hydrophobic” components of 
TEMPO, respectively. The temperature for each spectrum 
is shown in the Kelvin scale 
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At pH 7.3, 2Aiso values for the EPR spectra of TEMPO 
incorporated in the membrane of healthy and cancer 
cells are 32.4 Gauss and 31.5 Gauss, respectively. Thus, 
the lipid fractions of the cancer cell membrane are 
more hydrophobic compared to those of the healthy 
cells. Interestingly, as judged from the Aiso values of 
the EPR spectra of TEMPO, when increasing the pH 
from 6.2 to 7.3, a small increase in hydrophobicity was 
observed in the membranes of healthy cells (from 31.9 
Gauss to 32.4 Gauss) but not in cancer cells (about 

31.5 Gauss). As a result, at pH 6.2 the difference in 
hydrophobicity values is shrunken between healthy 
and cancer cell membranes. 

TEMPO does not show any binding affinity toward 
proteins. Therefore, the EPR spectra of TEMPO as-
signed to the lipophilic phase displays the character-
istics of the lipid fraction of the cell membranes. The 
partition coefficients for the cell membranes are sig-
nificantly higher compared to those obtained in lipos-
omes fabricated from the corresponding cells [26, 27]. 
Thus, the proteins embedded into the membranes 
modify lipid phase properties, resulting in augmented 
partitioning of TEMPO.

Micro-viscosity of the lipid fraction of the cell 
membranes
Along with the decomposition of the EPR spectra of 
TEMPO, computer analysis also allows us to estimate 
the rotational correlation times of TEMPO corre-
sponding to the spectral components in various envi-
ronments. In lipid fractions, the rotational correlation 
times of TEMPO in cancer cells are decreased com-
pared to those obtained in healthy cells at both pH 
values (7.3 and 6.2) and the used temperature range 
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Fig. 3. Decompositions of the EPR spectra of TEMPO into 
components reflecting the lipophilic and hydrophilic en-
vironments.  EPR spectra of TEMPO partitioning in human 
lung healthy and carcinoma cells at 317K and pH 7.3. (A) 
and (B) are the results of a two-component analysis (see 
Methods) and resolved components corresponding to 
lipophilic (sick line in B) and hydrophilic (thin line in B) for 
the healthy lung cells. The EPR spectrum from the fitting 
procedure (sick line in A) is indistinguishable from the 
experimental spectrum (thin line in A) and, therefore, 
vertically shifted for better illustration.  (C) and (D) are the 
same as (A) and (D) but for the carcinoma cells. (E), (F), 
(G), and (H) indicate conditions corresponding to (A), 
(B), (C), and (D), respectively, but in pH 6.2. A
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Fig. 4. Arrhenius plots for the parameters obtained from 
the EPR spectra of TEMPO partitioning in the healthy and 
carcinoma cells of the human lung tissue. Arrhenius plots for 
the rotational correlation times of TEMPO in the membrane 
environments of the cells at pH 7.3 (A) and 6.2 (B). Solid 
circles and solid triangles in (A) represent healthy and car-
cinoma cells, respectively. Open circles and triangles in (B) 
represent healthy and carcinoma cells, respectively. Arrheni-
us plots for the TEMPO partitioning coefficients in the healthy 
and carcinoma lung cells at pH values of 7.3 (C) and 6.2 (D). 
The definitions of symbols in (C) and (D) are the same as in 
(A) and (B), respectively. K and τ are the partition coefficient 
and rotational correlation time, respectively 
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(Fig. 4). For example, at room temperature and pH 7.3, 
rotational correlation times are about 490 ps and 617 
ps (Fig. 4A) for TEMPO incorporated into cancer and 
healthy cell membranes, respectively. Faster rotation 
(corresponding to a lower correlation time) of TEMPO 
indicates a low viscosity of the surroundings. Since 
TEMPO molecules reside in the lipid fraction, the data 
indicate enhanced dynamics of the lipid fraction. 

