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БИОЛОГИЯ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

О.Ю. Алексеева, П.И. Бобылёва, Е.Р. Андреева

Активность внутриклеточных 
органелл и содержание активных 
форм кислорода в макрофагах при 
взаимодействии с мезенхимальными 
стромальными клетками
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РАН, г. Москва, Россия
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Alekseeva.olgay@gmail.com

В  настоящее время взаимодействие мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток (МСК) и моно-
цитов/макрофагов (МН/МФ) рассматривается как клю-
чевой регуляторный механизм при повреждении ткани, 
которое связано с  депривацией нутриентов и  О2. МСК 
изменяют поведение мононуклеарных фагоцитов, инду-
цируя противовоспалительный (М2) фенотип. В  связи 
с этим, активно изучаются механизмы, с помощью кото-
рых происходит изменение поляризации макрофагов по-
сле взаимодействия с МСК.

Целью данной работы являлось изучение эффектов 
короткого гипоксического воздействия на  активность 
внутриклеточных органелл и  содержание АФК в  МН/
МФ при сокультивировании с МСК.

МН выделяли из фракции мононуклеаров перифери-
ческой крови человека, а  МСК из  жировой ткани чело-
века и культивировали в стандартных условиях (5% СО2, 
37 °С). Сокультивирование проводили в течение 6 дней — 
период, за  который происходило созревание МН/МФ, 
после чего клетки подвергались короткому (24 ч) гипок-
сическому воздействию (1% О2). Оценку активности вну-
триклеточных органелл проводили с помощью флуорес-
центных зондов методом проточной цитофлуориметрии. 
Ранее мы  показали, что МН/МФ  в  присутствии МСК 
проявляли признаки М2 поляризации, о чем свидетель-
ствовало увеличение экспрессии CD163 и CD206, а так-
же более высокая фагоцитирующая способность.

В  условиях 20% О2  при контактном и  паракринном 
взаимодействии с  МСК в  МН/МФ  наблюдалось уве-
личение средней интенсивности флуоресценции (СИФ) 
MitoTracker в 1,2 и 1,3 раза, соответственно. Это может 
говорить о более активном накоплении в МН/МФ зонда 
в результате увеличения количества активных митохон-
дрий или повышения их трансмембранного потенциала. 
Лизосомальный компартмент МН/МФ характеризовал-
ся снижением СИФ LysoTracker в 2,4 раза при контакт-
ном взаимодействии с  МСК. Содержание АФК в  МН/
МФ увеличилось в 2,4 и 1,9 раза при контактном и пара-
кринном взаимодействии с МСК, соответственно.

После 24  часов экспозиции при 1% О2  СИФ 
MitoTracker в  МН/МФ  уменьшилась на  20% в  моно-
культуре, на  50%  — при прямом и  не  изменилась 

при паракринном контакте с  МСК. Снижение СИФ 
LysoTracker при паракринном взаимодействии состави-
ло 1,3 раза, а при прямом контакте — 1,2 раза. СИФ АФК 
при паракринном взаимодействии и  прямом контакте 
увеличилась в 2,2 раза и 1,7 раза, соответственно.

Таким образом, увеличение числа активных митохон-
дрий и  АФК в  МН/МФ  при сокультивировании с  МСК 
может обеспечивать повышение МСК-индуцированной 
фагоцитирующей способности МН/МФ. При коротком 
гипоксическом стрессе снижается активность внутри-
клеточных органелл, тогда как содержание АФК в МН/
МФ увеличивается.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
17-04-00942.
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Общеизвестно, что клеточное старение является 
важной составной частью организменного старения. 
Считается, что при старении уровень активных форм кис-
лорода (АФК) в клетках повышается. Однако до сих пор 
неизвестно, как изменятся при старении уровень пере-
киси водорода — одного из важнейших внутриклеточных 
окислителей и медиатора редокс-зависимых сигнальных 
процессов. На сегодняшний день лучшим инструментом 
для детекции перекиси водорода в индивидуальных жи-
вых клетках являются генетически кодируемые биосен-
соры на  основе гомологов зеленого флуоресцентного 
белка GFP. Биосенсор HyPer, разработанный для этих 
целей в  институте  биоорганической химии им.  акаде-
миков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, позво-
ляет детектировать субмикромолярные концентрации 
Н2О2  в  различных компартментах клетки. Этот сенсор 
является рН-зависимым, и  для контроля полученных 
результатов его создатели рекомендуют совместно 
с HyPer использовать нечувствительную к перекиси мо-
дификацию сенсора  — SypHer, обладающую аналогич-
ной рН-зависимостью. В  настоящей работе проанали-
зировано изменение внутриклеточного уровня Н2О2 при 
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индукции клеточного старения в  культурах эндометри-
альных мезенхимных стволовых клеток человека (ЭМСК 
2804), инфицированных вирусными векторами vHyPer-
cyto и  vSypHer-cyto. Исследовались эффекты стресс-
индуцированного и  репликативного старения ЭМСК. 
Программа стресс-индуцированного старения активиро-
валась действием перекиси водорода Н2О2 в диапазоне 
концентраций 50–200 мкМ. Изменение уровня внутри-
клеточной перекиси водорода в постаревших и контроль-
ных клетках оценивали путем цитофотометрического 
анализа клеток, экспрессирующих биосенсоры vHyPer-
cyto и vSypHer-cyto в клеточной цитоплазме. Полученные 
результаты свидетельствуют о  том, что при старении 
наблюдается снижение концентрации Н2О2 в  клеточной 
цитоплазме, что может быть связано с понижением ме-
таболической активности постаревших клеток.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
19-04-00994.
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Мужское бесплодие является серьезной медицин-
ской проблемой, так как примерно в  половине случаев 
имеет идиопатическую природу. Пациентам с  идиопа-
тическим течением болезни терапию подбирают эмпи-
рически, что нередко оказывается малоэффективным. 
Таким образом, в настоящее время поиск эффективных 
способов восстановления мужской фертильности явля-
ется актуальной задачей. Поскольку идиопатические на-
рушения могут быть обусловлены многими факторами, 
целесообразно исследовать возможность применения 
мультитаргетных лекарственных препаратов, биомеди-
цинских клеточных продуктов и  их  производных в  виде 
субстанции на  основе секретома клеток для восстанов-
ления мужской фертильности. Однако разработка и стан-
дартизация лекарственного препарата сложного состава 
требует установления основных молекул-эффекторов 
и мишеней in vitro.

Для этого в  нашей лаборатории на  основании дан-
ных литературы были выбраны и  апробированы прото-
колы выделения и  культивирования сперматогониаль-
ных стволовых клеток (ССК), клеток Лейдига и  клеток 

Сертоли из  семенников крысы, в  которых варьировали 
различные параметры (время выделения, температура, 
состав ферментов, применение градиентного центрифу-
гирования). Полученные культуры клеток были охаракте-
ризованы методами морфометрического и  иммуноци-
тохимического анализов, сохранение функциональной 
активности клеток было проверено с  помощью ИФА 
и вестерн-блоттинга.

Нами были выбраны протоколы, позволяющие полу-
чить жизнеспособные чистые культуры за  оптимальное 
время. Однако, при анализе на более поздних пассажах 
выделенные с  помощью данных протоколов культуры 
клеток Сертоли и  Лейдига экспрессировали маркеры, 
которые не присущи им в ткани, но свойственны их бли-
жайшему окружению. Полученные результаты могут 
свидетельствовать как о незначительной контаминации 
полученных культур другими типами клеток, не заметном 
на ранних пассажах, так и о существенном влиянии усло-
вий культивирования на фенотип. На основании получен-
ных данных можно предположить возможность перехода 
одного фенотипа клеток в  другой как минимум, in  vitro, 
что заставляет пересмотреть современные взгляды 
на  пластичность данных клеток и  сложившийся набор 
маркёров для их фенотипирования.

Детальное исследование обнаруженного феномена 
может указать на  методические недостатки выделения 
и  пассирования культур клеток из  семенников. Кроме 
того, исследования возможности изменения феноти-
па клеток микроокружения ССК in  vitro могут указать 
на  еще не  открытые механизмы регуляции гомеостаза 
ССК и сперматогенеза.

Работа выполнена при поддержке РНФ (проект № 19-
75-30007, выделение и культивирование клеток), РФФИ 
(№ 18-315-00403, реактивы для молекулярно-биологи-
ческих исследований) и в рамках государственного зада-
ния МГУ имени М.В. Ломоносова с использованием обо-
рудования, закупленного по П рограмме развития МГУ 
(молекулярно-биологические тесты).
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В  стволовых клетках мыши экспрессируются три 
негистоновых белка семейства HMGB  — HmgB1, 
HmgB2  и  HmgB3. Эти белки характеризуются высокой 
гомологией как первичной структуры, так и  простран-
ственной организации ДНК-связывающих доменов. 
Основными отличиями в структуре данных белков явля-
ется длина С-концевого фрагмента, что, по-видимому, 
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в совокупности с посттрансляционными модификациями 
и  окислительно-восстановительным состоянием белков 
определяет различие выполняемых ими функций. Целью 
работы является исследование индивидуальной роли 
HmgB3  в  хроматине эмбриональных стволовых кле-
ток (ЭСК) мыши. С  помощью CRISPR/Cas9-технологии 
мы  получили и  охарактеризовали ЭСК, нокаутные 
по  HmgB3. Анализ полученных мутантов показал, что 
HmgB3-дефицитные клетки жизнеспособны и  по  фено-
типу существенно не  отличаются от  контрольных кле-
ток. Также мы  не  выявили существенных изменений 
в  экспрессии маркеров плюрипотентности Oct4, Nanog 
и  KlF4. В  то  же  время направленная дифференцировка 
HmgB3–/– ЭСК в нейрональном направлении in vitro по-
казала существенную задержку темпов такой дифферен-
цировки. Таким образом, полученные данные указывают 
на роль HmgB3 в нейрональных типах клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
(№ 18-04-01199_а).

А.В. Бородкина1, П.И. Дерябин1, А.А. Грюкова1, 
А.Н. Шатрова1, А.П. Домнина1, И.В. Горелова2, 
М.В. Рулев2, Н.Н. Никольский1

Накопление стареющих стромальных 
клеток обуславливает дисфункцию 
эндометрия
1 � Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, Россия
2 � ФГБУ «НМИЦ им. В.А. Алмазова», Санкт-Петербург, 

Россия

А.V. Borodkina1, P.I. Deryabin1, A.A. Griukova1, 
A.N. Shatrova1, A.P. Domnina1, I.V. Gorelova2, 
M.V. Rulev2, N.N. Nikolsky1

Accumulation of senescent stromal 
cells mediates dysfunction 
of endometrium
1 � Institute of Cytology RAS, St-Petersburg, Russia
2 � Almazov National Medical Research Centre, 

St‑Petersburg, Russia

borodkina618@gmail.com

Сегодня убедительно продемонстрировано наличие 
взаимосвязи между накоплением стареющих клеток, 
дисфункцией тканей и  прогрессией самых разнообраз-
ных патологий. Источником стареющих клеток в  орга-
низме служат нормальные клетки, функционирование 
которых нарушается в  результате стрессовых воздей-
ствий, повреждения ДНК, при длительном воздействии 
медиаторов воспаления и  вследствие метаболических 
изменений.

В  настоящей работе мы  исследовали молекулярные 
механизмы взаимосвязи старения эндометриальных 
стромальных клеток (эСК) и  функционирования тка-
ни эндометрия. ЭСК являются основным компонентом 
стромы эндометрия и  отвечают за  циклическое восста-
новление функционального слоя и  его гормон-индуци-
рованную дифференцировку (децидуализацию), необхо-
димую для имплантации эмбриона. На  начальном этапе 
исследований мы  сравнили линии первичных эСК, полу-
ченных от разных доноров, по способности к дифферен-
цировке и  экспрессии маркеров клеточного старения. 
Проанализировав широкий набор параметров, мы  обна-
ружили четкую отрицательную корреляцию  — линии эСК 
с наиболее выраженными признаками старения обладали 

наименьшей способностью к  гормон-индуцированной 
дифференцировке. Для изучения молекулярных причин 
выявленной корреляции мы использовали in vitro модель 
преждевременного старения эСК. Оказалось, что по срав-
нению с молодыми клетками стареющие эСК практически 
полностью утрачивали способность к  децидуализации, 
в  частности за  счет снижения экспрессии рецепторов 
прогестерона и эстрогена и повышения уровня внутрикле-
точных АФК. Для более глубокого анализа молекулярных 
механизмов, обуславливающих нарушение децидуальной 
дифференцировки стареющих эСК, мы  провели РНК-
секвенирование. При анализе данных NGS мы  выявили 
значительные изменения в профилях экспрессии ключе-
вых «децидуальных» генов в стареющих эСК.

Наконец, мы  проверили, могут ли  стареющие эСК 
влиять на  основную физиологическую функцию тка-
ни эндометрия  — восприимчивость к  имплантации эм-
брионов. Для реализации этой задачи мы  использо-
вали модель имплантации in  vitro, подразумевающую 
ко-культивирование клеток хориокарциномы и  диффе-
ренцированных эСК. Оказалось, что старение эСК нега-
тивно влияло на процесс имплантации, в частности нару-
шало прикрепление и инвазию модельных «бластоцист».

Полученные результаты являются первым свидетель-
ством драматических последствий накопления старею-
щих клеток в  ткани эндометрия и  в  перспективе могут 
лечь в  основу разработки подхода для восстановления 
рецептивности эндометрия при лечении многократных 
неудач имплантации.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РНФ в рамках научного проекта № 19-74-10038.
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В  настоящее время одним из  перспективных на-
правлений клеточной терапии является применение 
мезенхимальных стромальных клеток (МСК). Изучение 
биораспределения клеток после введения в организм — 
важный этап доклинических исследований биомедицин-
ского клеточного препарата [1]. Цель работы — оценить 
распределение меченых МСК у лабораторных животных.

В  опытах использовали самцов лабораторных нели-
нейных мышей (n=20) в возрасте 6 мес. массой 19–21 г. 
Эксперименты проводили в соответствии с положениями 
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«Европейской конвенции о  защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментальных и других на-
учных целей» (Страсбург, 1986). МСК выделяли из кост-
ного мозга мышей (n=5) по  общепринятой методике. 
С  учетом иммунологических свойств мезенхимальных 
клеток, подбор совместимых пар «донор-реципиент» 
не осуществляли. Клетки культивировали в среде αMEM 
с  добавлением эмбриональной телячьей сыворотки 
(20%) в условиях 5% CO2 и температуре 37 °С. Мечение 
МСК производили сукцинимидным эфиром дикарбо-
скифлуоресцеина по протоколу производителя. Меченые 
клетки вводили в хвостовую вену в количестве 1х106 / 
кг. Мышей выводили из эксперимента через 1 (n=5), 24 
(n=5) и 72 (n=5) ч после введения взвеси клеток, извле-
кали сердце, легкие, печень, селезенку, почки. Выполняли 
гистологическую проводку биологического материала 
по  общепринятому способу и  готовили парафиновые 
блоки. Изучение срезов тканей проводили с использова-
нием люминесцентного микроскопа Axio Scope A1 (х100, 
длины волн возбуждения — 475 нм, эмиссии — 530 нм).

Через 1  ч  максимальное количество меченых МСК 
обнаруживали в легких (12–14 клеток в поле зрения, ме-
диана Me=13), в меньшем числе — в почках (3–8 клеток 
в поле зрения, Me=4), в сердце (2–5, Мe=3), в селезенке 
(2–3, Me=2), в печени (1–2, Me=1). Через 24 ч наиболь-
шая концентрация детектируемых элементов выявлена 
в почках (3–6 клеток в поле зрения, Me=4), в остальных 
исследованных органах — менее 2 клеток в поле зрения. 
К концу эксперимента (72 ч) количество флуоресцирую-
щих МСК в тканях животных значительно снизилось и со-
ставляло не более 1 клетки в поле зрения. Наблюдаемая 
динамика содержания меченых элементов в органах со-
гласуется с опубликованными данными [2].

Таким образом, изучено биораспределение меченых 
МСК после внутривенного введения лабораторным жи-
вотным. Исследуемые клетки элиминируются из тканей 
в течение 3 суток.

Работа выполнена при поддержке гранта ФГБУ 
«Фонд содействия развитию малых форм предприятий 
в научно-технической сфере».
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В тканях организма человека взаимодействие клеток 
между собой и  компонентами межклеточного матрикса 
реализует сеть биохимических и механических сигналов, 
имеющих важное значение для поддержания клеточного 
гомеостаза. Были предприняты многочисленные попыт-
ки разработать трехмерные модели клеточных культур 
для изучения их свойств и понимания механизмов регу-
ляции клеточного микроокружения in vivo. Одной из таких 
моделей кардиального микроокружения являются карди-
осферы (КС)  — гетерогенная популяция прогениторных 
клеток сердца, которые способны самопроизвольно вос-
создавать 3D микроокружение, подобное «клеточным 
нишам» миокарда, и  обеспечивать сохранение межкле-
точных контактов, принципов метаболического и  секре-
торного регулирования. Однако механизмы, регулирую-
щие их формирование, остаются малоизученными.

Цель исследования: изучить влияние TGF-beta 
на сборку 3D кардиальных сфероидов.

В  работе использованы образцы миокарда мышей 
C57Bl6. Для получения эксплантной культуры использо-
валась среда IMDM, 20% фетальной сыворотки теленка 
(ФСТ), глутамин, 2-меркаптоэтанол (МЭ), антибиотики; 
для сборки кардиосфер — комбинированная среда 35% 
IMDM/65% DMEM–F12, 3% ФСТ и ростовые факторы. 
Исследование иммунофенотипа проводили с  помощью 
метода иммунофлуоресцентного окрашивания, экспрес-
сию генов SNAI/SLUG — ПЦР в реальном времени.

Мы  обнаружили, что клетки эксплантной культуры 
в соответствующих условиях способны формировать КС, 
представляющие собой кардиальные сфероиды, в  цен-
тральной части которых локализуются клетки, экспрес-
сирующие маркеры стволовых клеток Oct4 и c-kit, окру-
женные клетками мезенхимального фенотипа (CD105+, 
CD73+) и  сосудистыми/кардиальными клетками-пред-
шественницами (Gata4+, Pecam+, SMA+). Пересадка 
КС  в  среду с  высоким содержанием сыворотки способ-
ствует их  «разборке» и  получению 2D культуры клеток. 
Образование КС  сопряжено с  повышением экспрессии 
генов-индукторов эпителиально-мезенхимального пере-
хода (ЭМП) по сравнению с 2D культурой: SNAI (>5 раз) 
и SLUG (>7 раз). Добавление TGF-beta — классического 
индуктора ЭМП — приводило к активации сборки крупных 
и мелких сфероидов. Напротив, воздействие ингибитора 
SB431542 в комбинации с TGF-beta нарушало процесс 
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сфероидогенеза, что проявлялось в  увеличении числа 
первичных клеточных скоплений и  снижением количе-
ства полноценных 3D структур.

Таким образом, TGF-beta способствует сборке КС, ко-
торая сопровождается повышением экспрессии генов 
SNAI/SLUG, что указывает на  возможное участие ЭМП 
в  процессе их  формирования. КС  имеют сложную трех-
мерную организацию, сформированную разными типами 
клеток и белками внеклеточного матрикса, что позволяет 
их рассматривать в качестве 3D модели кардиального ми-
кроокружения ex vivo для биомедицинских исследований.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 17-15-01368 и РФФИ № 18-015-00430.
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Получение мультипотентных мезенхимальных ство-
ловых клеток (ММСК) сельскохозяйственных животных 
представляет большой интерес для ветеринарной реге-
неративной медицины. Основными источниками для вы-
деления ММСК является костный мозг и жировая ткань 
(ЖТ). В  связи с  этим, целью работы было выделение 
из ЖТ овец клеток со свойствами ММСК. Биологический 
материал был получен в  условиях вивария методом ис-
сечения 2 грамм жира из подкожно-жировой клетчатки 
при местной анестезии с соблюдением всех правил асеп-
тики и антисептики. ЖТ в количестве трех образцов была 
получена от  трех самцов в  возрасте от  8–12  месяцев. 
Выделение, культивирование и  характеристику ММСК 
ЖТ  овец проводили по  методике, разработанной нами 
ранее  [1]. Оценку способности ММСК к  направленной 
дифференцировке в  адипо-, остео- и  хондрогенном на-
правлениях in  vitro изучали с  использованием коммер-
ческих наборов StemPro (Gibco, США) и  дальнейшим 
окрашиванием специфическими красителями. В резуль-
тате была получена популяция клеток со  свойствами 
ММСК. Полученные клетки обладали фибробластопо-
добной морфологией, адгезией к культуральному пласти-
ку и клонообразующей способностью. Среднее значение 
времени одной цитогенерации составляло (48±0,05  ч) 
с  митотическим индексом 3,4 ‰. При индукции к  диф-
ференцировке обладали способностью на  14–24-e  сут 
формировать клетки жировой, костной и  хрящевой 
тканей, что подтверждалось специфической окраской. 
Таким образом, нами было показано, что ЖТ овец явля-
ется легкодоступным и  перспективным источником для 
выделения клеток со  свойствами ММСК. Полученные 
данные представляют интерес для дальнейшего разви-
тия ветеринарной регенеративной медицины.

Работа выполнялась в  рамках НИР № 0578-2018-
0006 «Создание новых клеточных систем с заданными 
свойствами на  основе стволовых клеток млекопитаю-
щих, в  том числе сельскохозяйственных животных для 
ветеринарии, вирусологии и биотехнологии».

Литература:
1.	 Савченкова И.П., Эрнст Л.К., Гулюкин М.И. и др. Методиче-

ские наставления по  выделению мультипотентных мезен-
химных стволовых клеток из  тканей взрослых особей мле-
копитающих, изучению их свойств и признаков. В сборнике: 
Современные средства и методы обеспечения ветеринарно-
го благополучия по инфекционной и протозойной патологии 
животных, рыб и пчел. Москва, 2011: 304–314.

Е.С. Войнова, П.А. Тюрин-Кузьмин

Гормональная регуляция 
и пролиферативно-
дифференцировочный потенциал 
мезенхимных стромальных клеток 
при их старении

Московский государственный университет, Москва, 
Россия

E.S. Voynova, P.A. Tyurin-Kuzmin

Hormonal regulation and 
proliferative-differential potential 
of mesenchymal stromal cells in their 
aging process

Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

voynovaes.pharm@gmail.com

Мезенхимные стромальные клетки (МСК) располага-
ются в  строме большинства тканей и  являются стволо-
выми клетками взрослого организма. Они представляют 
большой интерес для современной науки в связи с их по-
тенциальным использованием в регенеративной медици-
не. В  качестве перспективных направлений рассматри-
ваются применение их для аутологичной трансплантации 
и  стимуляции эндогенных механизмов репарации и  ре-
генерации поврежденных тканей. Как стволовые клетки, 
они обладают способностью к  самообновлению и  диф-
ференцировке — процессов, от которых зависит размер 
популяции МСК и ее регенеративный потенциал на про-
тяжении жизни человека. Старение популяции стволовых 
клеток влияет как на  пролиферативные свойства МСК, 
так и на их способность к дифференцировке. Ранее было 
показано, что так называемое «время удвоения» популя-
ции как на ранних, так и на поздних пассажах выше у по-
жилых доноров. Более того, этот параметр значитель-
но увеличивается с  каждым последующим пассажем. 
Кроме того, отмечается снижение мультипотентности 
дифференцировки и проявление признаков репликатив-
ного старения.

В качестве моделей стареющих МСК нами использо-
вались клетки, выделенные из доноров разного возрас-
та, и  продолжительное пассирование клеток в  культу-
ре. Митотическая активность, адиподифференцировка 
и гормональная регуляция клеток наблюдались в режи-
ме реального времени на уровне одиночных клеток.

В  процессе исследования удалось выяснить, что 
клетки как молодых, так и  пожилых доноров, выса-
женные в  большей плотности, эффективнее перехо-
дят в  адиподифференцировку. Обнаружилось, что се-
несцентные клетки обладают меньшим потенциалом 
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к  дифференцировке, а  также теряют гормональную ре-
гуляцию данного процесса. Так, клетки молодых доно-
ров на  ранних пассажах эффективнее переходят в  ади-
подифференцировку после стимуляции серотонином 
и хуже — после стимуляции норадреналином, в то время 
как сенесцентным клеткам ни один из данных эффектов 
не присущ. Помимо этого, в процессе старения меняется 
процент клеток, отвечающих на гормоны, и характер этих 
ответов.

В  данной работе был выявлен ряд особенностей из-
менения свойств МСК в процессе их старения, понима-
ние которых необходимо для контролируемого использо-
вания этих клеток в регенеративной медицине.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 19-315-80018.
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Человеческий лейкоцитарный антиген G (HLA-G) экс-
прессируется в плаценте и позволяет обеспечить имму-
нотолерантность материнского иммунитета к  антиген-
ным клеткам плаценты и плода[1]. Ранее было показано, 
что экспрессия HLA-G  в  раковых клетках способствует 
избеганию иммунного ответа[2]. Кроме того было по-
казано, что экспрессия в  трансплантируемых органах 
HLA-G также способствует их приживаемости[2].

Свойство HLA-G, подавлять реакцию иммунного-от-
торжения вселяет надежду на его использование для по-
лучения гипоиммуногенной линии ИПС клеток.

В  данном исследовании нами были получены 4  ли-
нии клеток с  гиперэкспрессией HLA-G. Две линии ИПС 
клеток мыши с  гемофильным фенотипом экспрессиру-
ющие HLA-G1 и HLA-G5 соответственно. В данном слу-
чае гиперэкспрессия достигалась за счёт лентивирусной 
трансфекции, при этом трансген находился под промото-
ром фактора элонгации трансляции 1 (промотор EF1-α). 
Также было получено 2 линии ИПС клеток гемофильной 
мыши с  альфоидной искусственной хромосомой чело-
века, содержащей фактора свёртывания 8 (ИХЧ-FVIII) 

с  экспрессией HLA-G1  и  HLA-G5  соответственно. При 
этом, гиперэкспрессия достигалась за  счёт интеграции 
трансгена методом CRISPR/CAS9-knock-in  в  регион 
генома Rosa26. В  данном случае трансген находился 
под промотором CAG. С помощью вэстерн блота мы по-
казали, что оба метода позволяют обеспечить высокий 
уровень гиперэкспресии. При этом, уровень экспрессии 
достигнутый за  счет CRISPR-knock-in  выше чем за  счёт 
лентивирусной трансфекции.