The Arrhenius plots for the correlation times ob-
tained at various temperatures are shown in Fig. 
4A,B. The activation energies of the rotational motions 
of TEMPO (∆Gτ) in the membranes of healthy and 
cancer cells of the human lung at pH values of 7.3 and 
6.2 are shown in Table 1. The values of ∆Gτ for the 
membranes of healthy and cancer cells are very sim-
ilar (∆Gτ values are 1.9 ± 0.2 and 2.1 ± 0.2 kcal/mol, 
respectively), indicating the comparable micro-viscos-
ities of the studied lipid fractions in both cases. At pH 
6.2, increased values of ∆Gτ were observed for both 
cell types. However, the micro-viscosity of the mem-
brane fractions of the healthy lung cells was higher 
compared to those of the cancer cells (∆Gτ values are 
3.8 ± 0.3 and 2.6 ± 0.3 kcal/mol, respectively). 

Efficiency of the transfer of TEMPO molecules from 
an aqueous to a lipid phase of cell membranes 
Computer-assisted decompositions of the EPR spectra 
of TEMPO incubated with the healthy and cancer cells 
provided a means to conduct an evaluation of its par-
tition coefficients. Several factors, such as lipid com-
positions, membrane dynamics, etc., may influence the 
partition of molecules (TEMPO in this study) between 
the membrane and the aqueous environment. Because 
TEMPO does not show any binding affinity toward 
proteins, equilibrium in the partitioning can be consid-
ered as a result of the passive incorporation of the mol-
ecules into the lipid fractions of the membranes. At this 
point, the term ‘passive incorporation’ indicates that the 
proteins localized on the cell membrane are not partici-
pating directly in this process. However, the membrane 
proteins may alter the properties of the lipid phase 
capable of influencing the partitioning characteristics 
of TEMPO in the cell membranes. 

The Arrhenius plots for the partition coefficients 
(K) obtained at various temperatures are shown in 
Fig. 4C,D. The standard Gibbs free energy change 
required to transform a TEMPO from an aqueous to 
a lipid phase of the membrane of healthy and can-
cer cells is shown in Table 1. At pH 7.3, free energy 
changes for the transfer of TEMPO from aqueous 
phase to lipid phase in healthy and cancer cell mem-
branes are 3.1 ± 0.1 kcal/mol and 1.2 ± 0.1 kcal/mol, 
respectively. In the acidic transition from pH 7.3 to 
pH 6.2, the free energy changes of TEMPO trans-
fer for healthy and cancer cell membranes increase 
by about 19% and 42%, reaching the values of 3.7 ± 
0.3 kcal/mol and 1.7 ± 0.1 kcal/mol, respectively. Thus, 
more energy is required to transfer TEMPO to the 
cell membranes in an acidic pH. Data indicate that in 
lung tissue composed of both healthy and cancer cells 
TEMPO molecules will preferentially incorporate the 
membranes of cancer cells. 

It is well established that during the progression 
of the disease, the cancer cells in hypoxic conditions 
increase glucose consumption via aerobic glycoly-
sis (termed as the Warburg effect). This process re-
sults in the creation of an acidic micro-environment 
[30–32, 38–41]. Cancer cells effectively use the acidic 
micro-environment for mesenchymal transition and 
metastasis. If TEMPO is considered as a model for cer-
tain drugs, then for drug delivery, it would be benefi-
cial to create normal pH (7.3) conditions for the cancer 
cells. Differences in the ∆GK values for healthy and 
cancer cells are almost identical for pH 7.3 and pH 6.2. 
However, the ∆GK value is at its smallest for cancer 
cells at pH 7.3, indicating that less energy is required 
to transfer TEMPO from the aqueous solution to the 
membrane. The current study has direct clinical value. 
TEMPO and its derivatives show significant anti-can-
cer effects when applied to various types of cancer, 
including lung cancer [42–47]. It is highly anticipated 
that TEMPO-benzoate, which shows significantly en-
hanced partitioning in liposome studies [26, 27], will 
also be very effective in the membranes of the cor-
responding cells. A FTIR study of the lipids extracted 
from the normal and cancer cells supports this finding. 

Table 1. Parameters obtained from the EPR studies on the membranes of healthy and cancer cells of the human lung

Sample
2Aiso, Gauss ∆G

t ∆GK

aqueous membrane kcal/mol

Healthy cells, pH 7.3 34.5 32.4 1.9 ± 0.2 3.1 ± 0.1

Cancer cells, pH 7.3 34.5 31.5 2.1 ± 0.2 1.2 ± 0.1

Healthy cells, pH 6.2 34.4 31.9 3.8 ± 0.3 3.7 ± 0.3

Cancer cells, pH 6.2 34.5 31.4 2.6 ± 0.3 1.7 ± 0.1
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In contrast to normal cells, the lipid fractions from the 
cancer cells are in a more disordered state. In addition, 
lipids from the cancer cells exhibit a non-cooperative 
temperature transition, as opposed to the cooperative 
temperature transition observed for the healthy cells. 
The results obtained from numerous human lung can-
cer samples will be published elsewhere.