В  дальнейшем планируется оценить эффект гипе-
рэкспрессии HLA-G  в  цитотоксическом тесте in-vitro, 
а  также провести трансплантацию ИПС клеток с  гипе-
рэкспрессией HLA-G мышам линии (С57BL/6) и оценить 
их приживаемость.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
№ 18-04-01199 А.
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Рак яичников (РЯ) имеет одни из  наиболее высоких 
показателей смертности от  злокачественных опухолей 
среди женщин в мире. Циркулирующие опухолевые клет-
ки (ЦОК) играют важную роль в гематогенном, импланта-
ционном метастазировании и развитии рецидивов рака. 
Ряд исследований демонстрирует наличие корреляций 
между фенотипом ЦОК и  клиническим течением зло-
качественных заболеваний. Целью исследования была 
оценка фенотипа ЦОК у больных РЯ. Материалы и мето-
ды. Исследование включало первичных больных эпите-
лиальным РЯ I-IV стадий FIGO, поступавших в Областной 
Клинический Онкологический Диспансер, г. У льяновск 
в  2019–2020  г. г. Письменное информированное со-
гласие, соответствующее принципам Хельсинкской 
декларации 2013  г., было получено от  всех участниц 
исследования. Образцы крови были получены до проти-
воопухолевого лечения. Используя метод проточной ци-
тометрии (Cytoflex S (BECKMAN COULTER, USA)), мы оце-
нили количество ЦОК эпителиального (CD45-/EpCAM 
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+/виментин-) и  мезенхимального (CD45-/EpCAM-/ви-
ментин+) фенотипов, а также присутствие ЦОК стволово-
го фенотипа (CD45-/CD44+, CD45-/CD44+/ALDHhigh) 
в пересчете на 1 мл крови.

Результаты. Мы обнаружили в крови пациенток эпи-
телиальные ЦОК (медиана 20; Q1-Q3  12,9–40,1  кл/
мл) и мезенхимальные ЦОК (медиана 29; Q1-Q3 20,4–
124,2 кл/мл). При подсчете отношения числа эпители-
альных ЦОК к  числу мезенхимальных мы  обнаружили, 
что соотношение >1 наблюдается у больных с отсутстви-
ем асцита, отдаленных метастазов, распространения 
опухоли за  пределы малого таза, тогда как соотноше-
ние ≤1  во  всех случаях сопровождалось распростране-
нием опухоли. Кроме того, у  больных с  соотношением 
ЦОК >1  медиана уровня СА-125  до  лечения составила 
63 Ед/мл в сравнении с 352 Ед/мл при соотношении ≤1. 
Мы  также установили наличие в  крови больных РЯ  IIIC-
IV  стадий присутствие CD45-/CD44+ ЦОК (медиана 
92; Q1-Q3  60,8–280,7  кл/мл). Коэкспрессия CD44+/
ALDHhigh в ЦОК наблюдалась только в 1 образце.

Выводы. Количественное преобладание ЦОК мезен-
химального фенотипа над эпителиальными у  больных 
РЯ ассоциировано с менее благоприятными клинически-
ми параметрами при первичной диагностике. У больных 
распространенным РЯ  в  крови присутствуют стволово-
подобные ЦОК фенотипа CD45-/CD44+.

Данная работа была поддержана грантом РФФИ 
№ 19-315-90011.

П.А. Голубинская1, 2, М.В. Сарычева2, 
М.В. Пузанов1, Ю.Е. Бурда1, 2

Применение секретома стволовых 
клеток в лечении адъювантного 
артрита, эндотоксического шока 
и кожного заболевания на животных 
моделях
1 � ООО «Центр клеточных технологий Бирюч», 

с. Малобыково, Россия
2 � Белгородский государственный национальный 

исследовательский университет, г. Белгород, 
Россия

P.A. Golubinskaya1, 2, M.V. Sarycheva2, 
M.V. Puzanov1, Y.E. Burda1, 2

Application of the stem cell secretome 
in the treatment of adjuvant arthritis, 
endotoxic shock and skin disease 
on animal models
1 � “Center of Cell Technologies Biruch”, l. l. c., Malobykovo 

village, Russia
2 � Belgorod State National Research University, 

Belgorod, Russia

polinapigeon@gmail.com

На  сегодняшний день применение метаболитов ме-
зенхимальных стволовых клеток (МСК)  — актуальная 
область в  регенеративной медицине. Целью исследо-
вания стало изучение эффективности секретома МСК 
на моделях воспалительных заболеваний: адъювантного 
артрита, псориазиформного поражения кожи у крыс ли-
нии Wistar весом 200–260 г и эндотоксического шока 
у белых беспородных мышей весом 20–38 г.

Для моделирования артрита самкам крыс вводи-
ли 100  мкл полного адъюванта Фрейнда в  плантарную 

поверхность задних лап. Введение повторяли через неде-
лю. Через 2 недели после первого введения наблюдался 
отёк задних лап, хромота. Затем в заднюю правую лапу 
подкожно вводили 100  мкл секретома МСК, стандар-
тизированный по количеству белка 1 мг/1 мл, в группе 
контроля — физраствор. Отёк лап измеряли с помощью 
электронного штангенциркуля. По показателям продоль-
ных и поперечных размеров лап крыс не было выявлено 
значимых различий между группами.

Для индукции эндотоксического шока применяли 
500  мкг липополисахарида в  физ. растворе, который 
вводили мышам внутрибрюшинно. После этого вводи-
ли 1  или 10  мкг секретома МСК, в  группе контроля  — 
физраствор. Смертность мышей во  всех группах была 
одинаковой.

В качестве индуктора псориазоформного поражения 
кожи использовали 1% имихимод в  оливковом масле 
с 10% ДМСО, наносили 200 мкл суспензии на депили-
рованную кожу верхней половины спины самцов крыс. 
На 4-е сутки развивалось воспаление с гиперемией, от-
еком кожи, шелушением. Купирование воспаления про-
водили ежедневным однократным применением крема, 
крема с секретомом МСК или фторцинолона. В опытной 
группе и  в  группе фторцинолона со  2  дня применения 
был выявлен положительный эффект — уменьшение кле-
точности препаратов кожи, толщины дермы. В  отрица-
тельном контроле выраженность воспаления снижалась 
незначительно. Таким образом, противовоспалительная 
активность комплекса гуморальных факторов секретома 
МСК при местном применении способствует значимому 
снижению острого псориазиформного воспаления кожи. 
Это является основанием для дальнейшего изучения те-
рапевтических эффектов секретома МСК.
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Плюрипотентные стволовые клетки, представленные 
во время эмбриогенеза в эпибласте, обладают уникаль-
ными возможностями дифференцировки. Они дают на-
чало всем трем зародышевым листкам: нейроэктодерме, 
мезодерме и  дефинитивной энтодерме, а  также поло-
вым клеткам. In  vitro аналогом плюрипотентных клеток 
эпибласта являются эмбриональные стволовые клетки 
(ЭСК). Таким образом, ЭСК являются прекрасной моде-
лью для изучения процесса ранней дифференцировки. 
Одним из способов определения траектории дифферен-
цировки является оценка экспресcии ряда маркеров, 
в частности для нейроэктодермы — Sox1, для мезодермы 
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–Brachyury, дефинитивной энтодермы  — Foxa2. Для 
оценки экспрессии данных маркеров рядом преиму-
ществ обладает подход, основанный на создании репор-
терных клеточных линий путем вставки флуоресцентных 
белков непосредственно в  геном с  помощью системы 
CRISPR/Cas9. Так, нам удалось встроить перед стоп-
кодоном гена Foxa2, через 2A-сайт, ген флуоресцентного 
белка EGFP. Наличие сайта 2A приводит к образованию 
двух отдельных белков, благодаря чему они не  влияют 
на  функции друг друга, но  находятся в  эквимолярных 
соотношениях. Для гена T, который кодирует Brachyury, 
будет использован флуоресцентный белок tagBFP, а для 
Sox1 — tdTomato. Для проверки корректности работы на-
шей системы мы будем проводить направленные in vitro 
дифференцировки. Мы планируем получить систему для 
простого, точного и воспроизводимого анализа процес-
сов ранней дифференцировки.

Работа поддержана в  рамках РНФ 
№ 17-14-01407 2017–2019.
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Эпителий роговицы является высокоорганизован-
ной самообновляющейся прозрачной аваскулярной тка-
нью, выполняющей защитную и  оптическую функции. 
Гомеостаз эпителия роговицы поддерживают стволовые 
клетки (СК) роговичного лимба. Гибель этих клеток в ре-
зультате различных патологий приводит к  нарушению 
процесса эпителизации роговицы. Это состояние, на-
зываемое лимбальной недостаточностью (ЛН), характе-
ризуется нарастанием на роговицу конъюнктивы с фор-
мированием бельма. Для терапии ЛН разрабатываются 
подходы к созданию биоинженерных конструкций (БИК), 
способствующих реэпителизации роговицы после транс-
плантации. Перспективными являются скаффолды 
на основе коллагена — основного белка соединительной 
ткани организма. Клеточной составляющей таких БИК 
могут выступать СК роговичного лимба и слизистой ро-
товой полости.

Настоящая работа посвящена исследованию био-
совместимости скаффолда на  основе коллагенового 

гидрогеля (КГ) и  культивируемых внутри него СК  рого-
вичного лимба и  слизистой ротовой полости кролика. 
Для приготовления скаффолдов использовали коллаген 
I типа, полученный из крысиных хвостов в конечной кон-
центрации 2 мг/мл. В полученную смесь добавляли су-
спензию клеток в концентрации 2х105кл/мл геля. В ка-
честве клеточного компонента использовали меченые 
зелёным флуоресцентным белком (GFP) СК роговичного 
лимба и  слизистой оболочки ротовой полости кролика. 
Клетки культивировали в  КГ  в  течение двух месяцев. 
Жизнеспособность клеток оценивали по  их  морфоло-
гии, пролиферации, контракции гидрогелей и  миграции 
из них клеток.

Итог работы показал, что высокая биосовместимость 
компонентов обеспечивает возможность применения 
КГ для 3D культивирования СК роговичного лимба и сли-
зистой оболочки ротовой полости, что делает его пер-
спективным для использования при создании БИК для 
реэпителизации роговицы.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 19-34-90146.
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На сегодняшний день известно, что накопление ста-
рых клеток в  организме опосредует нарушения функ-
ционирования тканей и  органов. В  связи с  этим, одним 
из активно развивающихся направлений в биологии ста-
рения сегодня является поиск и разработка соединений, 
селективно убивающих старые клетки и получивших на-
звание сенолитики. В этой области уже имеются приме-
ры успешного использования таких агентов как in vitro, 
так и  in  vivo. Совокупность данных, полученных нашей 
исследовательской группой, свидетельствует в  пользу 
того, что старение эндометриальных стромальных кле-
ток (эСК) может приводить к  дисфункции эндометрия. 
Мы  предполагаем, что таргетное удаление старых кле-
ток может также служить подходом для предотвращения 
их  негативного влияния на  свойства эндометриальной 
ткани. Ввиду этого, целью нашей работы был поиск по-
тенциальной молекулярной мишени для элиминации ста-
рых эСК.

Согласно литературным данным старые клетки харак-
теризуются высокой устойчивостью к гибели. На первом 
этапе мы  проверили, отличается ли  жизнеспособность 
молодых и старых эСК в условиях окислительного стрес-
са, теплового шока, повреждения ДНК и индукции апоп-
тоза. Как и  ожидалось, старые клетки оказались более 
устойчивыми ко  всем видам стрессов. Установив этот 
факт, мы  сфокусировали внимание на  изучении моле-
кулярной основы повышенной устойчивости старых эСК 
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к  воздействию стрессов. Нам удалось обнаружить, что 
базальный уровень белка Hsp70 в старых клетках выше 
по сравнению с молодыми эСК. Кроме того, увеличение 
экспрессии Hsp70  при обработке стрессами в  старых 
эСК сильнее, чем в нормальных клетках. В связи с этим, 
мы проанализировали влияние ингибитора и активатора 
Hsp70, CL-43  и  U-133, соответственно, на  жизнеспо-
собность молодых и старых эСК, в том числе в условиях 
стресса. Мы  выявили, что индукция Hsp70  способству-
ет повышению устойчивости старых клеток, в  то  время 
как подавление его активности снижает их  выживае-
мость. Эти результаты позволяют нам заключить, что 
Hsp70 играет важную роль в обеспечении жизнеспособ-
ности старых эСК и может рассматриваться в качестве 
потенциальной мишени для запуска направленной гибе-
ли в  старых клетках, а  также в  контексте последующей 
разработки сенолитиков.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 20-34-70008.
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В настоящее время вклад клеточного старения в дис-
функцию тканей стал общепризнанным. Более того, по-
казано, что направленная элиминация стареющих кле-
ток при помощи генноинженерных и фармакологических 
подходов оказывается эффективной для лечения ряда 
возрастных заболеваний.

Считается, что нарушение целостности и  функци-
онирования тканей в  результате старения клеток про-
исходит ввиду утраты ими способности дифферен-
цироваться, потери их  пролиферативной активности 
и нарушений их сигнального сообщения с клетками окру-
жения. Большинство данных, раскрывающих эти меха-
низмы, были получены in vitro в искусственных моделях 
индукции старения различными стимулами (репликатив-
ное, онкоген-индуцированное, стресс-индуцированное 
типы клеточного старения). Результаты наших преды-
дущих исследований стресс-индуцированного старе-
ния стволовых / стромальных клеток эндометрия чело-
века (эСК) полностью совпадали с  описанными выше 
сценариями. В  данной работе мы  применили более 

физиологичный подход для проверки существования 
зависимости между состоянием старения эСК и их спо-
собностью дифференцироваться — комплексную оценку 
ряда первичных линий эСК, полученных от  различных 
доноров, по  уровню старения и  выраженности реакции 
на стимуляцию дифференцировки.

Чтобы ответить на этот вопрос, эСК дифференциро-
вались в  тканеспецифичном децидуальном направле-
нии, непосредственно отражающем их  нативную функ-
цию  — прегравидарную трансформацию стромы матки, 
опосредующую имплантацию и  приживление эмбриона. 
Децидуальный ответ клеток оценивали по общим марке-
рам — экспрессии генов PRL, IGFBP1 и FOXO1, а также 
с  использованием специальной репортерной трансген-
ной системы. Данная система функционирует на основе 
промотора, включающего специфичный для приматов 
связанный с  беременностью транспозон MER20, так 
что накопление флуоресцентного белка, экспрессиру-
емого под этим промотором, отражает интегративный 
децидуальный ответ. Клеточное старение оценивалось 
по  активности β-галактозидазы, накоплению липофус-
циновых гранул, размеру клеток и  экспрессии гена 
CDKN2A. Дальнейшая нормализация и  кластеризация 
результатов выявили отчетливую отрицательную корре-
ляцию между показателями децидуального ответа и мар-
керами старения среди анализируемых клеточных линий. 
Настоящие данные подтверждают результаты, получен-
ные ранее с  использованием модели индуцированного 
старения эСК in  vitro, и  подтверждают идею о  том, что 
стареющие клетки in  vivo могут вызывать дисфункцию 
тканей из-за  нарушения способности дифференциро-
ваться. Это наблюдение может также дополнительно учи-
тываться с точки зрения диагностики и лечения женского 
бесплодия.

Работа выполнена в  рамках проектов РФФИ № 20-
34-70008 (выделение линий эСК, культуральная рабо-
та) и РНФ № 19-74-10038 (молекулярно-биологическая 
работа).
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Кожа представляет собой сложную тканевую систему, 
состоящую из эпидермиса, дермы и гиподермы. Она вы-
полняет ряд жизненно важных функций, которые обеспе-
чивают нормальное функционирование всего организма. 
В  случае повреждения кожи необходимо её  скорейшее 
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восстановление. Ключевую роль в  защитной функции 
кожи играет эпидермис, обладающий регенератор-
ным потенциалом и  способностью к  самообновлению. 
Основную массу клеток эпидермиса составляют кера-
тиноциты (КЦ). Гомеостаз эпидермиса поддерживают 
стволовые клетки (СК) эпидермиса: КЦ  его базального 
слоя и СК волосяных фолликулов. Однако реэпителиза-
ция (РЭ) дефекта при обширных ожоговых повреждениях 
кожи остается главной проблемой, а  её  решением яв-
ляется дерматомная кожная пластика. Нехватка или от-
сутствие донорского материала для пластики побудило 
исследователей к  разработке эквивалентов кожи (ЭК), 
состоящих из  скаффолда и  культивируемых клеток. 
Однако до  сих пор нет ЭК, способного заменить ауто-
пластику перфорированным кожным лоскутом. При по-
вреждении кожи должна запуститься РЭ, однако она 
не может быть достигнута, пока не произойдет миграция 
эпидермальных СК из края раны и трансплантата к ране-
вой поверхности. Признавая важность миграции СК эпи-
дермиса при РЭ  раны, нужно создать микроокружение, 
способствующее их миграции для быстрой РЭ. Роль ми-
кроокружения может играть скаффолд на основе колла-
генового гидрогеля (КГ).

Настоящая работа посвящена введению в  культуру 
СК эпидермиса и оценке возможности создания на их ос-
нове ЭК  для РЭ  кожи. Источником СК  служил эпидер-
мис биоптатов кожи век взрослых доноров. Клетки вы-
деляли методом ферментативной дезагрегации ткани. 
Полученную первичную культуру пассировали и криокон-
сервировали на различных пассажах. Клетки характери-
зовали по  основным стволовым маркерам и  маркерам 
дифференцировки с  использованием методов проточ-
ной цитометрии и  иммуноцитохимии. Исследовали воз-
можность использования КГ в качестве скаффолда для 
3D клеточного культивирования полученных клеток в це-
лях создания эпидермального эквивалента кожи (ЭЭК).

Полученные результаты свидетельствуют, что эпи-
дермис кожи является потенциальным источником эпи-
дермальных СК. Выявлена высокая биосовместимость 
и  принципиальная возможность применения КГ  для 3D 
культивирования СК эпидермиса в целях создания ЭЭК. 
Дальнейшие исследования позволят разработать ЭЭК 
для оптимизации аутопластики перфорированным кож-
ным лоскутом при лечении ожоговых ран или полноцен-
ной ее замене.
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Мезенхимные стромальные клетки (МСК) считаются 
важнейшими участниками поддержания клеточного го-
меостаза в  организме и  регуляторами сложного баланса 
между процессами репарации и регенерации тканей после 
повреждения. Показано, что в ответ на различные внешние 
сигналы эти клетки продуцируют широкий спектр биоло-
гически активных компонентов, включая секретируемые 
в составе внеклеточных везикул (ВВ) регуляторные некоди-
рующие РНК, которые способны перепрограммировать ми-
кроокружение. Мы показали, что под влиянием процессов, 
происходящих в организме человека при старении и разви-
тии хронических ишемических и метаболических заболева-
ний, в популяции МСК накапливаются клетки с признаками 
сенесцентных клеток, характеризующихся остановкой 
клеточного цикла, укорочением теломер, изменениями 
структуры хроматина, снижением эффективности системы 
репарации ДНК и специфическим секретомом, ассоцииро-
ванным со старением (SASP), в качестве компонентов кото-
рого с недавнего времени активно изучают ВВ и их молеку-
лярный состав. В этих условиях изменения секретома МСК 
могут опосредовать нарушения их  регуляторной функции 
при адаптивном ремоделировании поврежденных тканей. 
В наших исследованиях был показан вклад нкРНК (вклю-
чая микроРНК-21 и -29с), переносимых в составе ВВ МСК, 
в способность этих клеток ингибировать дифференцировку 
фибробластов в миофибробласты и тем самым регулиро-
вать развитие фиброза. Однако, мы  обнаружили, что при 
старении профиль фиброз-ассоциированных микроРНК 
в ВВ МСК сдвигается в сторону профибротического, и анти-
фибротические эффекты подавляются. С другой стороны, 
в ВВ этих клеток был выявлен ряд нкРНК (микроРНК-141, 
-302b, -148, -377), которые не  детектируются в  ВВ  МСК 
молодых доноров и имеют общие мишени, включая неко-
торые транскрипционные факторы, регуляторы клеточно-
го цикла и  ингибитор PI3K/Akt/mTOR-сигнального пути 
(PTEN). Перенос комплекса таких нкРНК в клетки-реципи-
енты может вызывать их ускоренное старение и нарушение 
функциональной активности. Так, повышение содержания 
микроРНК-377 в ВВ сенесцентных МСК может опосредо-
вать подавление индуцируемой адипогенной дифференци-
ровки этих клеток, которое мы наблюдали для МСК, выде-
ленных из тканей доноров старше 65 лет.

Таким образом, с учетом критической роли МСК в ре-
гуляции процессов репарации и  регенерации тканей, 
специфические изменения их  секретома, включая про-
филь нкРНК, могут приводить к ухудшению регенератор-
ного потенциала тканей и  являться важной составляю-
щей патогенеза многих заболеваний.

Работа по оценке накопления маркеров сенесцентных 
клеток в популяции МСК выполняется в рамках государ-
ственного задания МНОЦ МГУ имени М.В. Ломоносова, 
работа по  изучению влияния ВВ  МСК на  дифференци-
ровку фибробластов в  миофибробласты была выпол-
нена в  рамках гранта РФФИ № 18-015-00525, работа 
по оценке функциональных свойств и секретома МСК при 
старении поддержана грантом РФФИ № 19-29-04172.
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Белок Kaiso является членом BTB/POZ семейства 
метил-ДНК связывающих белков. Kaiso связывает ме-
тилированные CpG динуклеотиды за  счет С-концевого 
домена «цинковые пальцы» С2Н2 типа. На N-конце бел-
ка находится BTB/POZ домен, привлекающий крупные 
репрессионные комплексы к метилированной ДНК. Kaiso 
может являться как репрессором, так и  активатором 
транскрипции генов, в зависимости от участка связыва-
ния и внешних воздействий  [1]. Kaiso преимущественно 
экспрессируется в  эпителиальных клетках различных 
органов и тканях, в нейронах и глии, является маркером 
отдельного вида сперматогониальных стволовых кле-
ток. Данные по  экспрессии белка Kaiso было получены 
методом иммуногистохимии  [2, 3]. Цель данной работы 
заключалась в  определении типа клеток у  мыши, в  ко-
торых экспрессируется Kaiso на  основе анализа баз 
данных single-cell транскриптом (https://tabula-muris.
ds.czbiohub.org/). В этой базе представлены данные для 
53  760 клеток из  20  тканей, полученных из  8  мышей. 
Анализ уровня траснкрипции Kaiso в различных органах 
подтвердил данные иммуногистохимии. Дополнительно 
мы  нашли, что Kaiso экспрессируется в  эпителиальных 
клетках сердца, легких, каналов поджелудочной железы, 
в клетках костного мозга. Высокий уровень Kaiso детек-
тируется в  гепатоцитах и  beta панкреатических клетках, 
отвечающих за  выработку инсулина. Экспрессия Kaiso 
характерна также для стволовых клеток и  лейкоцитов 
кожи. Совместное иммуногистохимическое окрашивание 
на  Kaiso и  на  CD34, который является поверхностным 
маркером стволовых клеток волосяных фолликул, под-
твердило, что Kaiso локализуется в некоторых стволовых 
клетках волосяного фолликула. Экспрессия Kaiso в ство-
ловых клетках наблюдается и на стадии анагена, во время 
роста волосяного фолликула. Удаление гена Kaiso приво-
дит к снижению пролиферативной активности клеток во-
лосяного фолликула в процессе роста волос у мышей.

Работа выполнена в  рамках бюджетного проекта 
№ 01201371085 и гранта РФФИ № 19-29-04139.
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Актуальность исследования продиктована необхо-
димостью использования принципиально нового остео-
замещающего материала для пластики операционных 
дефектов в хирургии костного туберкулеза. Опыт по ис-
пользованию в  СПб НИИФ МЗ  РФ  ряда коммерческих 
остеозамещающих материалов для пластики дефектов 
кости выявил необходимость дополнительной стиму-
ляции регенерации костной ткани при лечении туберку-
лезных оститов [1]. Нами разработана тканеинженерная 
конструкция (ТК) эквивалента костной ткани, состоя-
щая из мезенхимных стволовых клеток (МСК) красного 
костного мозга (ККМ), коллагенового геля и стеклокри-
сталлического материала «Биосит Ср-Элкор» (Россия) 
(биоситалл) [2].

Цель исследования — установить наличие жизнеспо-
собных МСК в составе ТК, имплантированной в артифи-
циальный дефект метафиза бедренной кости кроликов.

Первичную культуру МСК ККМ кролика получали 
из костей задней конечности кролика породы Шиншилла. 
Суспензию клеток, предварительно окрашенных прижиз-
ненным флуоресцентным красителем PKH26, помещали 
в коллагеновый гель (2 мг/мл) вместе с гранулами био-
ситалла (0,1–0,3 мм).

Разработанные ТК  применяли для восстановления 
смоделированного дефекта в метаэпифизарной области 
бедренной кости кроликов. Через 1, 2 и 4 мес кроликов 
выводили из эксперимента, производили забор матери-
ала костной ткани, располагающейся на месте дефекта, 
и  изготавливали гистологические (криостатные) срезы. 
Наличие клеток определяли методом конфокальной ми-
кроскопии при длине волны 560 нм.

Результаты гистологического исследования показа-
ли, что к 30 сут эксперимента дефект в метаэпифизар-
ной области бедренной кости с  имплантированным ма-
териалом заполняется хорошо оформленными костными 
трабекулами. Заживление дефекта происходит по меха-
низму регенерации пластинчатой костной ткани. На пре-
паратах встречаются группы окрашенных PKH26 клеток. 
Флуоресцентно-меченые клетки выявляются как на ран-
них сроках, так и спустя 4 мес после имплантации, однако 
количество их уменьшается.
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Можно заключить, что выполненное исследование вы-
явило наличие жизнеспособных имплантированных МСК 
в месте дефекта в течение длительного периода времени, 
что подтверждает их участие в процессе регенерации.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ № 19-
29-04082  и  государственного задания № 0124-2019-
0003 при финансовой поддержке Минобрнауки России.
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Одним из основных подходов для лечения тяжелых за-
болеваний человека является заместительная терапия, ос-
нованная на  применении плюрипотентных стволовых кле-
ток (ПСК). Получение индуцированных ПСК (иПСК) в  ходе 
генетического репрограммирования чревато возникнове-
нием генетических и  эпигенетических ошибок с  последу-
ющим злокачественным преобразованием этих клеток. 
Понимание молекулярных механизмов, задействованных 
в  процессах клеточного репрограммирования, позволит 
управлять процессами получения иПСК, исключая веро-
ятность образования опухолей. Поддержание белкового 
гомеостаза играет одну из  ведущих ролей в  этих клетках, 
основным способом поддержания которого является ра-
бота убиквитин-протеасомной системы. Протеасома со-
стоит из коровой 20S и одной или двух регуляторных 19S 
частиц. Существует также дополнительный регулятор ак-
тивности PA28. При определенных условиях конститутив-
ные каталитические субъединицы 20S коровой частицы 
β1, β2  и  β5  могут замещаться на  индуцибельные субъе-
диницы  — β1i/LMP2, β2i/MECL1  и β5i/LMP7, формируя 
иммунопротеасому (ИП). Последние данные показывают, 

что ИП  участвуют в  поддержании плюрипотентности кле-
ток и  в  дифференцировке, однако, их  роль в  этих процес-
сах не  ясна. В  связи с  этим, целью нашей работы стало 
изучение роли ИП  в  индукции клеточной плюрипотентно-
сти. В  процессе соматического репрограммирования мы-
шиных эмбриональных фибробластов (МЭФ) с  помощью 
форсированной экспрессии ключевых транскрипционных 
факторов Oct3/4, Sox2, Klf4  и  c-Myc мы  показали изме-
нение экспрессии субъединиц ИП β5i/LMP7 и PA28α ча-
стицы, что указывает на возможное участие ИП в процессе 
репрограммирования. Чтобы выяснить функциональную 
роль протеасомной системы в  процессе репрограмми-
рования, мы  использовали ингибитор широкого спектра, 
блокирующий активности β5  и  β5i/LMP7, и  селективный 
ингибитор для β5i/LMP7. Ингибирование активности про-
теасом с помощью обоих ингибиторов приводило к резко-
му снижению эффективности генерации иПСК из  МЭФ, 
что свидетельствует о  важности ИП  в  генерации иПСК. 
Для выяснения роли ИП  в  генерации иПСК мы  использо-
вали генетическое нокаутирование. В  нашей работе были 
использованы МЭФ, дефицитные по  иммуносубъедини-
цам β5i/LMP7, β2i/MECL1, а также по обеим субъедини-
цам регулятора PA28α/β. Таким образом, нокаут по β5i/
LMP7  и  β2i/MECL1  приводил к  выключению активности 
различных типов ИП. Мы показали, что МЭФ, дефицитные 
как по  иммуносубъединицам β5i/LMP7, β2i/MECL1, так 
и по регуляторной частице PA28α/β, имеют существенно 
сниженную способность к  репрограммированию в  иПСК. 
Результаты данного исследования свидетельствуют о том, 
что работа ИП в комплексе с регулятором PA28α/β являет-
ся исключительно важной при получении иПСК мыши.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РФФИ (19-29-04117).
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Развитие техники репрограммирования клеток в плю-
рипотентное состояние открывает большие перспективы 
для персонализированной регенеративной медицины. 
В настоящий момент главными недостатками данной тех-
нологии являются длительность и низкая эффективность 
процесса, что свидетельствует о  наличии молекулярных 
барьеров репрограммирования, изучение способов бо-
лее эффективного преодоления которых активно ведет-
ся в  настоящее время. Известно, что сигнальные пути, 
контролирующие метаболические сдвиги, происходящие 
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в  процессе де-дифференцировки, такие как переход 
от окислительного фосфорилирования к гликолизу, явля-
ются редокс-зависимыми [1]. Перекись водорода обычно 
рассматривается как центральная сигнальная молекула, 
участвующая в различных окислительно-восстановитель-
ных процессах. Однако существующие данные, связанные 
с ее ролью в репрограммировании, часто противоречивы, 
в  основном из-за  неспецифичности красителей, рутинно 
используемых для детекции H2O2. В связи с этим, в каче-
стве альтернативного подхода, мы предлагаем использо-
вать генетически-кодируемый биосенсор HyPer, который 
позволяет измерять внутриклеточную концентрацию пере-
киси водорода в живых клетках с высокой степенью специ-
фичности и чувствительности. В данной работе, нами была 
впервые получена линия индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (ИПСК) из линии взрослых клеток чело-
века, экспрессирующих биосенсор HyPer. ИПСК, получен-
ные посредством лентивирусной трансдукции факторов 
Яманака, имеют типичную морфологию, экспрессируют 
необходимые поверхностные маркеры, а также биосенсор 
H2O2. Данный подход позволил нам провести предвари-
тельные измерения динамики уровня H2O2  в  различных 
клеточных популяциях на разных этапах клеточного репро-
граммирования. Используя недавно разработанную в на-
шей лаборатории  [2] методику анализа флуоресценции 
HyPer с  помощью проточной цитометрии, мы  показали 
модуляцию этого уровня в процессе де-дифференцировки. 
Таким образом, разработанный подход имеет большой по-
тенциал для изучения окислительно-восстановительной 
регуляции индукции плюрипотентности.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 19-34-90176.
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Для дифференцировки стволовых клеток необходимо 
наличие в  питательной среде определенных сигнальных 
молекул и  длительное время культивации. Вместе с  тем, 
сильное влияние оказывают межклеточные взаимодей-
ствия и внеклеточный матрикс. Поэтому поиск и исследова-
ние материалов, стимулирующих адгезию, пролиферацию 

и дифференцировку клеток является важной задачей тка-
невой инженерии. Одним из  перспективных материалов 
являются магнитные наночастицы оксида железа (МНЧ): 
биосовместимость и восприимчивость ко внешнему маг-
нитному полю позволяют использовать их  для создания 
субстрата с комплексной нанотопографией.

Целью работы являлась разработка биосовместимых 
подложек, модифицированных магнитными наночастица-
ми для дифференцировки стволовых клеток. МНЧ были 
синтезированы методом химического осаждения солей 
железа. Модификация подложек выполнена посредством 
высушивания коллоидного раствора частиц в  количестве 
300  и  600  мкг на  образец с  последующей самосборкой 
МНЧ на поверхности стекла. Анализ морфологии и шеро-
ховатости образцов проведен с помощью атомно-силовой 
микроскопии. Дифференцировка иммортализованных 
мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани (МСК) 
в адипоциты проводилась с использованием питательной 
среды DMEM/F12, содержащей индометацин, дексаме-
тазон, инсулин и  3-изобутил-1-метилксантин. На  21  день 
культивации липидные капли адипоцитов были окрашены 
масляным красным O. По результатам исследования сред-
няя шероховатость образцов с 300 и 600 мкг МНЧ соста-
вила 46±8,3 нм и 54,8±12,2 нм, соответственно. При этом 
увеличение количества частиц в  2  раза приводило к  об-
разованию трещин на поверхности субстрата и снижению 
стабильности покрытия. Показано, что культивация клеток 
на образце с 300 мкг МНЧ не препятствует дифференци-
ровке в адипоциты. Полученные данные позволяют рассма-
тривать подложки на основе магнитных наночастиц в каче-
стве биосовместимого клеточного субстрата в дальнейших 
исследованиях по направленной дифференцировке клеток.

Работа выполнена в  рамках государственной под-
держки КФУ в целях повышения его конкурентоспособ-
ности среди ведущих мировых научно-образовательных 
центров и  при поддержке правительства республики 
Татарстан и РФФИ в рамках научного проекта № 18-44-
160001 и проекта РФФИ № 18-29-25057.
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В последние годы внимание исследователей привле-
чено к изучению эпикарда, который представляет собой 
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мембраноподобный слой, покрывающий сердце снару-
жи, и представленный гетерогенной популяцией клеток. 
В  период эмбрионального развития клетки эпикарда 
вступают в эпителиально–мезенхимальный переход, что 
приводит к  образованию клеток–предшественниц для 
построения коронарных сосудов, сердечных клапанов 
и  соединительно-тканного каркаса сердца. Оказалось, 
что в постнатальном сердце клетки эпикарда сохраняют 
способность к реактивации (после инфаркта миокарда), 
которая сопровождается их  пролиферацией, миграцией 
в  нижележащие слои сердечной стенки и  дифферен-
цировкой, которые являются ключевыми этапами эпи-
кардиального репаративного ответа. Однако механиз-
мы, запускающие вышеуказанные процессы остаются 
малоизученными.

Цель исследования: изучить влияние рекомбинантно-
го PDGF-bb на пролиферативные и миграционные свой-
ства клеток эпикарда мыши.

Для получения клеток эпикарда использован про-
токол ферментативной обработки с  последующим ме-
ханическим удалением эпикардиального слоя клеток 
с  поверхности сердца мыши (С57Bl6). Исследование 
пролиферативных свойств проведено с  помощью МТТ-
теста, миграционных — Scratch assay. Маркеры эпикар-
диальных, гладкомышечных клеток и  фибробластов ис-
следовали с помощью иммуноцитохимии.

Выделенные клетки эпикарда имели «cobblestone» 
морфологию, образовывали плотные контакты и  харак-
теризовались экспрессией транскрипционного фактора 
WT1. При культивировании клеток в среде, содержащей 
рекомбинантный фактор PDGF-bb, наблюдалось фор-
мирование мезенхимоподобного фенотипа, реоргани-
зации цитоскелета, уменьшение экспрессии маркера 
WT1 и появление маркеров фибробластов и гладкомы-
шечных клеток. Показано, что воздействие рекомбинант-
ного фактора роста PDGF-bb оказывает стимулирующее 
воздействие на пролиферативные и миграционные свой-
ства клеток эпикарда.

Таким образом, воздействие рекомбинантного фак-
тора роста PDGF-bb способствовало приобретению клет-
ками эпикарда мезенхимоподобного фенотипа, появле-
нию маркеров гладкомышечных клеток и фибробластов, 
а  также стимуляции их  пролиферативной и  миграцион-
ной активности. Следовательно, PDGF-bb может рассма-
триваться в качестве возможного инструмента таргетно-
го воздействия на пул прогениторных клеток эпикарда.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
грантов РФФИ № 19-29-04164 и № 18-015-00438.
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В  исследованиях, нацеленных на  изучение доли ге-
нома, которая участвует в  развитии, было показано, 

что большая часть генетической информации у  много-
клеточных животных реализуется в  оогенезе и  раннем 
эмбриогенезе  [1]. В  этот период геном билатеральных 
животных транскрибируется чуть менее, чем полно-
стью. Среди материнских транскриптов млекопитающих 
обнаруживаются иРНК генов, которые контролируют 
развитие, в том числе матрицы эволюционно-консерва-
тивных генов из класса ANTP (Hox- и ParaHox-гены) [2]. 
Парадокс заключается в том, что на уровне зиготическо-
го генома Hox-гены активируются поздно. Их транскрип-
ция в  эмбриональных стволовых клетках «поставлена 
на паузу» за счёт амбивалентных эпигенетических меток 
на хроматине Hox-локусов [3]. Поскольку Hox-гены управ-
ляют дифференцировкой клеток и  спецификацией кле-
точных территорий вдоль основной оси тела, их актива-
ция несовместима с  тотипотентным и  плюрипотентным 
состоянием. Ранняя функция этих генов в ооцитах и дро-
бящихся эмбрионах должна сильно отличаться от позд-
ней. У  млекопитающих найдены материнские иРНК 
нескольких Hox-генов и, по меньшей мере, один материн-
ский Hox-белок (HoxB9) [4]. Белок HoxB9 имеет сложный 
динамический паттерн в  экстраэмбриональных тканях 
и  можно предположить, что Hox-гены млекопитающих 
кооптированы в  программу до-гаструляционного эта-
па развития. Мы  исследуем работу генов Hox-кластера 
у  морской аннелиды Platynereis dumerilii. Методом RT-
PCR на  кДНК, полученной из  неоплодотворённых ооци-
тов, мы  обнаружили материнские РНК всех Hox-генов 
червя. В одном из экспериментов мы использовали для 
реверсии прямые и обратные геноспецифичные прайме-
ры к последовательности PduHox4 и выявили как смыс-
ловой, так и антисмысловой транскрипты. Мы предпола-
гаем, что ранняя криптическая функция Hox-генов может 
быть связана с  настройкой работы зиготического гено-
ма и не ограничивается эмбриогенезом млекопитающих. 
Значительный эволюционный возраст этого феномена 
переносит фокус загадки на  билатеральных животных 
в целом.

Работа поддержана грантом РФФИ 18-04-00450 А.
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Среди разнообразия резидентных клеток ведущую 
роль в  регуляции тканевого гомеостаза и  ответе на  по-
вреждение играют клетки стромы мезенхимного проис-
хождения (МСК), обнаруженные практически во всех тка-
нях организма.

В  настоящее время наша работа сконцентрирована 
на  изучении координирующей тканеспецифичной роли 
стромальных клеток в  регенерации тканей человека. 
Особенно важным нам представляется расшифровка ме-
ханизмов регуляции баланса двух ключевых морфогенных 
процессов — фиброза и регенерации. В ходе работы нами 
были исследованы тканеспецифичные свойства МСК 
из  тканей, склонных к  фиброзированию (кожа, жировая 
ткань) и к регенерации (эндометрий, костный мозг) после по-
вреждения. В рамках данной работы мы изучали не только 
влияние МСК на ангиогенез в моделях сокультивирования 
с клетками эндотелия, сборку тканеинженерных конструк-
ций в  виде пластов, но  также оценивали роль окружения, 
сопровождающего ранозаживление, в активации фиброза 
или регенерации. Для этого нами были использованы пре-
параты растворимых факторов, выделенных из сыворотки 
периферической крови и менструальной жидкости.

При анализе данных РНК-секвенирования показаны 
свойства МСК, отражающие их потенциальную роль как 
«координаторов» формирования тканеподобных струк-
тур, в  т. ч. после повреждения органов. Было показано, 
что стромальные клетки способны к  самоорганизации 
и  формированию гетерогенных конструкций, а  также 
была дана их  характеристика в  плане стабилизации 
и поддержания клеток эндотелия. Нами был изучен ответ 
МСК из различных источников к фиброгенным стимулам 
(TGF-b1) и  их  дифференцировочный потенциал, что по-
зволило выявить уникальные МСК эндометрия свойства 
по сравнению с клетками из других источников.

Представленная работа предлагает рассматривать 
функцию МСК как «клеток-координаторов», активация 
которых при повреждении приводит к  запуску ткане-
специфичной программы. Успешная реализации это 
программы может зависеть от  растворимых факторов, 
содержащихся в  окружении, сопровождающем восста-
новление ткани.

Работа была выполнена в  рамках государственно-
го задания МГУ имени М.В. Ломоносова и  поддержана 

грантами Президента РФ  № МК-1068.2019.7 (выде-
ление стромальных клеток), Российского фонда фунда-
ментальных исследований № 18-315-20053 (вестерн-
блоттинг и протеомные работы) и Российского научного 
фонда № 19-75-00067 (сокультивирование с клетками 
эндотелия, иммуноцитохимические опыты). В ходе рабо-
ты использовано оборудование, закупленное в  рамках 
Программы развития МГУ, а также биоматериал челове-
ка из коллекции МГУ, сформированной в рамках проекта 
РНФ «Ноев ковчег».
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Децеллюляризированный внеклеточный матрикс 
(дцВКМ) имеет преимущество перед отдельными ком-
понентами ВКМ, поскольку сохраняет структуру и  био-
химические свойства. Мезенхимальные стромальные 
клетки (МСК) продуцируют молекулы ВКМ, а  также ре-
моделируют его в зависимости от условий микроокруже-
ния, в частности, уровня О2. Целью нашего исследования 
было охарактеризовать эффективность адгезии и  мор-
фологию МСК на дцВКМ от МСК, культивированных при 
различном уровне О2.

Препараты дцВКМ были получены от  МCК из  жиро-
вой ткани человека, постоянно культивируемых при 20% 
О2 (20-дцВКМ) или 5% О2 (5-дцВКМ). Для децеллюляри-
зации использовали 0,5% Triton X-100/20 мM NH4OH. 
Далее МCК выcевали на  20- или 5-дцВКМ и  коллаген 
типа I (СolI) и культивировали при 20% О2. После 40 минут 
инкубации в прикрепившихся МCК выявляли актиновый 
цитоcкелет c помощью Alexa488-меченого фаллоидина.

При анализе эффективности адгезии было пока-
зано, что больше всего прикрепившихся МCК было 
на  5-дцВКМ. Мы  выделили 5  типов раcплаcтывания 
МCК согласно [1]: 1 тип — дисковидной формы, 2 тип — 
c  широкой ламеллой на  ведущем крае, 3  тип  — сильно 
раcплаcтанные c множественными ламеллами, 4 тип — 
неправильной формы c изрезанным краем, 5 тип — мел-
кие c  неопределенной морфологией. На  СolI по  срав-
нению c  дцВКМ отcутcтвовали клетки типа 3  и  была 
увеличена доля МCК 1  и  2  типов, в  1,5  и  2  раза, соот-
ветственно. На 5-дцВКМ по сравнению c 20-дцВКМ был 
выше процент МCК типов 3  и  4, образование которых 
происходит на мягких cубcтратах, и ниже — типа 5. В МСК 
на дцВКМ структуры F-актина были расположены в цен-
тре клеток и  на  концах пcевдоподий, тогда как на  СolI 
клетки имели типичную для жестких cубcтратов структу-
ру F- актина в виде cтреcc-фибрилл.

Таким образом, физические и  топографические 
cвойcтва дцВКМ от  МСК обеспечивают быстрое при-
крепление и  распластывание, сокращая время пребы-
вания в  дисковидной форме, характерной для клеток 
на  более жестких подложках, таких как СolI. При этом 
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эффективность адгезии максимальна на дцВКМ от МСК 
при «физиологической» гипоксии.

Формирование ВКМ in  vitro c  определенными 
cвойcтвами за счет использования факторов микроокру-
жения, таких как уровень О2, представляет интерес для 
изучения влияния ВКМ на  функциональную активность 
МСК и  в  связи с  возможностью использования дцВКМ 
для получения биосовместимых покрытий.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке Программы Президиума РАН № 19.
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Постнатальные стволовые клетки вкупе со  своим 
специфическим микроокружением, нишей стволовой 
клетки, нужны для поддержания гомеостаза и  регене-
рации ткани. Поведение стволовых клеток регулируется 
компонентами ниши, поэтому повреждение или наруше-
ние их  функции может приводить к  утрате целостности 
и  работоспособности ткани. Поэтому для восстановле-
ния ткани ниша должна быть способна восстанавливать 
собственную структуру и  функцию. Однако, механиз-
мы восстановления ниши стволовой клетки до  насто-
ящего момента остаются практически не  изученными. 
Ключевыми участниками этого процесса могут являться 
мезенхимные стромальные клетки (МСК), которые спо-
собны стимулировать пролиферацию, дифференцировку 
резидентных клеток, обеспечивать их жизнеспособность 
за счет секреции трофических факторов, а также поддер-
жания ангиогенеза и нейрогенеза. Однако, могут ли МСК 
управлять регенерацией ниши, действуя непосредствен-
но на  ее  компоненты, остается незвестным. Для иссле-
дования роли МСК в этом процессе была выбрана ниша 
сперматогониальной стволовой клетки (ССК), так как 
ее морфология, а также сигнализация между отдельными 

компонентами ниши хорошо изучены. На  модели двух-
стороннего абдоминального крипторхизма у  крыс в  на-
шей лаборатории было показано, что МСК и их секретом 
могут участвовать в  восстановлении функции повреж-
денной ниши ССК. Мы  предположили, что регенератор-
ные эффекты секретома МСК реализуются преимуще-
ственно на  уровне поддерживающих клеток ниши ССК: 
клеток Лейдига и/или клеток Сертоли. Для проверки 
гипотезы из  семенников крысы были выделены культу-
ры клеток Лейдига, клеток Сертоли и  ССК. В  результа-
те было установлено, что воздействие секретома МСК 
на клетки Лейдига усиливало миграцию клеток Сертоли, 
стимулированную этими клетками. При этом, добавле-
ние секретома МСК не влияло на секрецию тестостерона 
клетками Лейдига, а также на секрецию глиального ней-
ротрофического фактора клетками Сертоли. Было также 
обнаружено, что секретом МСК поддерживал жизнеспо-
собность колоний ССК длительное время. Таким обра-
зом, можно предполагать, что в  нише основной мише-
нью секретома МСК являются клетки Лейдига. При этом, 
секретом МСК может поддерживать жизнеспособность 
ССК в отсутствии поддерживающих компонентов ниши. 
Однако, для окончательного установления механизмов 
действия секретома МСК в  нише ССК требуются даль-
нейшие исследования.

Работа выполнена при поддержке РНФ (проект 
№ 19-75-30007, выделение и  культивирование МСК, 
клеток семенников, получение секретома МСК), РФФИ 
(№ 18-315-00403, реактивы для молекулярно-биоло-
гических исследований) и  в  рамках государственного 
задания МГУ имени М.В. Ломоносова с  использовани-
ем оборудования, закупленного по Программе развития 
МГУ(цитологические исследования).

Ю.П. Новикова, Э.Н. Григорян

Ремоделирование сетчатки глаза 
в условиях органотипического 
культивирования in vitro и при 
повреждении сетчатки in vivo 
у низших и высших позвоночных 
животных

ФГБУН Институт биологии развития 
им. Н.К. Кольцова РАН, Москва, Россия

Yu. Novikova, E. Grigoryan

Retinal remodeling under conditions 
of organotypic 3d culturing 
in vitro and retinal damage in vivo 
in vertebrates

Kol'tzov Institute of Developmental Biology, RAS, 
Moscow, Russia

novikovayulia@gmail.com

Ремоделирование сетчатки (РС) — явление, представ-
ляющее собой одно из  последствий патологических из-
менений, вызванных повреждением популяций нейронов 
сетчатки вследствие заболевания или травмы. Мы иссле-
довали РС на моделях у низших и высших животных, для 
понимания основных закономерностей явления. РС у ам-
фибий (взрослых тритонов Pl. waltl.) изучали в условиях 
in  vivo и  in  vitro после облучения сетчатки глаза ярким 
светом, отслойки сетчатки и ее тканевого культивирова-
ния. Были выявлены регенераторные ответы со стороны 
трех клеточных популяций: ретинального пигментного 
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эпителия (РПЭ), биполяро-подобных клеток внутреннего 
ядерного слоя и глиальных клеток Мюллера. Первые ми-
грировали вовнутрь в толщу сетчатки, делились и затем 
встраивались в  структуру сетчатки, замещая погибшие 
нейроны. Вторые смещались в наружный ядерный слой 
и, дифференцируясь, восполняли утерю фоторецепторов. 
Третьи — макроглиальные клетки — демонстрировали ги-
пертрофию и  пролиферацию. В  условиях тканевого 3D 
культивирования, сетчатка тритона обнаруживала спо-
собность реконструирования с  участием тех же  клеток, 
а также клеток ростовой зоны сетчатки. Таким образом, 
РС у тритона основана на ее регенерации, сохраняющей 
жизнеспособность и функцию.

РС у высших позвоночных in vivo изучали на модели 
индуцированной ярким светом дегенерации сетчатки 
у взрослых крыс Wistar. Здесь РС проявлялось в виде 
вымещения, трансформации в  макрофагальный фе-
нотип клеток РПЭ, топологической транслокации би-
поляров и  амакриновых клеток на  место «выбитых» 
светом фоторецепторов, а  также глиального ответа. 
Клеточные механизмы для РС у крысы оказались сход-
ными с  таковыми у  тритона, но  из-за  невозможности 
репрограммирования клеток сетчатки крысы в  ней-
ральном направлении не  приводили к  клеточному за-
мещению и  сохраняли только целостность структуры 
сетчатки. Результаты экспериментов в условиях куль-
тивирования «whole amount» сетчатки крысы подтвер-
дили данные, полученные на  модели облучения све-
том. Таким образом, исследованные нами клеточные 
механизмы РС  у  разных животных свидетельствуют 
о возможности в условиях патологии и клеточной гибе-
ли поддерживать структуру этого наиважнейшего сен-
сорного органа за счет сходных клеточных популяций, 
однако регенерация сетчатки остается прерогативой 
амфибий, но не млекопитающих.
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Фенотип каждой клетки тесно взаимосвязан с ее ми-
кроокружением, которое включает специфический 
внеклеточный матрикс (ВКМ), растворимые факторы, 

а  также межклеточные контакты. Особенно важным 
для нормального функционирования тканей и  органов 
и, как следствие, для продолжительного существова-
ния целого организма принято считать поддержание 
пула стволовых клеток. Поэтому воссоздание микро-
окружения стволовых клеток in vitro для исследования 
их взаимодействия друг с другом является важной за-
дачей регенеративной медицины. Одним из  перспек-
тивных подходов для решения данной задачи являет-
ся использование специфических компонентов ВКМ 
для культивирования стволовых клеток. Мезенхимные 
стромальные клетки, являясь важным участником фор-
мирования микроокружения резидентных стволовых 
клеток, активно продуцируют ВКМ. Поэтому мы иссле-
довали стабильность фенотипа МСК и ССК при культи-
вировании на ВКМ, продуцируемом МСК.