Evidence of increased dynamics of the lipid phase in 
the membranes of cancer cells compared to healthy 
cells
The dynamics of the lipid phase of the membranes of 
healthy and cancer cells were assessed using a C12SL 
(Fig. 5). C12SL molecules possessing an amphiphilic 
nature are predisposed to incorporate the lipid phase 
of the membranes. However, the efficiency of the in-

corporation depends on the physicochemical proper-
ties of the membranes, mainly based on fluidity (dy-
namics). Because of the position of the nitroxide spin 
label on C12SL, the dynamic parameters obtained 
from EPR spectra will be related to the surface part 
of the membranes [48]. 

The EPR spectrum of C12SL incorporated into 
the membranes of healthy lung cells (pH 7.3, room 
temperature) is shown in Fig 5A. The best fit spectra 
obtained from a computer analysis indicate that two 
components (besides the free components) are suf-
ficient to describe the composite EPR spectra (Fig. 
5B,C). About 25% of C12SL is incorporated into the 
membranes of healthy cells and its rotational correla-
tion time amounts to about 4.9 ns. Because of limited 
solubility, about 70% of C12SL is in micelle form in 

Fig. 5. EPR spectra of C12SL incorporated into the lipid domain of the membranes of healthy and cancer cells of the hu-
man lung.  (A), (B), and (C) are the EPR spectrum of C12SL (shown in (A)) incubated with the cell suspension of healthy 
lung tissue, separation of free and composite spectral components, and the spectral component of the EPR spectrum, 
respectively. The grey line (in (B)) is a computer-simulated spectrum from the best fit parameters of a two-component 
model. (D), (E), and (F) are the same as in (A), (B), and (C), but they were obtained from the cell suspension of lung 
cancer cells. The EPR spectra of C12SL were measured at room temperature. The schema provided in the bottom-right 
corner of the Figure illustrates C12SL in “free”, “micelle” and “membrane-incorporated” situations. C12SL is a spin-labe-
led analog of lauric acid, the chemical structure of which is shown in Fig. 5A
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aqueous environments. The broad singlet spectrum 
results from strong spin-spin exchange interactions 
where nitroxide spin labels are too close to each other. 
The EPR spectrum of C12SL incorporated into the 
membranes of the cancer cells of human lung tissue 
(Fig. 5D) is significantly different from those obtained 
from healthy cells (Fig. 5A). In contrast, about a two-
fold higher amount of C12SL was incorporated into 
the membranes of cancer cells of the lung. Besides 
that, the dynamics of the C12SL incorporated into 
cancer cell membranes are significantly increased, as 
is apparent by the decreased rotational correlation 
time (3.4 ns versus 4.9 ns). Data indicates that the 
membranes of cancer cells are more loosely packed 
than those of healthy cells, resulting in more perme-
ability. Consistent with other findings, in the case of 
cancer cells, a lower fraction (50% versus 70%) of the 
C12SL is in aggregated form. Thus, the experimental 
data obtained with C12SL clearly indicate that, com-
pared to healthy cells, the membranes of cancer cells 
are more dynamic. 

The cytotoxicity values (IC50) for TEMPO and 
its derivative compounds relevant to various 
applications
Nitroxides and their different derivatives exhib-
it numerous biologically significant functions [43]. 
Therefore, different objectives have been considered 
in their applications to various diseases, including can-
cer therapy. The drug applications require a unique 
range of IC50 (the half-maximal inhibitory concen-
tration) values. In cancer, nitroxides can be used as a 
radioprotector and contrast-enhancing agents in MRI 
(magnetic resonance imaging) [49]. For therapeutic 
applications, nitroxides possessing low cytotoxicity 
(therefore high IC50 values) are preferable. TEMPO 
and 4-hydroxy-TEMPO (aka TEMPOL), exhibiting 
IC50 values of 2.7 mM and 11.4 mM, respectively, are 
best suited for these proposes [50]. As an antiprolifer-
ative agent, the IC50 values of TEMPOL for various 
cell lines related to breast, colon, liver, and ovary can-
cer fall in the range of 0.21−1.073 mM [51]. TEMPOL 
provides a significant adjuvant effect in cancer appli-
cations. In some cell lines for colon cancer, TEMPOL 
significantly enhances the cytotoxicity of the widely 
used anti-cancer drug doxorubicin. In the HCT116 
cell lines, pretreatment with TEMPOL shows about a 
7-fold decreased IC50 value (from 0.38 mM to 0.053 
mM). Some modified nitroxides show remarkable cy-
totoxicity against many cancer lines (IC50 values of 
about 0.06 μM, including A549 cells, which are the 
culprit cell lines for human lung cancer [52]. 