ВКМ был выделен из клеточных пластов иммортали-
зованных МСК согласно ранее разработанному прото-
колу децеллюляризации с  помощью детергента CHAPS 
и обработки ДНКазой I типа. В качестве контроля исполь-
зовали культуральный пластик, а также рекомбинантный 
человеческий фибронектин. В  данной работе были ис-
пользованы первично выделенные МСК жировой тка-
ни человека, а  также сперматогониальные стволовые 
клетки (ССК) крысы линии Wistar. В течение двух недель 
проводили культивирование стволовых клеток на покры-
тиях и оценивали изменение уровня экспрессии Nanog, 
Oct4, Sox2  для МСК, а  также специфических маркеров 
GDNFR, c-kit и HSP2A для ССК. Кроме того, была оценена 
способность клеток к дифференцировке в канонические 
направления для МСК.

Полученные данные показали, что ВКМ обеспечи-
вает успешное выделение и  поддержание жизнеспо-
собности МСК и ССК. Важно подчеркнуть, что при куль-
тивировании на полученном ВКМ образуются колонии 
МСК большего диаметра по  сравнению с  пластиком, 
а  также увеличивается экспрессия генов плюрипо-
тентности в  МСК. МСК, культивированные на  ВКМ, 
быстрее дифференцируются в  адипогенном и  остео-
генном направлениях в индукционных условиях. Также 
было установлено, что ВКМ от МСК способен поддер-
живать не  только пролиферацию и  стволовость ССК, 
но и развитие их дифферона.

Таким образом, результаты нашего исследования де-
монстрируют существенный вклад ВКМ, продуцирован-
ного МСК, в  формирование поддерживающего микро-
окружения стволовых клеток. Результаты исследования 
в перспективе могут лечь в основу создания новых бес-
клеточных продуктов для регенеративной медицины.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ (грант № 19-29-04172, работа по  изучению 
поддержания тканеспецифичных стволовых клеток 
на  примере сперматогенных стволовых клеток; грант 
№ 19-315-90060, работа по  получению ВКМ, а  также 
оценке экспрессии маркеров дифференцировки и  плю-
рипотентности в МСК на разных сроках культивирования 
клеток в присутствии стандартных и дифференцировоч-
ных культуральных сред).
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Мезенхимные стромальные клетки (МСК) являются 
важнейшими участниками процессов обновления и вос-
становления тканей за счет секреции широкого спектра 
биологически активных веществ, включая компоненты 
внеклеточного матрикса (ВКМ), которые обеспечивают 
поддержание и  тонкую регуляцию ниш тканеспецифич-
ных стволовых клеток. Изменения функциональной ак-
тивности МСК в значительной степени зависят от сигна-
лов микроокружения клеток, в том числе от ВКМ. В нашей 
работе мы выясняли механизмы влияния ВКМ, продуци-
руемого МСК, на поддержание и дифференцировку ство-
ловых клеток, содержащихся в популяции МСК.

Приближенный к  нативному ВКМ был получен с  по-
мощью децеллюляризации (дВКМ) клеточных пластов 
иммортализованных МСК человека, согласно ранее раз-
работанному протоколу (обработка детергентом CHAPS 
и ДНКазой I типа). Первично выделенные МСК жировой 
ткани человека (биобанк Института регенеративной ме-
дицины МНОЦ МГУ имени М.В. Ломоносова, ID: MSU_
MSC_AD) высаживали на дВКМ или в качестве контроля 
на культуральный пластик, в том числе покрытый челове-
ческим рекомбинантным фибронектином, и  оценивали 
активацию внутриклеточных сигнальных путей (MAPK/
ERK, передачу сигнала от интегринов, канонический Wnt- 
и YAP/TAZ-сигналинг) с помощью вестерн блотинга.

Ранее мы  показали, что дВКМ ускоряет индуциро-
ванную дифференцировку МСК в адипогенном и остео-
генном направлениях, но сам не запускает дифференци-
ровку. Было обнаружено, что в МСК при культивировании 
на  дВКМ повышено соотношение основных участников 
сигнальных путей pERK/ERK и  pFAK/FAK, что указы-
вает на  активацию этих клеток и  запуск интегринового 

сигналинга. Мы  выявили повышение в  этих клетках со-
держания неактивного pYAP и снижение содержания ак-
тивного бета-катенина в ядерной фракции по сравнению 
с контрольными клетками.

Полученные данные позволяют предположить, что 
МСК, культивирующиеся на  дВКМ, находятся в  активи-
рованном, но еще не коммитированном состоянии, и спо-
собны эффективнее отвечать на специфические диффе-
ренцировочные стимулы.

Работа выполнена при поддержке РНФ (проект № 19-
75-30007, получение ВКМ и  изучение влияния ВКМ 
на дифференцировку МСК) и РФФИ (проект № 19-315-
90060, работы по исследованию механизмов регуляции 
дифференцировки МСК на дВКМ).
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Последние достижения в  области трехмерной техно-
логии культивирования клеток включают использование 
плюрипотентных стволовых клеток и взрослых стволовых 
клеток, которые культивируются in  vitro для формирова-
ния самоорганизующихся систем. Органоиды  — это са-
моорганизующиеся многоклеточные структуры, которые 
повторяют структуру, функции органов и могут использо-
ваться для моделирования развития, поддержания и вос-
становления органов ex vivo. Модельные органоиды могут 
быть получены из дифференцированных клеток, которые 
обладают необходимыми функциональными свойствами. 
Нами были получены клеточные сфероиды из двух типов 
клеток: HepG2 (гепатома человека) и  HUVEC (эндотели-
альные клетки пупочной вены) в  качестве модели печё-
ночного органоида. Выявлено, что клетки гепатомы фор-
мировали плотный органоид, тогда как клетки эндотелия 
распределялись в его толще, имитируя кровеносные сосу-
ды. Также были сформированы сфероиды из первичных 
гепатоцитов крысы. Оценка физиологического состояния 
клеток в их составе выявила наличие гипоксийного ядра, 
характерного для трёхмерных клеточных структур. В  це-
лом, получение физиологически полноценных сфероидов 
из первичных клеток печени, не способных к длительному 
культивированию в культуре, является важным для даль-
нейшего использования 3D культур в создании моделей 
патологических изменений печёночной ткани. На  следу-
ющем этапе нами были выделены клетки печеночного 
протока (по протоколу компании STEMCELL Technologies), 
среди которых предположительно имеются стволовые 
клетки печени, в частности, перисинусоидальные клетки. 
Клеточные суспензии заключали в купол из белкового ма-
трикса Matrigel, который создаёт необходимые физико-хи-
мические условия для формирования гепатоцеллюлярных 
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органоидов. Полученные клеточные структуры были про-
анализированы с  привлечением методов иммунофлуо-
ресцентного окрашивания с последующей микроскопией. 
Выявлено, что часть клеток, формирующих полученные 
органоиды, позитивно окрашивались на  десмин, что яв-
ляется одним из  маркеров перисинусоидальных клеток. 
Далее мы планируем проведение дифференцировки кле-
ток в  составе органоидов для получения зрелых форм 
и моделирования начальных стадий фиброза.

Работа выполнена за  счет средств субсидии, выде-
ленной в рамках государственной поддержки Казанского 
(Приволжского) федерального университета в целях по-
вышения его конкурентоспособности среди ведущих ми-
ровых научно-образовательных центров.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 20-015-00353.
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Оптимизация получения культур хондробластов 
из  эксплантов соединительных тканей актуальна как 
для фундаментальных исследований, так и  в  решении 
прикладных задач в области регенеративной медицины 
суставов. В данной работе прослеживается роль контакт-
ного окружения в хондрогенезе популяции при культиви-
ровании различных соединительнотканных эксплантов.

Клетки получали миграцией из  эксплантов жировой 
ткани паховой области или коленного хряща крысы при 
культивировании в  среде DMEM с  низким содержанием 
глюкозы/F12, с  добавлением фетальной или взрослой 
бычьей сыворотки. Культуры, полученные на  фетальной 
сыворотке, пассировали 1–2 раза, и переводили на взрос-
лую сыворотку. Экспланты, инкубированные изначально 
только на бычьей сыворотке, давали начало монослойной 
популяции без пересева и получали хондрогенную добавку 
(инсулин и дексаметазон) по достижении конфлюентности 
колонии, обрастающей эксплант. Чашки окрашивали аль-
циановым синим, нильским синим, трихромом по Маллори.

Липофильное окрашивание показало, что адипоци-
ты эксплантов теряют липидные капли, пролиферируют 
и обретают фибробластоподобную морфологию, причем 
дедифференцировка более отчетливо прослеживается 
в среде с бычьей сывороткой. Экспланты хряща, при сти-
муляции пролиферации фетальной сывороткой, также 
образуют фибробластоподобный застил. Пассированные 
клетки разного происхождения способны к хондрогенной 
индукции, что подтверждалось накоплением гликозами-
ногликанов. Лакуноподобные структуры образовывались 
позже, в тяжах и сфероидах, где также визуализировались 
волокна коллагена. Характерно, что при выращивании 

популяции из экспланта хряща без пересева и на бычьей 
сыворотке, вокруг тканевого фрагмента образуется три-
четыре двумерных слоя морфологически идентичных 
ткани капсул с  маловолокнистым коллагеном, а  пери-
ферическая часть популяции формирует более длинные 
волокна и  небольшие включения гликозаминогликанов. 
Витамин D ограничивает хондрогенез в культуре. В пас-
сажах дедифференцированных адипоцитов полисахарид-
ные капсулы были выраженнее в  нодусах с  небольшим 
содержанием волокнистого коллагена.

Таким образом, созреванию хондроцита в  культуре 
способствует контактное окружение, причем значимым 
фактором хондрогенеза является индукция синтеза кол-
лагена. Это позволяет успешно использовать экспланты 
не только хряща, но и жировой ткани для получения хон-
дробластов в культуре.
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Патологическое состояние глазной поверхности, при 
котором эпителий роговицы замещается конъюнкти-
вальным, носит название лимбальной недостаточности 
(ЛН). ЛН связана с дисфункцией или гибелью лимбаль-
ных стволовых клеток (ЛСК). Одним из методов лечения 
ЛН является трансплантация тканеинженерных конструк-
ций (ТИК) на основе ЛСК, которая всегда сопровождает-
ся фармакотерапией. Большое количество клинических 
и  экспериментальных исследований демонстрируют, 
что применение препаратов местного действия может 
инициировать изменения в  структуре клеток и  способ-
ствовать некрозу. Именно поэтому вероятность успеха 
зрительной реабилитации после пересадки трансплан-
татов, может значительно снизиться из-за  токсичности 
препаратов, применяемых в  офтальмохирургии. Для 
того, чтобы уменьшить риски возникновения побочных 
эффектов, связанных с цитотоксическим воздействием 
лекарственных средств на клеточный компонент, необхо-
дим рациональный подбор офтальмологических капель.

Цель настоящей работы заключалась в изучении воз-
можности использования лимбальных стволовых клеток 
в  качестве модельных тест-систем для оценки цитоток-
сичности офтальмологических препаратов, применяе-
мых в офтальмохирургии.
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ЛСК были выделены из фрагментов ткани роговичного 
лимба кроликов породы Шиншилла. В работе использова-
ли клетки 6-го пассажа. Объектом исследования являлись 
глазные капли, относящиеся к  группам глюкокортико-
стероидов, анестетиков, антисептиков. Цитотоксичность 
препаратов в отношении тест-систем на основе ЛСК оце-
нивали по  морфологическому состоянию клеток, их  про-
лиферативной и метаболической активности с помощью 
световой и  конфокальной микроскопии, МТТ-теста и  си-
стемы клеточного анализа xCELLigence.

В ходе исследования было выявлено, что внутри фар-
макологических групп препараты различаются по степени 
и  характеру токсичности. Большинство препаратов про-
являет токсичность в первые часы после применения, что 
может быть критично для жизнеспособности клеток, транс-
плантируемых в составе ТИК, а также резидентных ство-
ловых клеток. Это позволяет косвенно прогнозировать, что 
неправильно подобранный препарат или его концентрация 
могут привести к гибели трансплантированных клеток и за-
метно снизить эффективность репаративных процессов.

Использование лимбальных стволовых клеток в каче-
стве модельных тест-систем для оценки цитотоксичности 
офтальмологических препаратов может способствовать 
оптимальному подбору местной фармакотерапии при ле-
чении лимбальной недостаточности.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 19-34-90146.
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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) обладают 
способностью противостоять повреждающим факторам, 
которые могли бы  привести к  выходу из  состояния плю-
рипотентности и старению. Так, показано, что ЭСК имеют 
повышенную устойчивость к повреждениям генома, пони-
женную частоту мутаций и  продуцируют гораздо меньше 
радикалов кислорода по сравнению с дифференцирован-
ными клетками. Это свойство обеспечивается усиленной 
активностью защитных систем клетки, включая поддер-
жание белкового гомеостаза (протеостаза). Убиквитин-
протеасомная система обеспечивает деградацию более 
90% всех белков в  клетке, включая избыточные и  по-
врежденные, и, тем самым, является одним из ключевых 
участников протеостаза и, следовательно, задействована 

в поддержании плюрипотентности ЭСК и в выходе из нее 
в процессе дифференцировки. Протеасома содержит три 
каталитически активные субъединицы β1, β2 и β5, которые 
при определенных условиях могут замещаться на  инду-
цибельные  — β1i/LMP2, β2i/MECL1  и  β5i/LMP7. В  та-
кой конфигурации протеасома называется иммунопро-
теасомой и  принимает участие в  процессе презентации 
антигена при иммунном ответе в составе молекулы MHC-I. 
В  последнее время появляются исследования, предпола-
гающие роль иммунопротеасом в поддержании плюрипо-
тентности ЭСК в процессе клеточной дифференцировки.

Согласно данным литературы, наблюдается экспрессия 
генов иммунопротеасом в ЭСК человека, и в процессе диф-
ференцировки происходит постепенное снижение уровня 
их  экспрессии. У  мыши в  ЭСК не  экспрессируются гены 
иммунопротеасом, однако, уровень экспрессии этих генов 
увеличивается при дифференцировке ЭСК. Мы не обнару-
жили экспрессии генов иммунопротеасом ни в ЭСК мыши, 
ни в процессе их дифференцировки. Однако мы показали, 
что экспрессия генов иммунопротеасом происходит лишь 
при дифференцировке ЭСК в  эпибластные стволовые 
клетки. Полученные нами данные подтверждают данные 
сравнения транскриптомов ЭСК мыши (наивных плюри-
потентных клеток) и эпибластных стволовых клеток (прай-
мированных плюрипотентных клеток), и  свидетельствует 
об  участии иммунопротеасом в  поддержании стволовых 
клеток в состоянии праймированной плюрипотентности.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РФФИ (19-29-04117).
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В  настоящее время накоплено значительное коли-
чество экспериментальных данных, свидетельствующих 
о преимущественной роли опухолевых стволовых клеток 
(ОСК) в инициации и развитии опухоли. ОСК отличаются 
высокой устойчивостью к  воздействию повреждающих 
факторов, таких как химиотерапевтические препараты 
или ионизирующее излучение.

Целью данной работы являлось изучение чувстви-
тельности 3D-культуры (маммосфер), полученных из кле-
ток аденокарциномы молочной железы человека линии 
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MCF7, к  воздействию противоопухолевого цитостатика 
доцетаксела и гамма- и нейтронного излучения.

Методы. Маммосферы культивировали в  среде 
DMEM/F12  без фенолового красного, содержащей 
инсулин, EGF и  bFGF, в  низкоадгезивных чашках Петри. 
После дезагрегирования маммосфер на  разных пасса-
жах (генерациях, G) определяли долю ОСК (CD44+/CD24-

) с помощью проточной цитофлуориметрии. 3D-культуру 
также характеризовали с  помощью непрямого иммуно-
цитохимического окрашивания антителами к виментину 
и маркеру пролиферации Ki67.

Клетки облучали на  установке «ГУТ-200М» 
(γ-излучение, 60Со) и  в  коллимированном пучке нейтро-
нов и  гамма-квантов ядерного реактора ИР-8 (смешан-
ное гамма-нейтронное (γ,n) излучение. Эффективность 
воздействия оценивали по  изменению выживаемости 
клеток, клоногенной активности, изменению параметров 
клеточного цикла.

Результаты. Клетки линии MCF7  при культивирова-
нии в  указанных выше условиях образуют плавающие 
сферические колонии  — маммосферы. Показано, что 
в  3D-культуре значительно возрастала доля ОСК с  фе-
нотипом CD44+/CD24-/low: от  0,9% (содержание ОСК 
в 2D-культуре MCF7) до 10–20% в генерациях G2–G6. 
Обнаружено, что клетки маммосфер проявляли высокую 
устойчивость к доцетакселу в сравнении с 2D-культурой 
при длительном культивировании клеток (6  сут), кото-
рая проявлялась в  увеличении значения IC50, увели-
чении клоногенной активности и  снижении доли кле-
ток в  S/G2/M  фазах клеточного цикла. Показано, что 
3D-культура MCF7 была значительно более устойчивой 
к  доцетакселу и  γ-излучению по  сравнению с  исходной 
2D-культурой: при облучении в дозе 2 Гр разница по вы-
живаемости составила 40%. При этом в популяции вы-
живших клеток значительно возрастала доля ОСК.
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Одним из  существенных признаков репликативного 
старения мезенхимальных стволовых клеток (МСК) яв-
ляется уменьшение клеточной подвижности и  реорга-
низация цитоскелета. Нарушение процессов миграции 
способствует ухудшению тканевой репарации. Поэтому 
для использования МСК в  регенеративной медицине 
необходимо знать характер процесса репликативного 

старения в конкретной линии. Исследование направлено 
на исследование изменений в организации сократитель-
ного аппарата МСК жировой ткани человека (ADH MSC) 
в процессе репликативного старения.

В  ходе данной работы изучены структурные осо-
бенности распределения актин-связывающего белка 
α-актинина-4, а также малой ГТФазы RhoA в клетках ADH 
MSC на различных стадиях репликативного старения.

Методами иммунофлюоресценцентного анализа 
и конфокальной микроскопии исследована динамика ко-
локализации белков RhoA, α-актинина-4  с  ядром (ДНК) 
и с F-актином на 8–16 пассажах в клетках ADH MSC. Для 
оценки структурной целостности актинового цитоскелета 
был произведен анализ его локальной фрактальной раз-
мерности (D) [1].

В результате построения линейной регрессии по коэф-
фициентам колокализации на изученных пассажах было об-
наружено, что при увеличении номера пассажа происходить 
снижение колокализации с  F-актином как α-актинина-4, 
так и  RhoA. Колокализация α-актинина-4  и  RhoA с  ядра-
ми увеличивается при увеличении номера пассажа, что 
может свидетельствовать о том, что в ходе репликативно-
го старения α-актинин-4  и  RhoA из  цитоплазмы частич-
но перераспределяются в  ядро. На  данный момент роль 
α-актинина-4 и RhoA в ядре мало понятна и подлежит даль-
нейшему исследованию. В ходе анализа фрактальной раз-
мерности актинового цитоскелета обнаружено, что в перво-
начальное снижение D в ходе культивирования сменяется 
его увеличением, с минимальным значением на 11 пасса-
же. Эти результаты свидетельствуют об  обратимом сни-
жении структурной целостности актинового цитоскелета 
в процессе репликативного старения.
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В  течение многих лет создание эпидермально-
го эквивалента остается актуальной задачей для 
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регенеративной медицины. Одновременное сохранение 
недифференцированного фенотипа и  высокого про-
лиферативного потенциала в  культуре эпидермальных 
кератиноцитов (ЭКЦ) человека необходимо для форми-
рования многослойного пласта клеток, в котором достиг-
нут баланс между пролиферацией и дифференцировкой. 
Этап криохранения предположительно влияет на  попу-
ляцию стволовых клеток, поэтому нашей задачей было 
сравнение характеристик клеток в  культуре до  и  после 
криохранения.

Экспрессию мРНК генов гемидесмосом (интегрины 
α6, β4  и  β1), характерных для базальных кератиноци-
тов кожи, оценивали методом ПЦР в реальном времени 
в  первичной культуре ЭКЦ до  (р0) и  после криохране-
ния (р1) (1 и 7 сутки). Изменение количества стволовых 
клеток с  фенотипом (CD71-/integrin β4+) в  культуре 
ЭКЦ до и после криохранения (1 сутки после размороз-
ки) оценивали методом проточной цитометрии. Оценка 
экспрессии белка интегрина α6  до  и  после (1,3  сут-
ки) криохранения проводилась методом вестерн блот. 
Пролиферативный потенциал оценивали методом CFE 
(J.G. Rheinwald, H. Green, 1975) до  криохранения на  2м 
пассаже (р2) и  после криохранения (1  пассаж и  2й 
пассаж после 3  и  10  суток культивирования р1), а  так-
же по  способности ЭКЦ формировать эпидермальный 
эквивалент: кератиноциты культивировали на  колла-
геновом геле в  течение 7  суток с  применением этапа 
культивирования на  границе с  воздухом. Криосрезы 
препаратов многослойного эпидермиса окрашивали 
гематоксилином-эозином.

Через 24  часа после разморозки прикрепленны-
ми к  пластику остаются только 12,5%± кератиноцитов. 
В  этой популяции наблюдается снижение экспрессии 
мРНК интегринов α6 и β1; повышение экспрессии мРНК 
интегрина α6 происходит к 7 суткам. При этом экспрес-
сия белка интегрина α6  одинакова до  и  после (1сут-
ки) разморозки, но  снижается к  3  суткам. Кроме того, 
есть тенденция к  увеличению процента кератиноцитов 
со  стволовым фенотипом (CD71-/integrin β4+) после 
разморозки (1  сутки). При культивировании кератино-
цитов на геле происходит формирование многослойной 
структуры, близкой к  нативному эпидермису. Было об-
наружено увеличение пролиферативного потенциала 
в культуре кератиноцитов после криохранения (методом 
CFE): голоклонов в  14  раз больше после криохранения 
(2й пассаж после 10 суток культивирования р1), но при 
этом низкое число голоклонов на 2м пассаже после 3 су-
ток культивирования р1. Кератиноциты сразу после кри-
охранения колонии не формировали.

Вследствие криохранения наблюдается транзиторное 
снижение экспрессии генов гемидесмосом в  культуре 
базальных кератиноцитов. В результате этого, вероятно, 
происходит селекция наименее дифференцированных 
кератиноцитов, несущих на  мембране максимальное 
количество молекул интегрина α6, что дает им возмож-
ность более прочной адгезии к матриксу.

Работа выполнена в  рамках госзадания ИБР РАН 
2020 года.
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Заболевания опорно-двигательного аппарата 
(ЗОДА) сложно поддаются лечению и нередко приводят 
к инвалидности пациентов, поэтому улучшение диагно-
стики и  лечения ЗОДА является одной из  важных ме-
дико-социальных проблем. Целью исследования стала 
оценка возможного влияния цитокинов и  хемокинов 
на морфологию и остеогенный потенциал стромальной 
фракции мононуклеарных лейкоцитов (МНЛ) крови 
человека после длительного культивирования. МНЛ, 
выделенные из  венозной крови здоровых доброволь-
цев, культивировали в течение 21 суток в питательной 
среде без остеогенных добавок, прилипающие клетки 
фиксировали в  парах формалина и  окрашивали али-
зариновым красным, проводили морфометрические 
подсчеты. Для измерения концентрации 22 цитокинов 
в  супернатантах использовалась проточная цитоме-
трия. В длительной культуре, помимо МНЛ с типичной 
морфологией, присутствовали фибробластоподобные 
клетки (ФК), что совпадает с  литературными данны-
ми  [1]. При окраске ализариновым красным отмеча-
лись небольшие единичные фокусы кальцификации 
межклеточного вещества вокруг ФК, в  незначитель-
ном отдалении от ФК и в области межклеточного кон-
такта МНЛ с ФК, что говорит о дистантном и контакт-
ном влиянии МНЛ на  остеогенную дифференцировку 
и минерализацию клеточной культуры, обусловленную 
ФК. Была выявлена прямая корреляционная связь 
между количеством участков минерализации и числом 
ФК. В  лунках с  максимальным числом ФК  концентра-
ция провоспалительных цитокинов TNF-a, IL-6  и  IL-
17  была, соответственно, в  5, 10  и  в  44  раза выше, 
а противовоспалительного хемокина MCP-1 (MCAF) — 
в  26  раз ниже. Таким образом, дифференцировка 
потомков МНЛ в  остеобласты с  последующей каль-
цификацией межклеточного матрикса может быть обу-
словлена ауто- и паракринной секрецией компонентов 
цитокиновой сети, обладающих известным остеомоду-
лирующим потенциалом [2].

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект 16-15-10031).
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Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) поддер-
живают во взрослом организме процессы восстановле-
ния и обновления тканей. Секретом МСК может способ-
ствовать цитопротекции и  восстановлению тканей при 
повреждении. Клеточное старение приводит к значитель-
ным модификациям морфофункционального состояния 
и  изменениям межклеточного взаимодействия. Цель 
данной работы заключалась в изучении ангиогенного по-
тенциала сенесцентных МСК. Наибольший интерес пред-
ставляет ассоциированный со  старением секреторный 
фенотип (SASP). Его консервативную основу составляют 
провоспалительные цитокины, но состав может варьиро-
вать в зависимости от типа клеток, их тканевого источни-
ка и способа индукции клеточного старения.

МСК выделяли из  жировой ткани здоровых доноров 
(женщины, 35–50  лет). Клетки длительно поддержива-
ли в культуре до лимита Хейфлика (более 20 пассажей) 
и  подтверждения сенесцентого состояния по  ряду мар-
керов. Ангиогенную активность кондиционированной 
среды (КС) сенесцентных и  «молодых» МСК оценивали 
на модели формирования сосудов в хориоаллантоисной 
мембране (ХАО) in  ovo с  использованием эмбрионов 
японских перепелов. Отдельные процессы, ассоцииро-
ванные с ангиогенезом, были изучены на моделях обра-
зования капилляроподобных структур в Матригеле и не-
направленной миграции эндотелиальных клеток (ЭК). 
Около 100 различных секретируемых медиаторов было 
изучено с  использованием ИФА, мультиплексного ана-
лиза, дот-блоттинга и количественной ПЦР.

Результаты указывают на то, что сенесцентные МСК 
обладают меньшей ангиогенной активностью, чем «мо-
лодые» клетки. При этом, данный эффект в полной мере 
проявляется лишь в  комплексных моделях, приближен-
ных к  условиям in  vivo, где одновременно присутствует 
множество клеточных и неклеточных элементов, участву-
ющих в ангиогенезе. На элементарных моделях, таких как 
Матригель и ненаправленная миграция ЭК, эффект сла-
бо выражен или отсутствует вовсе. Анализ КС не выявил 
значительного изменения концентрации VEGF, ключево-
го регулятора ангиогенеза. В  то  же  время, репликатив-
ное старение приводит преимущественно к повышению 
паракринной активности МСК. Происходит увеличение 
содержания как про- (FGF-2, uPA, IL-6, IL-8  и  др.), так 
и антиангиогенных факторов (IL-4, IP-10, PF4, Activin A, 
DPPIV и др.). Таким образом, модификация секреторного 

фенотипа, ассоциированная с  репликативным старени-
ем, приводит к снижению ангиогенного потенциала МСК, 
выделенных из жировой ткани человека.

Исследование выполнено при поддержке гранта 
РФФИ № 19-015-00150.
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При лучевой терапии опухолей мозга и области голо-
вы и шеи обнаружена гибель нейральных стволовых кле-
ток (НСК). Цель данной работы  — изучить возможность 
повышения выживаемости γ-облученных НСК с  помо-
щью факторов, секретируемых необлученными НСК или 
мезенхимальными клетками из  жировой ткани (МСК-
ЖТ) в экспериментах in vitro.

НСК выделяли из  головного мозга новорожденных 
мышат в  стерильных условиях  [1]. Клетки облучали 
на  установке ГУТ-200М (Co60) в  культуральной среде 
в дозах 1 и 2 Гр. Контрольные и облученные НСК высева-
ли в культуральные 24х-луночные планшеты, после чего 
в каждую лунку планшета помещали проницаемые мем-
бранные вкладыши с необлученными стволовыми клет-
ками. Выживаемость облученных НСК оценивали через 
72 ч культивирования.

Облучение НСК в дозах 1 и 2 Гр приводило к сниже-
нию выживаемости клеток через 72 ч после воздействия 
до 57±2% и 44±3% от необлученного контроля, соответ-
ственно. Выживаемость облученных в дозе 1 Гр НСК по-
сле ко-культивирования с необлученными НСК, которые 
находились в  проницаемых вкладышах, была достовер-
но выше и составляла 91±3%, а после облучения в дозе 
2 Гр — 70±2%.

Выживаемость облученных в  дозе 1 Г р  НСК после 
ко-культивирования с необлученными МСК-ЖТ в анало-
гичных условиях, через 72 ч после воздействия была до-
стоверно выше, и составляла 86±4%, а после облучения 
в дозе 2 Гр повышалась до 60±4%.

Выживаемость НСК, облученных в дозе 1 и 2 Гр при 
прямом ко-культивировании облученных НСК с  не-
облученными НСК, повышалась до  100% и  88±4% 
соответственно.

Ко-культивирование с использованием проницаемых 
мембранных вкладышей позволяет факторам, секре-
тируемым необлученными НСК и МСК-ЖТ, в том числе 
экзосомам, защищать НСК от действия γ-излучения, что 
приводит к  повышению их  выживаемости. При прямом 
ко-культивировании необлученных и  облученных НСК, 
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более высокое повышение выживаемости облучен-
ных клеток связано, по-видимому, с действием не толь-
ко секретируемых факторов, но  и  с  межклеточными 
взаимодействиями.

Работа выполнена в  рамках стипендии Президента 
РФ СП-2490.2019.4.
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Актиновый цитоскелет участвует во  всех процессах, 
необходимых для нормальной жизнедеятельности клет-
ки, в том числе и в клеточной миграции, играющей клю-
чевую роль в  развитии организма, иммунных реакциях, 
регенерации поврежденных тканей и  метастазирова-
нии раковых клеток. Изучение различных биологически 
активных агентов, влияющих на  актиновый цитоскелет 
и  связанную с  ним клеточную подвижность, является 
актуальной темой современной клеточной биологии. 
Несмотря на то, что нам доступно визуализировать фи-
бриллярный актин в  высоком разрешении для деталь-
ного наблюдения его морфологии, все еще не  хватает 
подходов для численной оценки перестроек цитоскелета 
с целью выявления эффекта того или иного биологиче-
ски активного агента. Актиновый цитоскелет — сложная 
самоподобная структура, поэтому к  ней применимы по-
нятия фрактальной геометрии. Фрактал в широком пони-
мании это множество точек, имеющее дробную метриче-
скую размерность (фрактальную размерность), которая 
может являться численным параметром перестроек ци-
тоскелета, характеризуя сборку или разборку, основыва-
ясь на форме изображения, а не на интенсивности флю-
оресценции изображения.

Целью нашей работы было использовать измерение 
фрактальной размерности Минковского в  исследова-
нии влияния предсердного натрийуретического пептида 
(ПНП) на  цитоскелет мезенхимных стволовых клеток 
(МСК, выделены из  жировой ткани и  охарактеризова-
ны). Фибриллярный актин в клетке выявляли с помощью 
окраски родамином, конъюгированным с фаллоидином, 
подсчет фрактальной размерности проводили в  ImageJ 
с  использованием плагина FracLac. Было обнаружено, 
что фрактальная размерность у  актинового цитоскеле-
та МСК в  контрольном образце составляет 1,57±0,02. 
После инкубации МСК в течение 24 ч с 10нМ ПНП фрак-
тальная размерность составляла 1,52±0,01. Для МСК, 

инкубированных в  течение 24  ч  с  1000нМ ПНП, этот 
параметр составлял 1,59±0,01. Полученные данные по-
казали, что действие 10нМ ПНП в течение 24 ч приводит 
к разборке фибриллярного актина МСК.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского Научного Фонда (проект № 18-15-00106).
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В  настоящее время при создании биоэквивалентов 
для реконструкции дефектов костной ткани основным 
фактором, лимитирующим регенерацию, остается недо-
статок васкуляризации. В  настоящее время основным 
подходом к  созданию васкуляризованной ткани являет-
ся сокультивирование с  эндотелиальными прогенитор-
ными клетками. При совместном 2D культивировании 
эндотелиальных прогениторных клеток и  остеогенных 
предшественников  — мультипотентных мезенхимных 
стромальных клеток (ММСК) происходит более ранняя 
дифференцировка клеток в  обоих направлениях. В  усло-
виях трехмерной культуры данные процессы остаются 
малоизученными, тогда как показано, что компактная упа-
ковка клеток внутри сфероида способствует образованию 
специфического микроокружения и  более эффективной 
остеогенной дифференцировке. Таким образом, целью 
данного исследования было изучение in vitro взаимодей-
ствия в сфероиде ММСК, единовременно дифференциру-
ющихся в ангиогенном и остеогенном направлениях.
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В данной работе были использованы ММСК, получен-
ные из жировой ткани человека. На 4-ом пассаже клетки 
переносили на  агарозные планшеты в  условия 3D куль-
тивирования в концентрации 3.3×106 клеток на мл. Было 
изучено 4  группы сфероидов: 1) контрольная группа, 2) 
группа с  ангиоиндукцией, 3) остеоиндукцией и  4) группа 
с  двойной индукцией. Сфероиды были охарактеризова-
ны с  помощью сканирующей электронной микроскопии 
(СЭМ), иммуноцитохимического анализа (ИЦХ) и ПЦР в ре-
альном времени на 7,14 и 21 сутки 3D культивирования.

Результаты СЭМ показали, что все сфероиды в неза-
висимости от группы индукции имеют эпителиоподобные 
клетки на поверхности и стромальные клетки с высоким 
содержанием внеклеточного матрикса в  центральной 
зоне сфероида. Согласно результатам ИЦХ на  7  сутки 
3D культивирования во всех группах, включая контроль-
ную, был синтез маркеров эндотелиальной дифферен-
цировки  — Flk-1  и  CD31  и  синтез остеопонтина, остео-
кальцина — маркеров остеогенеза, что свидетельствует 
о наличии частичного спонтанного ангио — и остеогене-
за. Результаты ИЦХ также показали, что индукция в ан-
гиогенном направлении и двойная индукция значительно 
увеличивают синтез остеопонтина на  7  и  14  сутки, что 
свидетельствует о  том, что ангиогенез может стимули-
ровать ранние этапы остеогенеза. В пользу этого также 
свидетельствует увеличение экспрессии Osterix  — ран-
него фактора остеогенеза в группе с двойной индукцией.

Таким образом, 3D культура из ММСК жировой ткани 
человека способна к частичному спонтанному ангиогене-
зу и остеогенезу. Двойная индукция стимулирует диффе-
ренцировку клеток сфероида в остеогенном направлении. 
Это открывает новые перспективы получения васкуляри-
зованных биоэквивалентов костной ткани in vitro для эф-
фективного восстановления крупных дефектов кости.

Исследование было поддержано фондом 
Грант Президента Российской Федерации, грант 
МК-3776.2019.4.
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Физико-химические свойства поверхности играют 
важную роль в  адгезии, влияют на  морфологию, про-
лиферацию и  дифференцировку эукариотических кле-
ток. В  работе представлены результаты использования 
магнитных наночастиц для изменения механических 
свойств поверхностей и  оценки последующего роста 

и дифференцировки клеток млекопитающих на получен-
ных подложках.

Магнитные наночастицы были получены методом 
химического осаждения из раствора солей двух- и трех-
валентного железа. Анализ наноматериалов проводился 
с  помощью гиперспектральной и  темнопольной микро-
скопии на установке Cytoviva (США), а также с помощью 
атомно-силовой микроскопии. Для получения магнитно-
модифицированных поверхностей использовали химиче-
ски очищенные стекла, на которые наносили магнитные 
наноматериалы или магнитные наноматериалы с  поли-
мером. Объектом исследования были мезенхимальные 
стволовые клетки (МСК) адипогенного происхождения.

Были получены сферические магнитные наночасти-
цы оксида железа с  гидродинамическим диаметром 
123±0,8  нм  и  ζ-потенциалом  — 47,6±1,2  мВ. Для луч-
шего закрепления наночастиц на стекле их наносили со-
вместно с  дезоксирибонуклеиновой кислотой цыпленка 
(ДНК). С  помощью атомно-силовой микроскопии было 
показано, что наибольшие параметры среднеарифмети-
ческой шероховатости Ra 90,1 ± 2,8 нм характерны для 
покрытий только с магнитными наночастицами, но такие 
покрытия нестабильны и  легко отделяются от  поверх-
ности в  культуральной среде. При использовании ДНК 
шероховатость покрытия снижалась до Ra 30,1 ± 3,3 нм, 
но  была более стабильна. Показано, что сферические 
магнитные наночастицы могут с успехом использовать-
ся для формирования покрытий с  разными параметра-
ми шероховатости и адгезии. Оптимальным полимером 
из  исследованных нами для формирования подобных 
покрытий является ДНК, поскольку способствует равно-
мерному распределению наноматериала по поверхности 
стекла. Успешно проведена остео- и хондродифференци-
ровка МСК на полученных поверхностях.

Работа выполнена за  счет средств субсидии, выде-
ленной в рамках государственной поддержки Казанского 
(Приволжского) федерального университета в целях по-
вышения его конкурентоспособности среди ведущих ми-
ровых научно-образовательных центров и при поддержке 
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На текущий момент одной из важных проблем регене-
ративной медицины является дальнейшее развитие тех-
нологий получения и трансплантации живых эквивалентов 
кожи, которые могут быть использованы как для терапии 
ряда генетических заболеваний кожи, так и в качестве ре-
презентативной модели для изучения морфогенеза кожи 
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и  симуляции воздействия различных веществ на  нее. 
Одним из перспективных источников клеточного материа-
ла для генерации ЖЭК являются индуцированные плюри-
потентные стволовые клетки человека (чИПСК). Основной 
нерешенной проблемой получения ЖЭК являются отли-
чия структуры, клеточного состава и  состава внеклеточ-
ного матрикса в составе ЖЭК от его нативного аналога, 
а также отсутствие дериватов кожи.

Целью работы было получить в  ходе направленной 
дифференцировки чИПСК эпидермальную и  дермаль-
ную клеточные линии, пригодные для получения ЖЭК 
и волосяных фолликулов in vitro.

В  результате дифференцировки чИПСК были полу-
чены аналог кератиноцитов (ИПСК-Кц) и  аналог кле-
ток дермальной папиллы (ДП) волосяного фолликула 
(ИПСК-ДП). Затем полученные клеточные линии были 
верифицировали при помощи иммуноцитохимического 
анализа и  РВ-ПЦР выявления маркеров кератиноцитов 
(p63, К14, К18, К10 и др.) и маркеров ДП (версикана, ви-
ментина, фибронектина, гладкомышечного актина и др.) 
соответственно, а  также функционального теста на  ин-
дукцию фолликулогенеза in  vivo после введения ИПСК-
ДП  под кожу иммунодефицитных мышей линии nude 
с  последующим иммуногистохимическим выявлением 
эпидермальных маркеров (К6 и К14) в составе сформи-
рованных de novo кожных органоидов в препаратах, полу-
ченных из зоны введения.

На  следующем этапе работы ИПСК-ДП  и  ИПСК-
Кц использовали для получения в системе transwell ЖЭК 
и органоидов, имитирующих ранние стадии фолликулоге-
неза, в  системе «висячая капля». Образцы полученных 
препаратов использовали для иммуногистохимического 
выявления маркеров клеток дермальной папиллы (фи-
бронектина и  версикана), базальной мембраны (колла-
ген IV) и кератиноцитов (К14).

Полученные результаты подтверждают целевой фено-
тип полученных клеточных линий и их способность к вза-
имной интеграции в трехмерные клеточные системы, что 
позволяет утверждать, что разработанные методы и полу-
ченные клеточные линии могут быть использованы для 
получения полноценных ЖЭК и дериватов кожи in vitro.

Работа выполнена в  рамках гранта РНФ 
№ 16-14-00204.
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Мультипотентные мезенхимальные стволовые клет-
ки человека (МСКч) способны к  самовоспроизведе-
нию и  дифференцировке в  остеогенном, хондрогенном 

и адипогенном направлениях. В настоящее время МСКч 
используют для лечения различных заболеваний, вклю-
чая болезнь «трансплантат против хозяина», болезнь 
Крона, сахарный диабет, рассеянный склероз, инфаркт 
миокарда, печеночная недостаточность, и некоторых дру-
гих. Однако активное использование этих клеток в транс-
ляционной медицине затруднено, в том числе из-за того, 
что в  условиях in  vitro МСКч подвергаются клеточному 
старению, то есть снижению функциональной активности 
и клеточной пролиферации по мере увеличения количе-
ства клеточных пассажей. Bartosh с соавторами (2016) 
показали, что МСКч поздних пассажей (характеризую-
щиеся экспрессией маркеров клеточного старения) по-
сле прохождения фазы «3D-сфероидов», восстанавли-
вают способность к активной пролиферации и обладают 
типичным фенотипом клеток ранних пассажей. Однако 
основное внимание исследований 2D-3D-2D культиви-
рования МСКч были направлены на изучение усиленного 
противовоспалительного эффекта этих клеток, измене-
ний секретома и  более высокой выживаемости. Целью 
нашего исследования является определение сигнальных 
путей и клеточных механизмов, ответственных за прео-
доление клеточного старения МСКч в 2D-3D-2D модели.

3D-сфероиды МСКч были приготовлены c  исполь-
зованием клеток поздних пассажей, экспрессирующих 
маркеры клеточного старения, с использованием техни-
ки «висячих капель». Клеточный цикл и активацию ауто-
фагии в  3D-сфероидах сравнивали с  пролиферативной 
активностью 2D-культивируемых МСКч ранних и  позд-
них пассажей, а также с этими характеристиками у кле-
ток после выхода из  3D-сфероида. Полученные данные 
согласуются с  данными других групп и  подтверждают 
преодоление клеточного старения МСКч в 2D-3D-2D мо-
дели. Кроме того, после выхода из 3D в 2D условие куль-
тивирования, МСКч сохраняли нормальный кариотип 
и высокий уровень экспрессии поверхностных маркеров.

При окрашивании МСКч на  аутофагоцитоз (реакция 
на кислую фосфатазу по Гомори) в цитоплазме клеток ран-
них пассажей и в клетках, вышедших из 3D-сфероидов, 
была выявлена низкая активность кислой фосфатазы 
(КФ), в  то  время, как клетки в  3D сфероиде характери-
зовались высокой активностью КФ, характерной для ак-
тивации этого процесса. Электронно–микроскопические 
методы исследования совместно с иммунофлуоресцент-
ным окрашиванием на  p62, p230  и  LC3, подтвердили 
активацию процесса аутофагии в  3D сфероидах МСКч 
по сравнению с 2D культурой. Таким образом, наши пред-
варительные данные предполагают активацию процесса 
аутофагии в  3D-сфероидах МСКч, как основного меха-
низма преодоления клеточного старения этих клеток.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
№ 20-015-00060.
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Искусственная альфоиднаяTetO хромосома человека 
(ИХЧ) представляет собой новый тип вектора для генной 
терапии. Созданная с  помощью восходящего («bottom-
up») подхода, она представляет собой мультимеризован-
ный α-сателлитный димер ДНК, один из мономеров кото-
рого содержит сайт связывания белка CENP-B, а второй 
–последовательность тетрациклинового оператора 
(tetO)  [1]. Нами были получены мутантные по FVIII инду-
цированные плюрипотентные стволовые (ИПС) клетки 
мыши, содержащие ИХЧ с  человеческим геном FVIII. 
С помощью тератомного теста и иммуноцитохимической 
окраски было показано, что полученные клетки не теря-
ют своих плюрипотентных свойств. Также нами была про-
анализирована устойчивость ИХЧ в данных клетках и по-
казана их способность экспрессировать ген FVIII.

Работа выполнена в  рамках программы фун-
даментальных исследований Президиума РАН 
«Биомедицинские технологии: инновационные разработ-
ки» и гранта РФФИ_а № 1804-01199.
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Известно, что регенерация системы кость/костный 
мозг происходит за  счет взаимодействия мезенхимных 
стволовых клеток (МСК), гемопоэтических стволовых кле-
ток (ГСК) и их потомков в составе остеобластических ниш. 
Т-клетки лейкозной линии Jurkat часто используются для 
моделирования реакции Т-лимфоцитов[1]. Целью иссле-
дования стала оценка влияния адгезированных Т-клеток 
линии Jurkat на остеогенную дифференцировку МСК жи-
ровой ткани человека при их  сокультивировании in  vitro. 
Клетки линии Jurkat получены из Российской коллекции 
клеточных культур позвоночных (Институт цитологии РАН, 
Санкт-Петербург). В течение 21 суток клетки культивиро-
вали в полной питательной среде аМЕМ без остеогенных 
добавок, либо с  остеогенными добавками (остеосреда). 
Были сформированы 4  группы исследования (по  4  лун-
ки в  каждой): 1  — МСК в  аМЕМ; 2 –МСК в  остеосреде; 
3 — МСК+Jurkat в аМЕМ; 4 — МСК+Jurkat в остеосреде. 
После культивирования прилипшие к  пластику клетки 
фиксировали в  парах формалина и  окрашивали ализа-
риновым красным S, подсчитывали площадь и  количе-
ство участков минерализации межклеточного матрикса. 
Клетки в 1-й группе формировали слабо окрашенный мо-
нослой, что свидетельствует о незначительной остеоген-
ной дифференцировки МСК. При культивировании в осте-
осреде отмечалось усиление дифференцировки МСК 
в  остеобласты с  формированием отдельных участков 
интенсивно окрашенного минерализованного матрикса. 
При добавлении Jurkat Т-клеток в  культуру МСК наблю-
далось значительное увеличение количества и  площади 
участков минерализации межклеточного матрикса. При 
этом, максимальный прирост числа (1,5  раза) и  общей 
площади (в 36 раз) участков минерализации смешанной 
культуры МСК+Jurkat наблюдался в  остеосреде. Таким 
образом, длительное сокультивирование МСК и  Jurkat 
способствует усилению остеогенной дифференцировки 
МСК с образованием межклеточного костного матрикса 
и, по-видимому, формированию остеобластической ниши, 
повышающей выживаемость Jurkat Т-клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект 16-15-10031).
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Заболевания головного мозга, связанные с  органи-
ческим повреждением нервной ткани, занимают одно 
из  первых мест в  структуре смертности и  инвалидиза-
ции населения во  всем мире. В  последние годы было 
показано, что использование мультипотентных мезен-
химальных стромальных клеток (ММСК) является пер-
спективным методом лечения, способным значительно 
ускорить восстановление функций головного мозга по-
сле ишемического повреждения или черепно-мозговой 
травмы. Основным механизмом терапевтического дей-
ствия ММСК многие исследователи считают межклеточ-
ную коммуникацию между ММСК и клетками микроокру-
жения, которая реализуется паракринно через секрецию 
внеклеточных везикул (ВВ) или прямые межклеточные 
контакты. Однако, вклад каждого механизма в реализа-
цию нейропротекторных эффектов ММСК в достаточной 
степени не  изучен. С  целью изучения вклада каждого 
механизма межклеточной коммуникации в нейропротек-
торное действие ММСК, нами проводились исследова-
ния роли межклеточных контактов и ВВ в модельных си-
стемах повреждения головного мозга in vivo и in vitro.

Было показано, что в  условиях in  vitro ММСК могут 
образовывать межклеточные контакты по  типу тунне-
лирующих нанотрубок между нейронами и  астроци-
тами, через которые осуществляется двухсторонняя 
межклеточная передача цитоплазматического содер-
жимого и  однонаправленная передача митохондрий 
от  ММСК к  клеткам микроокружения. Сверхэкспрессия 
белка Miro1, ответственного за  межклеточный транс-
порт митохондрий, усиливала передачу митохондрий 
из ММСК и нейропротекторное действие ММСК in vivo, 

тогда как препятствие образованию межклеточных 
контактов между ММСК и  клетками микроокружения 
снижало терапевтические эффекты ММСК. Другим те-
рапевтическим подходом являлось введение животным 
ВВ, полученных из  кондиционированной среды ММСК. 
ВВ  выделяли методом дифференциального центрифу-
гирования, количественный анализ проводили методом 
NTA. Интраназальная инстилляция ВВ  достоверно вос-
станавливала сенсомоторные функции у животных после 
ЧМТ, также как ММСК. ВВ защищали клетки гиппокампа 
от гибели после моделирования условий ишемии in vitro 
через снижение [Ca2+]i во время фазы глобального ро-
ста цитозольного кальция. ВВ также индуцировали абер-
рантную осцилляцию [Ca2+]i в астроцитах через 30 ми-
нут инкубирования в  нормальных условиях, что может 
являться одним из механизмов выработки ишемической 
толерантности. ВВ значительно ускоряли рост нейритов 
в ходе развития нейроглиальной сети гиппокампа in vitro 
в течение первых 7 суток культивирования.

Можно заключить, что ММСК оказывают нейропро-
текторное действие через несколько основных меха-
низмов: прямые межклеточные контакты, а  также че-
рез внеклеточные везикулы (паракринный механизм). 
ВВ  ММСК обладают нейропротекторным действием 
и  при определенных терапевтических схемах возможно 
достичь терапевтического эффекта, равного эффекту 
от ММСК, за счет увеличения количества ВВ и кратности 
введения животным.

Работа поддержана грантом РФФИ 20-015-00414.

Т.Ю. Старкова1, С.В. Пономарцев1, 
Е.В. Чихиржина1, А.Н. Томилин1, 2

Роль негистоновых белков хроматина 
hmgb1 и hmgb2 в поддержании 
плюрипотентности 
и дифференцировке эмбриональных 
стволовых клеток мыши
1 � Институт цитологии Российской академии наук, 

Санкт-Петербург, Россия
2 � Санкт-Петербургский государственный 

университет, Санкт-Петербург, Россия

T.Y. Starkova1, S.V. Ponomartsev1, 
E.V. Chikhirzhina1, A.N. Tomilin1, 2

The role of the chromatin proteins 
hmgb1 and hmgb2 in differentiation 
of mouse embryonic stem cells
1 � Institute of Cytology of the Russian Academy 

of Sciences, Saint-Petersburg, Russia
2 � Saint-Petersburg State University, Saint-Petersburg, 

Russia

t.starkova@incras.ru

Главной целью исследования является выяв-
ление роли негистоновых хромосомных белков 
HmgB1 и HmgB2 в формировании структурно-функцио-
нальных параметров хроматина эмбриональных стволо-
вых клеток мыши.

С  помощью CRISPR/Cas9-технологии мы  получили 
и  охарактеризовали линии эмбриональных стволовых 
клеток (ЭСК), нокаутные по  HmgB1, HmgB2  и  HmgB1/
HmgB2 одновременно, исследовали как совместную, так 
и индивидуальную роль данных белков в процессе само-
поддержания и  дифференцировки ЭСК. Мы  показали, 
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что нокаутные по HmgB1, HmgB2 и HmgB1/HmgB2 ЭСК 
жизнеспособны и их фенотип существенно не отличает-
ся от  фенотипа контрольных клеток. Далее мы  провели 
оценку экспрессии маркеров плюрипотентности и  уста-
новили, что при нокауте гена HmgB2  происходит суще-
ственное повышение уровня экспрессии Oct4. Анализ 
гистологических срезов тератом, полученных путем под-
кожной инъекции суспензии ЭСК нокаутных по  HmgB1, 
HmgB2  и  HmgB1/HmgB2  мышам линии NUDE, не  вы-
явил существенных отклонений  — во  всех случаях при-
сутствовали клетки трех типов зародышевых листков. 
В то же время мы обнаружили, что на раннем этапе in vitro 
дифференцировки ЭСК в эпибластные стволовые клетки 
(ЭпиСК) в  случае нокаута гена HmgB2  наблюдается су-
щественная клеточная гибель, что указывает на важную 
роль HmgB2 в переходе между наивным и праймирован-
ным состояниями плюрипотентности, характерными для 
клеток эпибласта до и после имплантации.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
(№ 18-04-01199_а).
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Фотодинамическая терапия (ФДТ) широко использу-
ется в  онкологии для селективного разрушения опухо-
лей. Данный вид терапии является способом специфи-
ческого уничтожения злокачественных тканей. Синтез 
и  изучение свойств новых фотосенсибилизаторов 
(далее ФС) является центральным направлением в  по-
вышении эффективности ФДТ. Механизм ФТД реали-
зуется за счет накопления в клетке активных форм кис-
лорода, количество которых зависит от прооксидантной 
активности препарата.