The current study is also relevant to cytotoxicity 
studies. It has been shown that nitroxide cytotoxici-

ty is strongly related to the lipid/water partition co-
efficients [53, 54]. Indeed, as shown above, the IC50 
value of the more lipophilic compound TEMPO is 
about 4-fold lower compared to that of the hydrophilic 
compound TEMPOL (just the –OH group attached to 
TEMPO). In line with these findings, benzoate group 
attachment to TEMPO dramatically enhances the 
partition coefficient in liposome studies [26, 27]. Thus, 
depending on the specific task at hand, the cytotox-
icity of nitroxides (IC50 values) can be considerably 
modified by an assortment of group attachments. The 
membrane partitioning values determined by the use 
of EPR spectroscopy can provide a preliminary, quick 
assessment of the cytotoxicity of nitroxide compounds.

CONCLUSIONS
TEMPO partitioning in the membranes of healthy and 
cancer cells of human lung tissues indicates that com-
pared to healthy cells, the partition coefficients for the 
cancer cells are significantly higher. A positive corre-
lation is observed between the temperature and the 
partition coefficient values for both cell types. The DGK 
values determined for TEMPO suggest that, compared 
to healthy cells, cancer cells more readily incorporate 
TEMPO molecules into their membrane. The lowest 
free energy change required to transfer TEMPO from 
an aqueous to a lipid phase of the membrane was ob-
served in cancer cells at pH 7.3. Considering TEMPO 
as an anti-cancer drug for various types of cancer, in 
addition to standard chemotherapy, complementary al-
kalization therapy to change the acidic microenviron-
ment to a slightly more alkaline one could be benefi-
cial to some cancer patients. The TEMPO partitioning 
experiments described above were performed on four 
additional lung cancer patients. The characteristics of 
TEMPO partitioning were similar in all cases. However, 
the difference between the values of the TEMPO par-
titioning coefficients for lung normal and cancer cells 
varied and was case-dependent. The benefit derived 
from hyperthermia and/or alkalization may not be ef-
fective in all cases. Therefore, characterization of cells 
by TEMPO partitioning could be a valuable tool for 
choosing a proficient strategy for personalized cancer 
chemotherapy. Our experiments with C12SL indicate 
that the increased membrane dynamics in cancer cells 
could be a mechanism of enhanced partitioning of 
TEMPO. 
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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. 



122 | ACTA NATURAE | ТОМ 15 № 4 (59) 2023

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ 2023

 • Десятичные цифры набираются только через точку, 
а не через запятую (0.25 вместо 0,25). 
 • Сокращения единиц измерений пишутся только русски-
ми буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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


	Животные модели митохондриальных заболеваний, вызванных мутациями в ядерных генах
	Кооперация и конкуренция вторичной структуры и РНК-белковых взаимодействий в регуляции альтернативного сплайсинга 
	Микроскопия мягкого рентгеновского диапазона в клеточной биологии: современное состояние, вклад и перспективы
	Мускариновые холинорецепторы в скелетной мышце: локализация и функциональная роль 
	Потенциал и использование индуцированных плюрипотентных стволовых клеток в генной и клеточной терапии ретинопатий и оптических нейропатий
	Экспрессия RIPK3 в фибробластах в модели кожной раны in vivo и in vitro: противоречивый результат
	Проверка метилирования митохондриальной 12S рРНК предполагаемой метилтрансферазой METTL17
	Противовирусная активность in vitro нового производного индол-3-карбоновой кислоты в отношении SARS-CoV-2
	Производное красителя BODIPY для необратимого флуоресцентного маркирования эукариотических клеток и их одновременного цитометрического анализа
	Система для самоактивируемой адресной фотодинамической терапии на основе мультимодального белка DARP-NanoLuc-SOPP3