Цель исследования: в  сравнительном аспекте оце-
нить прооксидантную активность ФС  — хлорофиллина, 
Хлорофилла OXY и хлорина E6.

Материалы и  методы. Изучалась прооксидантная 
активность в отношении первичной культуры нейтрофи-
лов биологически активной добавки «Хлорофилл OXY» 
(активная субстанция хлорофиллин 340  мг  в  100  мл) 
и  ее  компонентов: хлорофиллина (водорастворимая 
медьсодержащая натриевая соль хлорофилла), мальто-
декстрина, содержащий сорбат калия на основе очищен-
ной воды. Для сравнения эффекта действия на  клетки 
использовали хлорин Е6, выделенный их  сине-зелёной 
водоросли спируллины. Оценка морфофункционального 
состояния клеток проводилась с помощью проточной ци-
тометрии (MACS Quant TM Analyzer 10) и флуоресцент-
ной микроскопии.

Результаты: анализ накопления ФС  в  цитоплазме 
клеток при длине волны возбуждения 620  нм  показал, 

что наибольшее количество нейтрофилов, флуоресцирую-
щих в указанном диапазоне, отмечалось после 2-х ч кон-
такта с Хлорофиллом OXY и составило 25,4%, тогда как 
после контакта с  хлорином Е6  — 17,6%. При изучении 
содержания дигидрородамина 123  в  клетках (специфи-
ческий зонд для определения окислительного метаболиз-
ма в нейтрофилах) под влиянием фотосензибилизаторов 
установлено, что наибольшее количество позитивных 
клеток определялось после контакта с  хлорофиллином. 
Вывод. По результатам исследования можно заключить 
что OXY-хлорофилл демонстрирует более выраженную 
прооксидантную активность по сравнению с хлорином Е6.
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Члены семейства белков, связывающих инсулинопо-
добный фактор роста (IGFBPs), с функциональной точки 
зрения первоначально были охарактеризованы как ре-
гуляторы доставки IGF в ткани. Как выяснилось позднее, 
помимо IGF-зависимых эффектов, IGFBPs проявляют 
и IGF-независимые эффекты, связываясь с рядом других 
лигандов. Объект нашего исследования, белок IGFBP3, 
в  зависимости от  клеточного контекста, способен сти-
мулировать клеточную пролиферацию или, напротив, 
оказывать проапоптотическое действие: IGFBP3  может 
служить маркером как благоприятного, так и плохого про-
гноза при ряде заболеваний  — онкологических, сердеч-
но-сосудистых и др.

Недавно нами было показано, что в  эндометриаль-
ных мезенхимных стволовых клетках человека (эМСК) 
в условиях окислительного стресса наблюдается оверэк-
спрессия IGFBP3 [1]. В свою очередь, секретированный 
IGFBP3  играет существенную роль в  распространении 
старения в культуре эМСК [2]. В целях дальнейшего ис-
следования функций IGFBP3 как паракринного медиато-
ра клеточного старения мы получили IGFBP3-нокаутные 
эМСК с помощью технологии CRISPR/Cas9. Нокаут был 
подтверждён методом иммуноблоттинга. Неожиданно 
для нас, нокаутные клетки изменили свою морфологию, 
начали агрегировать и  образовывать колонии, замет-
ные на культуральном пластике невооружённым глазом. 
Иммунофенотипирование выявило отсутствие экспрес-
сии характерных для эМСК поверхностных маркеров 
CD44, CD73, CD90 и существенное понижение CD105, 
что свидетельствует об  утрате нокаутными клетками 
стволовости. Положительное окрашивание клеточных 
агрегатов альциановым синим и экспрессия нокаутными 
клетками коллагена II типа предполагают, что нокаутные 
клетки претерпели хондрогенную дифференцировку.

Вовлечённость IGFBP3  в  процесс хондрогенной 
дифференцировки МСК была показана в  ряде работ. 
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Так, IGFBP3  ингибирует дифференцировку МСК в  хон-
дроциты, являясь антагонистом TGF-β, одного из  ос-
новных индукторов хондрогенной дифференцировки. 
Кроме того, существует линия хондропрогениторов, 
выделенных из  МСК крысы, не  экспрессирующих 
IGFBP3  и  спонтанно превращающихся в  хондроциты 
in vitro. Гибель хондроцитов при остеоартрите ассоции-
рована с оверэкспрессией IGFBP3. Основываясь на ли-
тературных данных и на наших результатах, мы полага-
ем, что IGFBP3  может принимать участие в  регуляции 
хондрогенной дифференцировки эМСК.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
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Решающую роль в  процессах старения играет 
изменение секретома накапливающихся в  тканях 
сенесцетных клеток, который характеризуется вы-
соким уровнем провоспалительных цитокинов, дис-
балансом факторов роста, протеаз и  их  ингибиторов 
(senescence-associated secretory phenotype  — SASP). 
Существенный вклад в развитие старения тканей вно-
сит дисфункция тканеспецифичных стволовых клеток 
и  их  микроокружения (ниши). В  поддержании гомео-
стаза микроокружения стволовых клеток участвуют 
не  только растворимые факторы, но  и  внеклеточный 
матрикс (ВКМ). Ряд работ свидетельствует о критиче-
ской роли ВКМ в патогенезе возраст-ассоциированных 

заболеваний. Однако участие секретируемого сенес-
центными клетками ВКМ в  формировании просенес-
центного микроокружения остается малоизученным. 
Целью нашей работы было изучение ВКМ, продуциру-
емого сенесцентными мезенхимными стромальными 
клетками (МСК), являющимися важным компонентом 
ниши стволовых клеток.

МСК выделяли из  жировой ткани доноров двух воз-
растных групп: до 50 лет и старше 65 лет (n=20). В ка-
честве маркеров сенесцентных клеток проводили оцен-
ку пролиферативной активности клеток, экспрессии 
ингибиторов клеточного цикла (p21), длины теломер, 
активности бета-галактозидазы (б-гал), содержания 
компонентов SASP в  секретоме МСК. По  результатам 
измерений определили пороговый возраст пациентов, 
в клетках которых наблюдали повышенный уровень этих 
маркеров. Эти клетки были использованы для получения 
ВКМ с помощью децеллюляризации клеточных пластов 
из МСК (дВКМ). Структура и состав дВКМ были оценены 
с помощью иммуногистохимического анализа основных 
компонентов ВКМ (коллаген I, III, IV типов, фибронектин, 
ламинин). Оценка эффективности децеллюляризации 
матрикса была проведена с  помощью количественно-
го анализа на  содержание остаточной ДНК, а  также 
по окрашиванию DAPI.

Средний возраст пациентов, в  клетках которых уро-
вень маркеров старения был повышен больше чем 
на  80% относительно клеток молодых доноров, соста-
вил 70  лет. МСК отобранных пациентов формировали 
клеточные пласты, в  которых позитивно окрашенные 
на  б-гал клетки располагались преимущественно в  ло-
кусах повышенной плотности. Полученный при децел-
люляризации этих клеточных пластов дВКМ содержал 
основные компоненты ВКМ с сохранным паттерном ком-
парментализации. Эффективность децеллюляризации 
составила 98,78%.

Таким образом, нами был успешно получен ВКМ, се-
кретируемый сенесцентными МСК человека, который 
может быть важным компонентом SASP этих клеток и ис-
пользован для дальнейших исследований.
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Терапия посттравматических кист спинного мозга  — 
крайне актуальная проблема современной медицины, по-
скольку на  сегодняшний день нет эффективных методов 
их лечения. Реабилитация пациентов занимает несколько 
лет, но  полное восстановление сенсомоторных функций 
происходит редко из-за гибели большого числа нейронов 
в  области травмы. Перспективной стратегией лечения 
является клеточная терапия с  применением нейральных 
стволовых/прогениторных клеток (НСПК) из обонятельной 
выстилки носа. Для увеличения эффективности клеточной 
трансплантации обязательна оценка чистоты культуры 
и количества клеток вводимого препарата, которая невоз-
можна при использовании нейросфер. Целью данной рабо-
ты является разработка оптимального протокола получе-
ния адгезивной культуры НСПК из обонятельной выстилки 
крыс для терапии экспериментальных кист спинного мозга.

Для получения НСПК были использованы образ-
цы обонятельной выстилки крыс линии Wistar (n=30). 
Клетки выращивали на  матриксах фибронектин и  ла-
минин в  бессывороточных средах DMEM:F12  и  нейро-
базальной. Клетки нейральной дифференцировки были 
выявлены по  маркерам нестин и  βIII-тубулин методом 
иммунофлуоресценции. Количество клеток подсчитыва-
ли по количеству окрашенных DAPI ядер. Визуализация 
кист проводилась методом МРТ. Полученные НСПК 
трансплантировали в посттравматические кисты спинно-
го мозга крыс (n=7).

Было показано, что пролиферация клеток была макси-
мальна при культивировании на обоих матриксах в нейро-
базальной среде. При культивировании на  фибронектине 
в нейробазальной среде процентное содержание нестин-по-
ложительных клеток было максимально (52,22%) по срав-
нению с другими условиями культивирования. Наибольшее 
процентное содержание βIII-тубулин-положительных клеток 
было выявлено в  культурах, растущих на  фибронектине 
в нейробазальной среде и в DMEM:F12 (79,11% и 83,52% 
соответственно). Нами впервые было показано, что при 
трансплантации 200  тысяч НСПК в  кисты наблюдалась 
положительная динамика восстановления двигательной 
активности задних конечностей по  шкале ВВВ в  тече-
ние всех 4-х недель по сравнению с контрольной группой 
(n=9), а  также был выявлен нейропротективный эффект 
на 1-ой неделе после трансплантации.

Культивирование в нейробазальной среде на фибро-
нектине позволяет получить адгезивную культуру, макси-
мально обогащенную НСПК в достаточном для дальней-
шей трансплантации количестве. Клетки обонятельной 

выстилки крайне перспективны для персонализирован-
ной медицины будущего. Они могут быть получены от па-
циента с травмой спинного мозга и после культивирова-
ния и  направленной нейрональной дифференцировки, 
будучи тканеспецифичными и  аутологичными, транс-
плантированы тому же самому пациенту. При этом полу-
чение обонятельной выстилки является процедурой до-
ступной и безопасной для пациента.

Работа выполнена при поддержке РНФ: грант 
№ 17-15-01133.
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Микровезикулы активно изучаются в качестве потен-
циальной бесклеточной терапии множеств заболеваний, 
в том числе и в регенеративной медицине. В ходе иссле-
дований было установлено, что микровезикулы способны 
к переносу микроРНК, мРНК, белков, а также участвуют 
во множестве процессов за счет вовлеченности в меж-
клеточный контакт. Одним из  типов изучаемых клеток 
в  регенеративной медицине являются мезенхимальные 
стволовые клетки, показавшие отсутствие дифферен-
цировки при трансплантации их в поврежденные почки. 
Целью нашего исследования было сравнить микровези-
кулы, полученные из разных клеточных линий, на морфо-
логическое состояние почек в моделях как хронической, 
так и острой почечной недостаточности.

Материалы и методы
Модели острой и хронической почечной недостаточ-

ности были индуцированы введением 50% глицерола 
мышам линии CBA возрастом 4–5 месяцев.

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) были полу-
чены из костного мозга сингенных мышей. Линии L929, 
B16, LLC были разморожены по программе. Все получен-
ные клетки были культивированы при 37оС в CO2 инку-
баторе. Микровезикулы были получены последователь-
ным ультраценгифугированием.

Образцы почек были взяты на 4 и 11 сутки после вве-
дения микровезикул. Почки были выделены и помещены 
в  4% раствор формальдегида. Применены три метода 
окраски: гематоксилин и эозин, сириус красный, окраска 
по Маллори.

Результаты
При острой почечной недостаточности (ОПН) 

на  11  сутки наибольший регенеративный эффект 
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продемонстрировали микровезикулы (МВ), полученные 
из  МСК. Дистрофических изменений в  корковом веще-
стве не было обнаружено, по сравнению с той же группой 
на  4  сутки. При хронической почечной недостаточности 
(ХПН) дистрофии клубочек почек не было зафиксировано 
при введении микровезикул, полученных из  опухолевых 
линий B16 и LLC по сравнению с группой контроля с ХПН.

Таким образом про-регенераторное действие микро-
везикул не является специфичным для мезенхимальных 
стволовых клеток.

Работа была проведена при поддержке грант РФФИ 
19-315-90056.
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Поли-ɛ-капролактон (ПКЛ) активно применяется в ка-
честве основы тканеинженерных конструкций. Однако 
ввиду гидрофобности материала и  отсутствия поверх-
ностного заряда клетки плохо адгезируют на данных поли-
мер. Следовательно, материал требует дополнительных 
улучшений, например, модификации его поверхности [1].

Одной из возможных модификаций является обработка 
природной аминокислотой  — аргинином. Таким образом, 
целью данного исследования стало изучить взаимодей-
ствие мезенхимальных стромальных клеток (МСК) с моди-
фицированной аргинином полимерной матрицей, а именно 
на синтез клетками белков внутриклеточного матрикса.

Матрицы получали методом полива из раствора ПКЛ 
в хлороформе, затем обрабатывали в 0,5М, 0,25М, 0,1М 
водном растворе аргинина и в 0,25М, 0,1М водно-спир-
товом растворе аргинина (соотношение воды к  спирту 
(ИПС) 3:1), в течение 60 минут при Т=40 °С и при ком-
натной температуре в течении суток, а после промывали 
в дистиллированной воде 10 минут.

Для оценки количества синтезированных клетками 
белков предварительно были подготовлены пробы на ос-
нове аликвот кондиционированной среды после культи-
вирования МСК в течение 1 суток, которую смешивали 
с буфером для проб [2]. При анализе белков, синтезиро-
ванных клетками на матрицах, матрицы после культиви-
рования клеток обрабатывали буфером для проб. В каче-
стве положительного контроля использовалось стекло, 
а отрицательного — необработанный ПКЛ.

Было выявлено, что количество плазменного фибро-
нектина уменьшается по  сравнению с  отрицательным 

контролем, особенно заметно для плёнок, обработанных 
в течение суток или спиртовыми растворами. Количество 
фибронектина в лизате клеток на плёнках, обработанных 
в течение часа, значительно (в 2–3 раза) превышает от-
рицательный контроль, когда для плёнок, обработанных 
в течение суток, его значение сравнимо с контролем или 
меньше (для 0,5М водного раствора аргинина и спирто-
вых растворов аргинина).

Количество коллагена 1 типа значительно увеличива-
ется по сравнению с контролем для всех видов обработ-
ки. Количество коллагена 4 типа в среде и лизате клеток, 
культивируемыхна плёнках, обработанных в течение су-
ток, меньше, чем для контроля.

Таким образом, модификация аргинином значитель-
но влияет на  синтез белков внеклеточного матрикса 
МСК, культивируемых на полимерных плёнках.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РФФИ (проект № 20-03-00400_а).
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В  процессе дифференцировки из  гемопоэтических 
CD34+ клеток дендритные клетки (ДК) претерпевают зна-
чительные изменения: морфологические, фенотипиче-
ские, функциональные, которые приводят к индукции их ан-
тигенпредставляющей функции. Эти клетки занимают 
ключевые позиции при формировании противовирусного 
иммунного ответа при вирусных инфекциях. Существует 
два подтипа ДК — первый, в которые вирусы легко прони-
кают и достаточно активно размножаются и второй, с по-
мощью которых передается антиген остальным иммунным 
клеткам. При исследовании хантавирусов (ХВ, возбуди-
тель тяжелого заболевания с  20% летальным исходом, 
геморрагической лихорадки с почечным синдромом) была 
обнаружена их  способность проникать и  размножаться 
в  ДК. Цель исследования. Изучить изменения функцио-
нальных свойств ДК при их заражении хантавирусом.

Материалы и  методы. Исследование проводилось 
на культуре индуцированных TNF-α (Sigma) ДК, полученных 
из недифференцированных клеток миелоидного пула кост-
ного мозга бедренной кости морских свинок. Для зараже-
ния ДК использовлся штамм Аа 60343 (ПМ-79-95) генова-
рианта Far East вируса Hantaan из Семейства Bunyaviridae. 
Время контакта с  ХВ  составляло 60  минут, после чего 
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инкубация продолжалась в  течение от  2  и  до  96  ч. Для 
оценки функционального состояния ДК определяли актив-
ность ферментов (АТФ-азы,5`-нуклеотидазы, сукцинатде-
гидрогеназы (СДГ), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), миелопе-
роксидазы (МПО) и цитохромоксидазы (ЦХО).

Результаты. В  ходе исследования была выявлена 
ранняя активация ДК, зараженных ХВ, на что указывало 
снижении концентрации АТФ-азы в  клетках. Тогда как, 
при индукции TNF- α наблюдалась более поздняя актива-
ция ДК. Определено, что в  ДК, стимулированных ханта-
вирусом, наблюдалась также активация сукцинатдегиро-
гиназной системы, в то время как в ДК без воздействия 
вируса активировалась лактатдегидрогеназа.

Вывод. По  результатам исследования можно за-
ключить, что ХВ  вызывает выраженную активацию 
метаболизма дендритных клеток, что указывает 
на их потенциальную способность реализовать антиген-
представляющую функцию.
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Образцы подкожной жировой ткани лошади получены 
от  здоровых доноров, проведенной с  добровольного ин-
формированного согласия хозяина. Полученный образец 
доставляли в  культуральную лабораторию, где из  жиро-
вой ткани выделяли стромально-сосудистую фракцию 
по стандартной методике (1). Для подтверждения принад-
лежности полученных клеток к  мезенхимальным стволо-
вым клеткам (МСК), проводили проточную цитофлуориме-
трию на приборе FACS Aria III (BD, США) с использованием 
антител к Thy-1 (BioLegendCat. No. 328112, США), CD44 
(BioLegendCat. No.103028, США) и  СD34 (SantaCruz, 
Cat. No.7324, США), CD45 (BioLegendCat. No.304026, 

США) согласно инструкциям фирм-производителей. 
Дифференцировку клеток (в  остеогенном, адипогенном, 
хондрогенном направлениях) и их окрашивание проводи-
ли по описанной ранее методике (1).

Все клетки, изолированные из жировой ткани лошади, 
адгезировались на культуральном пластике и имели фи-
бробластоподобную морфологию. Проточная цитометрия 
выявила наличие мембранных маркеров CD44  и  Thy-
1 и отсутствие СD34, CD45, что свидетельствует о при-
надлежности выделенных клеток к МСК. Положительная 
дифференцировка выделенных клеток лошади в адипо-, 
остео — и хондронаправлениях подтверждает их биологи-
ческую активность, свойственную МСК.

Таким образом, проведенные иммуноцитохимиче-
ские исследования и выявленные дифференцировочные 
возможности подтверждают принадлежность культиви-
руемых нами клеток лошади к пулу МСК.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
в рамках научного проекта № 20-016-00022.

Литература:
1.	 ZakirovaE.Y., ZhuravlevaM.N., MasgutovR.F. Usmanov R.A., 

Rizvanov, A.A. Isolation, analysis and application of authogenic 
adipose derived multipotentialmesenchymal stromal cells from 
dog for therapy pseudoarthrosis of tibial bone. Genes and Cells 
2014; 9(3):70–75.

2.	 Zakirova E.Y., Azizova D.A., Rizvanov A.A., Khafizov R.G. Case 
of applying allogenicmesenchymal stem cells of adipogenic ori-
gin in veterinary dentistry. J. of Animal and Vet. Advances2015; 
14(5): 140–3.

С.Ф. Шайхулова, Ф.С. Ахатова, Е.А. Науменко, 
Е.Ю. Закирова, И.Д. Гурьянов, Р.Ф. Фахруллин

Анализ механических характеристик 
стволовых клеток разных видов 
животных при помощи атомно-
силовой микроскопии

Казанский федеральный университет, Казань, 
Россия

S.F. Shaykhulova, F.S. Akhatova, E.A. Naumenko, 
E.Yu. Zakirova, I.D. Guryanov, R.F. Fakhrullin

Analysis of the mechanical 
characteristics of stem cells 
of different animalsusing atomic force 
microscopy

Kazan Federal University, Kazan, Russia

sarbinaz2016@gmail.com

За  последние десятилетия мезенхимальные стволо-
вые клетки (МСК) стали широко изучаться благодаря осо-
бенностям их биологии, широкому клиническому потенци-
алу ииспользованию в  тканевой инженерии. МСК легко 
культивируются, имеют потенциалы дифференцировки 
в  различных направлениях и  продуцируют множество 
факторов роста и цитокинов. Одним из показателей диф-
ференцировки МСК могут служить структурно-морфоло-
гические изменения клеток. Смена морфологии и механи-
ческих характеристик клеток может являться первичным 
показателем дифференцировки еще до  того, как эти 
изменения можно будет идентифицировать методами 
специфического окрашивания и  микроскопии. Также 
данные свойства клеток важны для оценки состояния 
клеточных культур в целом. Атомно-силовая микроскопия 
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(АСМ) обеспечивает достоверность в  определении мор-
фологических и  механических характеристик клеток. 
На  данный момент перед нами стояла задача опреде-
ленияструктурно-морфологических характеристик МСК 
разного происхождения (человека и животных различных 
видов). В  работе были использованы мезенхимальные 
стволовые клетки человека и  животных (лошади, кошки, 
свиньи и  крысы). При помощи атомно-силового микро-
скопа Dimension Icon, работающего в режиме PeakForce 
Tapping, были визуализированы исследуемые клеточные 
линии. Данный режим работы позволяет помимо топо-
графии детектировать и механические свойства образца 
(адгезия и упругость). Исследуемые МСК незначительно, 
но  всё же  достоверно отличались между собой по  меха-
ническим характеристикам. Самыми адгезивными клет-
ками оказались МСК человека (25,3±9,1 nN), а наименее 
адгезивными МСК свиньи и кошки (6,5±1,8 и 4,6±1,5 nN, 
соответственно). Мы  предполагаем, что данные адгезии 
связаны с  секрецией веществ клетками на  поверхность 
мембраны или с  более шероховатой поверхностью МСК 
человека по сравнению с остальными клеточными лини-
ями. МСК лошади оказались наименее упругими по срав-
нению с другими (15±10 MPa против 95±35MPaв сред-
нем у всех остальных клеток). Можно предположить, что 
это связано с особенностями строения цитоскелета МСК 
лошади. В  нашей последующей работе мы  предполага-
ем определять изменения, происходящие в  клетках при 
дифференцировке.

Работа выполнена за  счет средств субсидии, выде-
ленной в рамках государственной поддержки Казанского 
(Приволжского) федерального университета в целях по-
вышения его конкурентоспособности среди ведущих ми-
ровых научно-образовательных центров.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 20-015-00353.
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Помимо выдающихся способностей к  регенерации, 
эррантные аннелиды обладают ещё одним особенным 
свойством  — они сохраняют способность к  терминаль-
ному росту на  протяжении всей своей жизни. Оба этих 
процесса обеспечиваются пролиферацией мультипо-
тентных клеток, а также их дальнейшей дифференциров-
кой. Для позвоночных животных показано, что молекулы 
факторов роста фибробластов (FGF), способны регули-
ровать эти процессы, однако для аннелид, как и для дру-
гих спиральных животных, организация и  функции FGF-
сигналинга остаются загадкой.

Для исследования этого вопроса на  регенерирующих 
животных нами были выбраны 2 ингибитора: SU5402, дей-
ствующий на рецептор FGF, и U0126, влияющий на каскад 
MAP-киназ. После воздействия ингибиторами производи-
лась инкубация животных в растворе EdU, который метит 
ядра в S-фазе, обработка антителами к фосфогистону H3, 
выявляющими клетки в митозе, и окраскаDAPI. Если инку-
бация в ингибиторах производилась на протяжении 7 дней, 
начиная с момента ампутации, наблюдалось полное угнете-
ние пролиферации и, как следствие, отсутствие бластемы 
и регенерационной почки. При стандартном мечении EdU 
включение предшественника если и происходило, то не бо-
лее чем в десятке клеток, в то время как в норме на этих 
сроках насчитывается порядка нескольких тысяч клеток 
в  S-фазе. В  экспериментальных образцах также не  было 
отмечено митотических картин, что подтверждает ключе-
вую роль FGF в активации клеточной пролиферации в ответ 
на повреждение. В случае инкубации в ингибиторах на бо-
лее поздних стадиях (с 4 до 6 дней после ампутации, дпа) 
наблюдался менее выраженный эффект: отмечалось угне-
тение пролиферации, но  без полного её  подавления. При 
более длительном нахождении в ингибиторах (с 2 до 4 или 
6 дпа) также не наблюдалось полного подавления клеточ-
ных делений, но  было отмечено нарушение морфологии 
регенерационной почки, её  нервной и  мышечной систем. 
Применение различных концентраций SU5402  выявило, 
что ингибирование пролиферации и роста регенерата име-
ет дозозависимый и обратимый эффект.

Таким образом, мы  впервые показали для аннелид, 
что на  самых ранних этапах регенерации именно FGF-
сигналинг активирует вступление клеток в митоз, однако 
на более поздних стадиях он не играет столь значитель-
ной роли. Помимо этого, молекулы FGF могут участво-
вать в индукции клеточных источников регенерации и де-
дифференцировке, что требует дальнейшего изучения.

Работа выполнена на  базе морской биоло-
гической станции СПбГУ (УНБ «Беломорская»), 
РЦ ММ и РЦ РМиКТ СПбГУ при поддержке грантов РНФ 
№ 17-14-01089 (анализ морфогенезов) и РФФИ № 20-
34-70158 (анализ клеточных источников регенерации).
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Потенциал-управляемые натриевые каналы (Nav) 
характерны для возбудимых клеток. Их  активация, 
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вызванная деполяризацией мембраны, обеспечивает 
развитие потенциала действия в нейронах и мышечных 
клетках. Тем не  менее, в  невозбудимых клетках также 
могут экспрессироваться Nav[1–3]. Предполагается что 
эти каналы могут быть вовлечены в регуляцию пролифе-
рации, миграции, эндоцитоза и  других свойств клеток, 
не  имеющих прямого отношения к  канонической роли 
электровозбудимых натриевых каналов.

Цель работы заключалась в  исследовании функ-
циональной экспрессии Nav в  клетках лейкемии 
К562  и  в  эндометриальных мезенхимных стволовых 
клетках человека (эМСК). В задачи работы входила про-
верка предположений об  участии Nav в  регуляции кле-
точной подвижности эМСК.

В экспериментах whole-cellметода patch-clamp на клет-
ках К562  и  эМСК были зарегистрированы ионные токи, 
активируемые деполяризацией мембраны и обладающие 
кинетикой, характерной для электровозбудимых натри-
евых каналов. Для регистрации активности каналов ис-
пользовали протокол со  скачкообразным изменением 
потенциала в  диапазоне от  -100  до  +100мВ с  прираще-
нием 10  мВ, поддерживаемый потенциал на  мембране 
-100 мВ. Потенциал-активируемые натриевые токи наблю-
дали в 76% для клеток К562 (n=21) и в 88% опытов для 
эМСК(n=25). Они блокировались специфическим ингиби-
тором ТТХ(1 мкМ), это служит доказательством того, что 
данные каналы являются Nav. Функциональная экспрес-
сия каналов была также подтверждена с помощью имму-
нофлуоресцентного окрашивания специфическими анти-
телами к  PAN-Nav. Вовлечение каналов в  миграционную 
способность эМСК было исследовано методом «зараста-
ния раны» с использованием прижизненной микроскопии. 
Достоверных изменений скорости зарастания раны в при-
сутствии блокатора ТТХ в среде культивирования по срав-
нению с контрольными условиями обнаружено не было.

Таким образом, с  помощью иммунофлуоресцентного 
и  электорофизиологического методов нами была проде-
монстрирована экспрессия и функциональная активность 
электровозбудимых натриевых каналов в плазматической 
мембране клеток K562 и эМСК. Вопрос о функциональной 
нагрузке обнаруженных каналов остается открытым.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ № 19-015-00211 (для А.В. Судариковой) и РНФ 
№ 18-15-00106.
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В  последние годы активно изучается возможность 
использования мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК) в клеточной терапии ряда патологических состо-
яний. Однако существует проблема широкой донорской 
вариабельности фенотипических характеристик пер-
вичного пула клеток. Для решения проблемы унифика-
ции клеток Waterman R. S. и соавторами в 2010 году 
была предложена концепция, согласно которой МСК, 
подобно макрофагам, способны к поляризации посред-
ством передачи сигналов с различных Toll-рецепторов 
(TLR) в два гомогенных фенотипа, которые были клас-
сифицированы авторами как МСК1  и  МСК2, анало-
гично номенклатуре поляризованных макрофагов  [1]. 
Однако использующиеся различными группами иссле-
дователей протоколы поляризации МСК отличаются 
параметрами активации клеток, а  именно временем 
и  концентрацией лигандов TLR, а  также источниками 
и условиями культивирования МСК, что затрудняет из-
учение биологии поляризованных МСК.

В  рамках настоящего исследования была про-
ведена первичная оценка параметров поляриза-
ции МСК жировой ткани. В  качестве агонистов для 
TLR4 и TLR3 были использованы ЛПС в концентрациях 
10, 50, 250  нг/мл  и  полиинозиновая: полицитидило-
вая кислота (поли(I:C)) в  концентрациях 1, 5, 25  мкг/
мл, соответственно. Агонисты TLR добавляли в  све-
жую питательную среду и  инкубировали с  клетками 
в  течение 1, 3  и  24  часов. Иммуннофенотипическое 
исследование МСК методом проточной цитофлуоро-
метрии подтвердило сохранение экспрессии основных 
маркеров МСК  — CD73, CD105  и  CD90, при макси-
мальных параметрах воздействия лигандов на клетки. 
Охарактеризовано изменение экспрессии TLR в  раз-
личных условиях их  стимуляции использованными 
агонистами. Проведено исследование миграционной 
и  пролиферативной активности поляризованных кле-
ток. Охарактеризованы особенности состава конди-
ционных сред МСК1  и  МСК2 (методом ИФА). Кроме 
того, отмечены различия влияния кондиционных сред 
МСК1 и МСК2, собранных в течение 48 ч после акти-
вации, на  миграционную и  пролиферативную актив-
ность первичной культуры фибробластов кожи.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства науки и высшего образования Российской 
федерации (соглашение № 05.604.21.0219, Уникальный 
идентификатор проекта RFMEFI60419X0219).
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Современные методы внутриклеточной доставки 
основаны на  использовании вирусных и  безвирус-
ных систем, химических агентов и  наноматериалов, 
а также физических воздействий. В качестве альтер-
нативы хорошо известным методам микроинъекции, 
электропорации, ультразвукового воздействия, раз-
рабатываются системы с  применением лазерного 
облучения (оптопорации)  [1]. Разрабатываемые си-
стемы должны быть детально изучены для достиже-
ния максимальных качественных и  количественных 
показателей. Открытыми до сих пор являются вопро-
сы о  реакции клеток в  ответ на  вызываемые облуче-
нием не  повреждающие изменения целостности ли-
пидного бислоя мембран. Для решения традиционно 
используют лазерную сканирующую (конфокальную) 
световую и электронную микроскопию, однако они до-
статочно трудоемки и имеют ограничения прижизнен-
ного исследования in situ. Современные возможности 

атомно-силовой (зондовой) микроскопии (АСМ) со-
четают в  себе разрешающую способность электрон-
ной микроскопии и  возможность неинвазивной для 
живых клеток съемки  [2]. Данная работа посвящена 
изучению механических свойств клеток HeLa при 
оптопорации разработанной нами ранее системой 
на слоях золотых наночастиц [3]. Целью работы было 
изучение клеточного ответа при воздействии лазер-
ного облучения на  наночастицы золота, плазмонных 
«горячих точек», способствующих пермеабилизации 
мембраны и  облегчающих доставку непенетрирую-
щих агентов (пропидий иодида и  плазмидных ДНК). 
Основными регистрируемыми параметрами при АСМ-
сканировании облученных и необлученных клеток был 
модуль Юнга и  топография клеточной поверхности. 
Полный цикл клетки от момента облучения до полно-
го восстановления целостности мембраны, составлял 
около 30 ч (при использовании непрерывного лазера) 
и 5 ч (для импульсного лазера), и хорошо коррелиро-
вал с относительным изменением модуля Юнга в тече-
ние всего эксперимента. Таким образом, метод АСМ 
оказался удобным и  информативным инструментом 
для прижизненного наблюдения за  животными клет-
ками при оптопорации на  плазмонных платформах. 
Полученные данные и  оригинальные методические 
подходы могут быть использованы в аналогичных ра-
ботах по изучению морфофункционального состояния 
монослоя клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (получение слоев на-
ночастиц в  рамках проекта № 18-14-00016, экс-
перименты по  оптопорации клеток в  рамках проекта 
№ 17-74-10090).
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Металлические наночастицы активно применяют 
в биомедицине. Особое внимание среди наночастиц ме-
таллов оказывается серебру, благодаря его широкому 
спектру бактерицидной активности и способности коор-
динировать действия с различными лигандами и макро-
молекулами в  микробной клетке. Одним из  биологиче-
ских методов получения наночастиц серебра является 
синтез с помощью экстрактов растений. При биологиче-
ском синтезе металлических наночастиц есть ряд контро-
лирующих факторов, участвующих в нуклеации и после-
дующем образовании стабилизированных наночастиц: 
pH, концентрация реагента, время реакции, температура. 
При синтезе наночастиц серебра, было получено боль-
шее количество синтезируемых частиц с  увеличением 
концентрации экстракта и  при более высоких значени-
ях рН. Форма наночастиц при таких значениях имела 
тенденцию становиться сферической. Концентрация 
активных биомолекул, обнаруженных в  растительных 
экстрактах, может существенно влиять на  образование 
металлических наночастиц. Установлено, что варьиро-
вание концентрации выдержки листьев Cinnamomum 
camphora в реакционной среде смогло значительно по-
влиять на  форму синтезируемых наночастиц серебра. 
Когда увеличивали концентрацию хлорауровой кислоты, 
форма наночастиц изменилась с  треугольной на  сфе-
рическую. Исследование также показало, что карбо-
нильные соединения, присутствующие в экстракте, спо-
собствовали увеличению роста частиц. В эксперименте 
на влияние времени реакции для получения наночастиц 
серебра был использован экстракт листьев Azadirachta 
indica и нитрат серебра. Время реакции было изменено 
с  30  мин на  4  ч  для получения изменения размера ча-
стиц в диапазоне от 10 до 35 нм. Было установлено, что 
температура является важным фактором в определении 
размера, формы и  выхода наночастиц. Синтез наноча-
стиц серебра при температуре реакции 25 оC с помощью 
экстракта кожуры цитрусовых происходит с образовани-
ем наночастиц средним размером около 35  нм. Когда 
температура реакции была повышена до  60  оC, сред-
ний размер частиц уменьшился до 10 нм. Наночастицы, 
синтезированные с  помощью экстрактов растений, об-
ладают потенциалом для широкого использования в со-
временных медицинских процедурах. Но существует не-
обходимость в  дополнительных исследованиях, чтобы 
оценить фактическую зависимость и полностью исполь-
зовать синтез металлических наночастиц с  помощью 
биологических объектов.
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Взаимодействие разноименно заряженных макро-
молекул полимеров в  растворе может сопровождаться 
самопроизвольным расслоением системы на  две жид-
кие фазы: обогащенную полимерным веществом (коа-
церват), и разбавленную. Предполагается, что такая коа-
цервация с участием внутренне неупорядоченных белков 
может являться одним из механизмов формирования не-
мембранных органелл в клетке [1].

Целью настоящей работы является определение ус-
ловий, при которых взаимодействие внутренне неупоря-
доченных белков  — протимозина альфа (ПроТа) и  лин-
керного гистона Н1 (Н1), приводит к формированию ими 
жидких коацерватов in vitro. При физиологических усло-
виях (рН = 7.0) ПроТа имеет сильный отрицательный за-
ряд (-43), а Н1 — положительный (+56).

Методом Релеевского рассеяния установлено, что 
при смешении ПроТа в  концентрации превышающей 
25 мкМ и гистона Н1 в концентрации 46 мкМ в деиони-
зированной воде, происходит нарушение гомогенности 
исследуемого раствора. Методом дифференциальной 
интеференционно-контрастной микроскопии показано, 
что при смешении ПроТа и гистона Н1 в растворе фор-
мируются мелкие коацерватные капли, которые затем 
сливаются друг с другом с образованием одной крупной 
капли (коалесцируют). Не более чем за два часа сформи-
рованные капли теряют свою способность к коалесцен-
ции, т. е. трансформируются в нединамические агрегаты 
(отвердевают). В  настоящей работе было исследовано 
влияние величины рН  на  гомогенность смеси, содер-
жащей ПроТа и Н1, а также на морфологию формируе-
мых этими белками конденсатов. Оказалось, что обра-
зование конденсатов происходит только в  области рН, 
в которой ПроТа и Н1 заряжены противоположно (4.0 < 
pH < 9.0). В этом диапазоне рН при выбранных концен-
трациях целевых белков суммарный положительный за-
ряд Н1 в растворе оказывается в существенной степени 
скомпенсирован отрицательным зарядом ПроТа и их от-
ношение не превышает 5:1. Считается, что такая компен-
сация зарядов может способствовать росту агрегирован-
ных структур сферической формы [2]. Оказалось, что, как 
и в деионизированной воде, при взаимодействии ПроТа 
и  Н1  в  солевых буферных растворах с  различными 
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значениями рН формируются жидкие сферические кон-
денсаты, которые впоследствии отвердевают.

Полученные данные свидетельствуют о  том, что 
жидкие коацерваты, формируемые при взаимодей-
ствии ПроТа и  Н1  являются промежуточным состояни-
ем на  пути формирования стабильных нединамичных 
агрегатов.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
(проект № 18-34-00975) и  стипендии Президента 
РФ (СП-259.2019.4)
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Флавоноиды являются растительными полифеноль-
ными соединениями, проявляющими антиоксидантное, 
противовоспалительное и  бактерицидное действие, что 
преимущественно определяется их  взаимодействием 
с  мембраной. Из  литературы известно, что существует 
некоторая корреляция между строением флавоноидов 
и  их  способностью изменять физико-химические свой-
ства липидных мембран вследствие различной глубины 
погружения  [1]. Так, например, генистеин, 4’,5,7-три-
гидроксиизофлавон, значительнее изменяет как элек-
трические, так и  эластические свойства мембраны 
по  сравнению с  его гликозидом генистином, 7-O-β-D-
глюкопиранозид-генистеином. Целью данной работы 
было исследование влияния агликона нортангеретина, 
4’,5,6,7,8-пентагидроксифлавона, на  физико-химиче-
ские свойства мембраны и  проведение сравнитель-
ного анализа эффектов нортангеретина, генистеина 
и генистина.

Изменение эластических свойств мембраны оцени-
вали по  изменению температуры основного фазового 
перехода дипальмитоилфосфохолина и  проницаемости 
липосом, сформированных из пальмитоолеоилфосфохо-
лина, под действием нортангеретина, используя диффе-
ренциальную сканирующую микрокалориметрию и флуо-
риметрию утечки кальцеина, соответственно. Модуляцию 

электрических свойств определяли по  изменению гра-
ничного потенциала мембраны путем регистрации но-
нактин-индуцированного стационарного трансмембран-
ного тока до  и  после введения в  мембраноомывающий 
раствор тестируемого агента.

Результаты калориметрии показали, что добавка нор-
тангеретина в систему до соотношения липид:флавоноид 
10:1 уменьшает температуру плавления мембранообра-
зующих липидов на 0.2 оС. Максимальная утечка кальце-
ина из липосом составляет 17%. Выявлено, что добавка 
в мембраноомывающий раствор флавона до концентра-
ции 400 мкМ приводит к уменьшению граничного потен-
циала мембраны на 45 мВ.

Сравнивая полученные результаты и  литературные 
данные о  влиянии на  параметры модельных липидных 
мембран аналогов нортангеретина, генистеина и  гени-
стина, можно заключить, что эффективность модифика-
ции как эластических, так и электрических свойств мем-
браны, уменьшается в  ряду генистеин>нортаргеретин>г
енистин, что коррелирует с увеличением числа OH-групп 
в молекулах этих флавоноидов.

Работа выполнена при поддержке Гранта Президента 
РФ № МД-2711.2019.4.
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Известно, что сывороточный альбумин (СА) облада-
ет ферментативной активностью по  отношению к  фос-
форорганическим соединениям (ФОС): истинно эсте-
разной (в  сайте Садлоу I) и  псевдоэстеразной (в  сайте 
Садлоу II). Трехмерная структура СА достаточно лабиль-
на, и при взаимодействии с разными веществами имеют 
место кооперативность и  аллостерическая модуляция. 
Молекула СА содержит одну свободную тиоловую группу 
в составе цистеина Cys34, которая может образовывать 
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дисульфиды с  тиолами плазмы крови или окисляться 
до  сульфеновой и  сульфиновой кислот. Влияние ре-
докс-статуса Cys34  на  связывающие и  каталитические 
свойства альбумина практически не  изучалось. Цель 
представленного исследования  — на  примере параок-
сона методами молекулярного моделирования оценить 
влияние степени окисления Cys34 альбуминов человека 
(ЧСА) и быка (БСА) на их взаимодействие с ФОС.

В работе рассматривали 3 модели степени окисления 
альбумина: Cys34 восстановлен (Cys34-SH), Cys34 окис-
лен до сульфеновой (Cys34-SОН) или сульфиновой кис-
лоты (Cys34-S(O)O-). Комплексы альбумина с  параок-
соном в  сайтах Садлоу I  и  Садлоу II  получали методом 
молекулярного докинга. Конформационные изменения 
комплексов альбумина с  параоксоном исследовали 
методом молекулярной динамики. Свободную энергию 
связывания параоксона с  альбумином рассчитывали 
методом MM-PBSA. Вероятность (псевдо)эстеразной 
реакции оценивали по  расстоянию между атомом фос-
фора параоксона и  гидроксильным атомом кислорода 
каталитических тирозинов сайтов Садлоу I и II. Согласно 
полученным данным, редокс-статус Cys34  не  оказыва-
ет существенного влияния на  возможность эстеразной 
и  псевдоэстеразной реакций в  сайтах Садлоу I  и  II Ч СА 
и Б СА. Модификация цистеина изменяет конформа-
цию сайта Садлоу I Ч СА и Б СА и  положение молекулы 
параоксона внутри сайта. Окисление альбумина не вли-
яет на конформацию сайта Садлоу II ЧСА и БСА и на по-
ложение лиганда в  этом сайте. С  увеличением степени 
окисления Cys34  усиливается сродство сайта Садлоу 
I Б СА по  отношению к  параоксону, тогда как сродство 
сайта Садлоу I ЧСА не зависит от редокс-статуса остатка 
цистеина. Влияние редокс-статуса Сys34 на взаимодей-
ствие альбумина с ФОС и межвидовые различия следу-
ет учитывать при анализе данных экспериментов in vivo 
и in vitro с альбумином.
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В  работе  [1] приведены изменения морфологии 
и жизнедеятельности клеток под воздействием импульс-
ного магнитного поля (ИМП) высокой напряженности. 

Механизм малого воздействия довольно сложен. Это 
воздействие многофакторное. И  единственный путь 
оценки влияния каждого из них — создание математиче-
ской модели и компьютерное моделирование процесса.

В докладе описаны подходы к моделированию такого 
процесса. Клетка представлена как оболочка, заполнен-
ная жидкостью.

Использованы уравнения гидродинамики. Сделана 
попытка использования программного продукта LS-
DYNA с  применением электромагнитного модуля, с  по-
мощью которого анализируются процессы магнитно-им-
пульсного деформирования металлов.

На  первом этапе достигнуты результаты по  динами-
ческой нагрузке –воздействие однократного импульса 
на  внешнюю оболочку, и  намечены пути применения 
электромагнитного модуля на клетку. Требуется дальней-
шее освоение и  адаптация данного продукта к  модели-
рованию процесса изменения клетки под воздействием 
ИМП.
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Тип Porifera (губки) находится в  самом основа-
нии филогенетического древа, посему эти прими-
тивные животные представляют собой прекрасный 
объект для изучения ранних этапов эволюции много-
клеточных. На  протяжении жизненного цикла губки су-
ществуют в  прикрепленном виде, в  дефинитивном со-
стоянии, и в виде свободноплавающей личинки. Переход 
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от  подвижной личинки к  прикрепленному фильтратору 
осуществляется за  счет метаморфоза  — процесса, со-
провождаемого радикальным изменением плана строе-
ния организма. Преемственность между клетками личин-
ки и  тканями взрослого организма обсуждается до  сих 
пор. Нашим объектом является губка Halisarca dujardini 
(класс Demospongiae). Ранее с  целью прослеживания 
судьбы клеток личинки была изолирована электрофоре-
тическая белковая фракция поверхностных жгутиковых 
клеток, содержащая мажорный белок; к данной фракции 
были получены поликлональные антитела, с  помощью 
которых прослежена судьба жгутиковых клеток в  мета-
морфозе. В настоящей работе нами с помощью центри-
фугирования в  градиенте плотности, SDS-PAGE и  тан-
демной масс-спектрометрии с  использованием ранее 
секвенированного транскриптома была идентифициро-
вана последовательность этого мажорного белка. Поиск 
в открытых базах данных показал, что он имеет множе-
ство ортологов у губок, стрекающих, гребневиков и игло-
кожих, однако все они ранее не  описаны. Полипептид 
размером около 400  аминокислотных остатков имеет 
в  составе два консервативных домена: TIM-barrel, об-
ладающий ферментативной активностью в  отношении 
макроэргических соединений, и  канонический EF-hand, 
связывающий кальций. В  геноме H. Dujardini имеется 
4  близких паралога гена, кодирующего данный белок. 
мРНК гена экспрессируется в поверхностных клетках ли-
чинки. Мы предполагаем участие данного белка в каль-
ций-опосредованной регуляции энергетического обмена, 
активация которого предваряет метаморфоз.

Работа выполнена в  рамках проекта РНФ 
№ 17-14-01089.
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Для изготовления скаффолдов используются такие 
методы, как электроформирование, фазоразделение, 
выщелачивание и т.д, но традиционным остается метод 
лиофилизации, основанный на сублимационном принци-
пе: раствор полимера подвергается воздействию низких 
температур, после чего возгонкой в  вакуумной камере 
удаляется растворитель. Такая сублимация кристаллов 
льда приводит к  образованию системы взаимосвязан-
ных пор в скаффолдах. Целью данного исследования яв-
ляется изготовление трехмерных пористых скаффолдов 
с  разным размером пор и  разной архитектурой при по-
мощи метода лиофилизации.

Для изготовления скаффолдов на  основе альгината 
готовили растворы альгината в  воде с  концентрация-
ми 1–6%. Для скаффолдов на  основе смеси коллаге-
на и  хитозана использовали 1%-ый  раствор хитозана 
в  2%-ой  уксусной кислоте, растворы коллагена в  0,1М 
уксусной кислоте с концентрациями 2 мг/мл и 4,9 мг/
мл и 1% раствор глутарового альдегида. Также изготав-
ливали двухкомпонентные хитозановые и коллагеновые 
скаффолды. В процессе эксперимента варьировали объ-
емные соотношения компонентов, получили скаффолды, 
различные по своей структуре и свойствам.

Замороженные образцы помещали в  лиофилизатор 
при температуре -50С и  давлении 1 Т орр для удаления 
растворителя. После высушивания скаффолды на осно-
ве смеси коллагена и хитозана обрабатывали 10% рас-
твором NaOH (10  минут) и/или раствором PBS, после 
чего определяли степень деградации коллагена методом 
Лоури.

Размер и  структуру пор альгинатных, коллагеновых 
и  хитозановых скаффолдов анализировали с  помощью 
метода световой микроскопии.

В  результате исследования было показано, что при 
увеличении концентрации раствора альгината, толщи-
на стенок пор полученных скаффолдов увеличивается 
с 8 до 15 мкм, а размер пор уменьшается с 23,5*103 мкм 
кв до 4*103 мкм кв. В скаффолдах на основе смеси хи-
тозана, коллагена (в  соотношении 1:1) и  глутарового 
альдегида (4% от объема смеси) деградация коллагена 
на 90% меньше по сравнению с образцами без глутаро-
вого альдегида. При анализе коллагеновых скаффолдов 
с увлечением объемного содержания глутарового альде-
гида (2%, 4% и 10% от общего объема раствора коллаге-
на с концентрацией 2 мг/мл) размер пор не изменяется 
и составляет 20*103 мкм кв, а толщина стенок увеличи-
вается с 10 до 15мкм.

Таким образом, в результате данной работы была по-
лучена серия образцов скаффолдов с разным размером 
пор. Было показано, что на размер пор и толщину стенок 
скаффолдов оказывает влияние концентрация раство-
ра полимера. Также продемонстрировано, что обработка 
скаффолдов глутаровым альдегидом не  только суще-
ственно снижает деградацию коллагена, но и увеличива-
ет толщину стенок скаффолда.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РФФИ (проект № 20-03-00400_а).
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Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) вызыва-
ет развитие синдрома приобретённого иммунодефи-
цита. Важную роль в  развитии вируса играет белок Tat 
(трансактиватор транскрипции). Помимо активации 
транскрипции вирусных генов, этот белок способен по-
кидать инфицированную клетку и  проникать в  другие 
близлежащие клетки. В  настоящее время для терапии 
ВИЧ применяется комбинированная антиретровирусная 
терапия, однако при ее  использовании увеличивается 
частота развитие онкологических заболеваний, напри-
мер, некоторых В-клеточных лимфом. Предполагается, 
что, как минимум частично, именно Tat белок отвеча-
ет за  развитие онкологических заболеваний у  ВИЧ-
инфицированных пациентов. При этом можно ожидать, 
что клетка частично компенсирует эффекты Tat белка. 
Для выяснения возможности компенсации лимфоцита-
ми эффектов вирусного белка была изучена экспрессия 
генов (RNA-seq) в культивируемых В-лимфоцитах линии 
RPMI 8866, постоянно или индуцибельно экспресси-
рующих Tat белок  [1]. В  ходе анализа были выявлены 
дифференциально-экспрессируемые гены и  построены 
предсказания ключевых метаболических путей, на кото-
рые повлияла экспрессия Tat белка. Некоторые сделан-
ные предсказания были проверены экспериментально. 
Показано, что индуцибельная экспрессия Tat белка из-
меняет экспрессию существенно большего числа генов 
(5592  гена), по  сравнению со  стабильной экспрессией 
(1150  генов). При этом индуцибельная экспрессия за-
трагивает пути связанные с  регуляцией пролиферации, 
репарации и сплайсинга. Эффекты стабильной экспрес-
сии были менее выраженными. При стабильной экс-
прессии проявились категории, связанные с иммунными 
реакциями. Анализ клеток подтверждает, что индуци-
бельная, но не стабильная экспрессия Tat белка сильно 
влияет на пролиферацию клеток. Таким образом, клетка, 
действительно способна компенсировать эффекты Tat 
белка.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского Научного Фонда (грант № 17-75-20199).
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Молекулярная диагностика — это метод селективно-
го анализа конкретных патогенных бактерий и  вирусов. 
В данной работе рассматривается использование гибри-
дизационных ДНК, имеющих в составе гуаниновые ква-
друплексы (Г-4). Одним из наиболее интересных свойств 
Г-4  является то, что он  может связываться с  гемином 
(железо (III) -протопорфирин IX) с образованием перокси-
дазы, имитирующей ДНКзимы и РНКзимы [1].

Были использованы два варианта технологии: бинарный 
Г-4, образующий комплекс дезоксирибозим-пероксидаза, 
а также дезоксирибозим-пероксидазный каскад. Бинарный 
дезоксирибозим состоит из  двух цепей ДНК, которые об-
разуют структуру Г-4 при гибридизации с диагностируемой 
бактериальной ДНК-или РНК-аналитом. Г-4  связывает ге-
мин и катализирует пероксидазозависимое окисление бесц-
ветного субстрата до окрашенного продукта, что можно об-
наружить как визуально, так и спектрофотометрически [2]. 
В каскадном режиме РНК- или ДНК-аналиты распознаются 
с  помощью РНК-расщепляющих дезоксирибозим-зондов 
с  последующим расщеплением химерного субстрата ДНК 
или РНК, который высвобождает Г-4 в раствор.

Для идентификации бактериальных патогенов мы вы-
брали специфические гены, которые экспрессируются 
конститутивно. Была произведена проверка различ-
ных генов, относящихся к  позднему литическому циклу. 
Данные гены в  основном связаны с  белками капсида 
и  оболочки. Мы  успешно осуществили каскадное обна-
ружение нескольких патогенов — E. coli и S. pneumoniae, 
а также вирусов дцДНК из группы Herpes, HSV1 и HSV2. 
Ампликоны РНК были получены в реакции NASBA, кото-
рая протекает при 41 °С и облегчается путем включения 
в последовательность сайта узнавания полимеразы Т7.

В  детекционной части работы РНК-расщепляющие 
дезоксирибозим-зонды смешивали с  синтетическим 
аналитом или ампликонами РНК в реакционном буфере, 
инкубировали при 50 °C в течение 60 минут и после это-
го охлаждали до комнатной температуры. Затем к образ-
цам добавляли гемин, 3,3'-диаминобензидин и перекись 
водорода для реализации реакции дезоксирибозим-пе-
роксидазного каскада.
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В  данной работе мы  сообщаем об  экспериментах 
по мониторингу динамики гибели клеток in vitro, вызван-
ной фотодинамическим воздействием (ФДВ) с  исполь-
зованием 5-аминолевулиновой кислоты (5-ALA). Анализ 
был проведен на трех клеточных линиях: на опухолевых 
клетках культур тканей, таких как клетки эпителиальной 
карциномы человека HeLa и аденокарциномы легкого че-
ловека A549, а также на незлокачественной линии клеток 
эмбриональных фибробластов мыши 3T3. Как известно, 
введение 5-ALA вызывает интенсивный внутриклеточ-
ный синтез протопорфирина IX (PpIX), эндогенного фото-
сенсибилизатора, продуцируемого митохондриями  [1]. 
В настоящее время PpIX все чаще используется для ле-
чения и диагностики раковых заболеваний [2].

Кинетику накопления PpIX в  клетках анализиро-
вали с  помощью конфокального микроскопа Olympus 
FV3000. Флуоресценция PpIX возбуждалась на  длине 
волны 405 нм и детектировалась в диапазоне длин волн 
610–650 нм, с шагом 1 мкм. Анализ общей интенсив-
ности флуоресценции в  клетках, проведенный с  помо-
щью программного обеспечения ImageJ, предоставил 
данные об  оптимальном времени инкубации с  5-ALA 
и его оптимальной концентрации. Было продемонстри-
ровано, что максимальное накопление PpIX во всех трех 
клеточных линиях достигается после 3-часовой инкуба-
ции с 5-ALA в концентрации 100 мкг / мл. Это приво-
дило к  43%-ному увеличению сигнала флуоресценции 
PpIX в  клетках линий HeLa и  A549  и  только к  17,4%-
ному в клетках линии 3T3.

Анализ изменений клеточной морфологии в  ответ 
на ФДВ проводился с помощью цифровой голографиче-
ской томографии. Данные о трехмерном распределении 
внутриклеточного показателя преломления позволяют 
оценить 11 клеточных параметров, включая объем кле-
ток, сухую массу, площадь клеточной мембраны, пло-
щадь прикрепления, высоту и т. д. В экспериментах ФДВ 
проводилось при оптимальной дозе 5-ALA путем об-
лучения клеток лазерным излучением на  длине волны 
405 нм и с различными плотностями мощности облуче-
ния, варьируемыми в  диапазоне 20–100  мВт. Все три 

клеточные линии продемонстрировали существенно раз-
личную динамику ответа на ФДВ.
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Белок Pirh2  — продукт гена RCHY1  человека  — от-
носится к  семейству RING-домен содержащих E3-
убиквитинлигаз.  Одной из  его главных функций явля-
ется убиквитин-зависимая протеасомная деградация 
p53  — главного белка-онкосупрессора клетки. Важно, 
что Pirh2  преимущественно индуцирует деградацию 
p53 при наличии стресса (повреждение ДНК). На сегод-
няшний день считается, что белок Pirh2 может играть как 
онкогенную, так и онкосупрессорную роль в опухолевых 
клетках.

Рак молочной железы (РМЖ) является самой распро-
страненной формой рака у женщин во всем мире. HER2 
–рецептор эпидермального фактора роста, от  экспрес-
сии которого зависит прогноз заболевания. Так, HER2-
позитивный РМЖ отличается более агрессивной фор-
мой заболевания. Кроме того, у пациентов, обладающих 
повышенным уровнем экспрессии HER2, наблюдается 
снижение продолжительности жизни.

Нами был проведен биоинформатический анализ вы-
живаемости, основанный на  методе Каплана-Мейера. 
Мы установили, что при HER2-позитивном РМЖ у паци-
ентов с  высокой экспрессией Pirh2  наблюдалась боль-
шая вероятность выживания по  сравнению с  пациента-
ми, обладающими низкой экспрессией данного белка. 
В  связи с  этим целью нашего исследования являлось 
определение влияния экспрессии Pirh2 на устойчивость 
клеток HER2-позитивного РМЖ к ингибиторам HER2.

В  рамках данной работы были получены клеточные 
линии рака молочной железы BT-474  и  SK-BR-3  с  раз-
ным статусом экспрессии Pirh2 (контроль и  нокдаун). 
С  помощью MTT-тестов было показано, что подавле-
ние экспрессии Pirh2  ведет к  резистентности клеток 
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к афатинибу, нератинибу и лапатинибу. На основании по-
лученных данных мы  предполагаем, что Pirh2  является 
важным прогностическим биомаркером чувствительно-
сти опухолевых клеток HER2-позитивного РМЖ к афати-
нибу, нератинибу и лапатинибу.
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Коллагеновые гели успешно нашли своё применение 
в регенеративной медицине. С помощью таких гелей по-
лучают биосовместимые имплантируемые материалы 
способные стимулировать регенеративные процессы 
в соединительных, хрящевых, костных и нервных тканях.

Однако существенным недостатком использования 
коллагеновых гелей для заполнения поврежденных тка-
ней является его низкая влагоудерживающая способ-
ность. Вода не встраивается в структуру фибрилл и очень 
легко покидает гель при механическом сжатии. Это при-
водит к тому, что коллагеновый гель перестает заполнять 
поврежденную область и, таким образом, утрачивает 
часть своих регенеративных функций. Именно поэтому 
модификация коллагеновых гелей химическими агента-
ми, позволяющими сохранить влагу в структуре геля, яв-
ляется весьма перспективным направлением.

Целью данной работы являлась разработка инъек-
ционной формы коллагенового геля и его модификация 
влагоудерживающими агентами.

Для приготовления образцов был использован колла-
ген I  типа, полученный из  сухожилий крысиных хвостов 
методом кислой экстракции. Для модификации гелей 
с  целью увеличения влагоудерживающей способности 
были выбраны следующие агенты: гиалуроновая кисло-
та, альгинат натрия и полиэтиленгликоль (ПЭГ).

На  основании литературных данных  [1] была подо-
брана методика, позволяющая получать инъекционные 
формы коллагеновых гелей. Полученные таким образом 
гели модифицировали влагоудерживающими агентами.

В ходе исследований была проведена оценка влагоу-
держивающей способности коллагеновых гелей под дей-
ствием постоянной нагрузки, проанализированы механи-
ческие свойства гелей в  режиме пластического сжатия 
и исследована биодеградация гелей in vivo.

Результаты экспериментов показали, что моди-
фикация коллагенового геля гиалуроновой кислотой, 

альгинатом и  низкомолекулярным ПЭГ позволяет сни-
зить потерю влаги. Наилучший результат наблюдался 
при модификации гелей растворами альгината натрия.

Полученные в ходе исследования данные могут быть 
использованы при разработке биомедицинских изделий, 
а также для решения задач тканевой инженерии и реге-
неративной медицины.
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Развитие глюкокортикоидного остеопороза неред-
ко является побочным эффектом длительной терапии 
стероидными гормонами  [1]. В  целях перспективного 
использования в качестве средства профилактики осте-
опороза активно исследуются свойства минерального 
костного компонента. Так, целью данного исследования 
послужило изучение физико-химических свойств кост-
ной ткани в  условиях моделированной глюкокортикоид-
ной остеорезорбции и введения минерального костного 
компонента (МКК).

Согласно данным рамановской спектроскопии, пики, 
соответствующие аморфному фосфату и Амидам I, II, III, 
имеют наибольшую высоту на спектрах для бедренных 
костей крыс контрольной группы. Наименьшей высо-
ты данные пики достигают в  группах животных с  экзо-
генной нагрузкой глюкокортикоидами (ГК), что служит 
свидетельством нарушения процессов остеосинтеза. 
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Определение значений коэффициента «Р» продемон-
стрировало частичную нормализацию соотношения 
процессов ремоделирования костной ткани при приме-
нении МКК.

Значения поверхностной микротвердости опреде-
ляли по  методу Виккерса. Анализ полученных данных 
показал, что моделирование стероид-индуцированной 
остеорезорбции приводит к  снижению устойчивости 
костной ткани к  микроповреждениям. Инъекции МКК 
ослабляют данный эффект, что наиболее ярко выраже-
но на  фоне действия высоких доз ГК. Было проведено 
определение механической прочности бедренных ко-
стей крыс на  трехточечный изгиб. Показатели механи-
ческой прочности значительно снижаются в  условиях 
моделированной остеорезорбции. Инъекции МКК со-
провождаются гораздо менее выраженными изменени-
ями данных показателей.
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Амилоидные фибриллы представляют собой струк-
турированные и  высокоупорядоченные волокна, кото-
рые могут формироваться на основе широкого спектра 
различных белков и пептидов. В поисках специфических 
участков, необходимых для формирования амилоидных 
фибрилл, были проанализированы десятки тысяч бел-
ков и показано, что почти все они содержат по крайней 
мере несколько амилоидогенных сегментов. При этом 
оказалось, что 95% предсказанных амилоидогенных 
участков в нативных условиях находятся внутри белко-
вой глобулы. Однако в случае неправильного фолдинга 
белков или нарушения их нативной конформации ами-
лоидогенные участки оказываются на поверхности мо-
лекулы, что может привести к формированию амилоид-
ных фибрилл в  организме. В  связи с  этим актуальной 
задачей является выявление внешних факторов, спо-
собных приводить к  образованию патологических или 
функционально активных амилоидных фибрилл. Целью 
данной работы стало исследование денатурирующих 
воздействий, способных индуцировать образование 
амилоидных фибрилл на  основе высокостабильного 
глобулярного белка лизоцима.

В  первую очередь, для получения амилоидных фи-
брилл на  основе лизоцима, была применена тепловая 
денатурация. Визуализация полученных образцов, ре-
гистрация их  фотофизических характеристик и  анализ 
взаимодействия с  амилоид-специфическим флуорес-
центным зондом тиофлавином Т позволили сделать за-
ключение о  том, что повышение температуры до  60 ° 
С приводит лишь к образованию неупорядоченных агре-
гатов лизоцима, но не индуцирует его фибриллогенез.

В  связи с  неэффективностью тепловой денатура-
ции для решения поставленной задачи мы  попытались 
использовать химическую денатурацию. Анализ лите-
ратурных данных позволил сделать заключение о  сла-
бом воздействии денатурирующего агента мочевины 
на структуру и активность мономерного лизоцима. В при-
сутствии мочевины в  концентрации до  6  М  структура 
белка слегка стабилизируется, а затем происходит пере-
ход белка в состояние расплавленной глобулы без разво-
рачивания α-спиральных структур. При этом оказалось, 
что присутствие гуанидин гидрохлорида (GdnHCl) мо-
жет индуцировать конформационные изменения в  бел-
ке, приводящие к  существенной утрате его активности. 
Мы показали, что при нагревании белка до 60 ° С в при-
сутствии даже небольшой концентрации GdnHCl (0.05 M) 
наряду с  образованием неупорядоченных агрегатов ли-
зоцима происходит формирование амилоидных фибрилл 
на основе этого белка. При этом повышение концентра-
ции GdnHCl в пробе до 3 М приводит к преимущественно-
му формированию фибриллярных агрегатов лизоцима.

Анализ полученных результатов позволил сделать 
заключение о  том, что тепловая денатурация и  присут-
ствие денатурирующего агента гуанидин гидрохлорида 
по  отдельности не  приводят к  индуцированию фибрил-
логенеза лизоцима, однако, совокупное действие этих 
факторов приводит к образованию амилоидных фибрилл 
на основе этого белка.
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Деградация белков в  клетке является необходи-
мым процессом для поддержания клеточного гоме-
остаза и  его нарушения могут приводить ко  многим 
заболеваниям. Большую часть клеточных белков специфи-
чески расщепляет протеасома в  составе убиквитин-про-
теасомной системы. Протеасомы также обнаруживаются 



ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ 49

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

во внеклеточном пространстве, и их концентрация увели-
чивается при опухолевой трансформации и  других пато-
логиях. Внеклеточные протеасомы представлены только 
интактными 20S-протеасомами без регуляторных частиц, 
что свидетельствует об их избирательной селекции из вну-
триклеточного протеасомного пула для последующей 
секреции. Тем не  менее, механизм секреции внеклеточ-
ных протеасом и  их  функции остаются неизвестными. 
Мы  предполагаем, что внеклеточные протеасомы могут 
обладать специфическими пост-трансляционными мо-
дификациями, которые способствуют их  избирательной 
селекции для секреции. Чтобы проверить эту гипотезу, 
мы провели MALDI FT-ICR MС-анализ клеточных и внекле-
точных протеасом, аффинно очищенных из  клеточного 
экстракта и кондиционированной среды культивирования, 
соответственно, клеток человека линии К562. В результа-
те мы получили следующий список пост-трансляционных 
модификаций, потенциально специфичных для вне-
клеточных протеасом: S216-p  α4-субъединицы, 
K237,238 ac β2,S181-p β3,K192-ac β3,Y125-ac β5 (p — 
фосфорилирование, ac — ацетилирование, α и β –субъе-
диницы 20S протеасомы, S-серин, Y-тирозин, К-лизин). 
Для анализа влияния элиминирования сайтов этих пост-
трансляционных модификаций на  секрецию протеасом 
во внеклеточное пространство, в клетках линии HeLa β3-
субъединица протеасомы дикого типа была замещена 
экзогенной β3-субъединицей с  нейтральной немодифи-
цирующейся аминокислотой Ala по сайтам модификаций 
S181-p и K192R-ac. Для этого в клетки HeLa с CRISPR/
Cas9-опосредованным нокаутом гена β3 (PSMB3) вве-
ли лентивирусной трансдукцией экспрессионные кон-
струкции с  мутантными последовательностями β3  и  по-
следовательностью дикого типа. Вестерн-блот-анализ 
с  использованием антител к  протеасомной субъединице 
α6 не выявил различий в количестве протеасом в образ-
цах сред, кондиционированных полученными стабильными 
клеточными линиями HeLa с элиминированными сайтами 
пост-трансляционных модификаций S181-p  и  K192R-
ac. Таким образом, пост-трансляционные модификации 
β3-субъединицы S181A-pи  K192-ac  не  являются спец-
ифичными для внеклеточных протеасом, однако, будет 
продолжен анализ оставшихся в вышеупомянутом списке 
потенциально специфичных пост-трансляционных моди-
фикаций внеклеточных протеасом.
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18-04-01168.
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Одна из  основных проблем в  диагностике узло-
вых образований щитовидной железы  — отсутствие 
методов оценки степени злокачественности фолли-
кулярных образований на  дооперационном этапе. 
Тонкоигольная аспирационная биопсия  — наиболее 
информативный метод дифференциальной диагно-
стики заболеваний щитовидной железы, его точность 
составляет порядка 95%. Однако, цитологическое 
исследование не  позволяет идентифицировать фол-
ликулярный рак щитовидной железы (ФРЩЖ), лишь 
позволяя определить риск злокачественности: 10–
40% для фолликулярной неоплазии (Bethesda IV), 
6–28% для фолликулярного изменения неопреде-
ленного значения (Bethesda III). Альтернативой может 
быть жидкостная биопсия, в  частности, выделение 
из  плазмы мембранных везикул (экзосом) и  анализ 
экзосомальной микроРНК. Известно, что опухолевые 
клетки секретируют специфический набор микроРНК 
в состав экзосом. С учетом того, что экзосомы вовле-
чены в  развитие патологических процессов, анализ 
состава микроРНК циркулирующих в  крови экзосом 
можно рассматривать как новый перспективный ме-
тод диагностики рака щитовидной железы и  как спо-
соб дифференцировки фолликулярной аденомы (ФА) 
и фолликулярного рака (ФРЩЖ). При этом выделение 
и анализ ткане-специфичной фракции везикул может 
повысить диагностическую ценность метода.

Экзосомы выделяли из  плазмы крови пациен-
тов с  гистологически верифицированным диагнозом 
ФА  и  ФРЩЖ методом ультрацентрифугирования 
(Optima XPN-80 Beckman Coulter). Из общей популяции 
была выделена фракция thyroid-специфичных экзосом 
с  использованием антител против Thyroid Peroxidase 
с биотином (Anti-Thyroid Peroxidase/TPO antibody (Biotin) 
(ab240545)) и  магнитных частиц, покрытых стрептави-
дином (K0180  Sileks). Первичный анализ профиля кон-
центраций экзосомальных микроРНК был проведен с по-
мощью набора «MiRCURY LNA™ Universal RT microRNA 
PCR system» компании EXIQON. Валидация полученных 
данных была проведена путем микроРНК-специфич-
ной обратной транскрипции и  последующей ПЦР мате-
риала опухолевой РНК, полученного от  30  пациентов 
с ФА и 30 пациентов с ФРЩЖ.

В  результате анализа профиля экзосомальной ми-
кроРНК было отобрано несколько микроРНК семейства 
Let-7, уровень концентрации которых в ТПО(+) экзосомах 
отличается для ФА и ФРЩЖ.

Выявление специфичных для фолликулярного рака 
молекул микроРНК может послужить одним из способов 
дифференцировки ФА и ФРЩЖ.
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Использование антимикробных пептидов может слу-
жить альтернативой традиционной антибиотикотера-
пии.  Аминокислотные последовательности антимикроб-
ных пептидов образуют амфипатическую α-спираль при 
связывании с  мембранами.  В  распознавании не  уча-
ствуют рецепторы на  клеточной поверхности, что ука-
зывает на то, что специфичность действия антимикроб-
ных пептидов определяется составом липидного бислоя 
клеток-мишеней [1].

Целью данной работы являлось установление зависи-
мости способности мастопарана формировать ион-прони-
цаемые поры от толщины модельных липидных мембран.

Электрофизиологическим методом установ-
лено, что введение мастопарана к  (18:1)ФС(18:1)
ФЭ (50:50 mol%)-мембранам до концентрации 2–7 мкМ 
в мембраноомывающий раствор (1 M КСl, 5 мМ HEPES, 
pH  7.4) в  трети экспериментов приводило к  появлению 
ступенеобразных флуктуаций тока. Увеличение концен-
трации пептида до 7 мкМ вызывало нарушение стабиль-
ности мембран и последующее их разрушение. При вве-
дении мастопарана в  раствор, омывающий (16:0/18:1)
ФХ:ФЭ:ФГ (25:25:50 mol%)- и МЕ(16:0)-липидные бислои 
до концентрации 10 мкМ увеличения ионной проницаемо-
сти мембран не наблюдали. Установлено, что в диапазоне 
концентраций от  0.5  до  1  мкМ при добавлении к  (16:1)
ФХ:Хол (90:10  мол%)- и  (14:1)ФХ:Хол (90:10  мол%)-
мембранам, мастопаран во всех случаях индуцировал по-
явление характерных шумов проводимости и флуктуаций 
трансмембранных пор. При концентрациях пептида более 
9 мкМ происходила дестабилизация мембран.

Полученные данные указывают на увеличение пороо-
бразующей активности мастопарана в мембранах мень-
шей толщины.

Работа выполнена при поддержке грантов РНФ 19-
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Развитие методов криоконсервации биоматериала 
расширяет возможности современной биологии и  ме-
дицины. Для защиты клеток от повреждений используют 
криопротекторы, эффективность которых обычно оцени-
вается по  изменениям жизненно важных показателей 
клеток после заморозки. Основным фактором повреж-
дения клеток является формирование кристаллов льда. 
Для водных растворов с  примесями выделяют область 
гетерогенного ядрообразования, приводящего к образо-
ванию центров кристаллизации внутри и вне клетки [1]. 
Добавление непроникающих компонент криопротектора 
позволяет уменьшить этот промежуток и  повысить вы-
живаемость клеток. В связи c этим важно понимать фи-
зико-химические процессы, проходящие в криопротекто-
рах при добавлении отдельных его компонент [2].

Поэтому целью работы является определение влияния 
отдельных компонент криопротектора на  изменение его 
термодинамических характеристик, а также исследование 
изменения фазовых и агрегатных состояний этих сред.

В работе были получены зависимости теплоемкости 
от  температуры для буферной среды (12% глицерина); 
выявлено наличие 3-х особенностей, связанных со струк-
турными перестройками среды при изменении темпе-
ратуры. Для водного раствора глицерина (12%) тем-
пература фазового перехода первого рода  — 246,4  К, 
промежуточная температура, характеризующая агрегат-
ные изменения в гетерогенной фазе, — 204,1 К, темпе-
ратура перехода из  гетерогенной области в  низкотем-
пературную часть  — 168,3  К. Во  всех растворах можно 
наблюдать стадию переохлажденной жидкости с  обра-
зованием в  ней ядер нуклеации. Наличие области гете-
рогенного ядрообразования объясняет появление пиков 
в  этой области на  графике зависимости теплоемкости 
от  температуры. Было выявлено, что добавление саха-
розы в  глицерин-содержащий раствор уменьшает тем-
пературный интервал гетерогенного ядрообразования 
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на 18,9 К, что должно улучшать криопротекторные свой-
ства данного раствора.
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Состояние окружающей среды беспокоит людей, по-
скольку связано с  их  здоровьем. Известно, что основные 
парниковые газы (ПГ): пары воды (ПВ), углекислый газ 
и озон; вследствие парникового эффекта (ПЭ) влияют на ге-
нетическую активность человека [1]. Его геном представля-
ет собой совокупность наследственного материала, содер-
жащегося в клетке. Он находится в молекулах ДНК в ядре 
и митохондриях клетки. ДНК имеют разные линейные раз-
меры и поэтому имеют разные резонансные частоты, на ко-
торые реагирует геном. В ИК области они совпадают с ча-
стотами в спектре поглощения ДНК. В работе предлагается 
расчетная модель ПЭ  для оценки воздействия на  геном 
человека оптической мощности излучения в  ИК  области 
на  полосе колебаний (010) ПВ  (совпадающей с  частотой 
ядерной ДНК) в  русской бане (РБ) и  финской сауне (ФС). 
Эту мощность рассчитывали в  дипольном приближении 
по известной классической формуле для излучения дипо-
ля в квантово-механическом рассмотрении. В итоге мощ-
ность определялась произведением вероятности спонтан-
ного перехода на  населенность на  колебательном уровне 
(010) ПВ (с учетом влажности соответственно в РБ и ФС, 
а также температуры) и на энергию рассматриваемого ко-
лебания. Оказалось, что эти две мощности излучения со-
впадают и они существенно больше, чем соответствующие 
тепловые мощности, рассчитанные для печи и оптические 
мощности, излучаемые (поглощаемые) всеми ядерны-
ми ДНК человека [1]. Поэтому, так же, как и в случае ПГ, 

парниковый эффект в РБ и ФС может влиять на человека, 
оказывая на  него воздействие, например, через мембра-
ны определенных клеток кожи. Из-за  значительного пре-
обладания полученных оптических мощностей, падающих 
в  этом случае за  счет парникового эффекта над мощно-
стью, поглощаемой геномом на частоте (010) паров воды, 
возможно существенное влияние на  генетическую актив-
ность человека и, следовательно, его здоровье.
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Цитохром Р450 (CYP) является суперсемейством фер-
ментов, важных в метаболизме лекарств, среди которых 
основной вклад вносят CYP3A4, CYP2C9 и CYP2C19 [1]. 
Показано, что модуляция CYP3A4 вызывает биологиче-
ские ответы, которые можно использовать для лечения 
онкологических заболеваний  [2]. Данное исследова-
ние направлено на  изучение модуляторных эффектов, 
оказываемых на  ферменты цитохрома P450 (CYP3A4, 
CYP2C9 и CYP2C19) перспективными потенциальными 
противоопухолевыми препаратами  — нитрозокомплек-
сами рутения, а  также смешаннолигандными комплек-
сами эндогенных металлов на основе полипиридиновых 
лигандов и производных изотиазола/тетразола [3]. Для 
оценки эффектов использовали высокопроизводитель-
ный скрининг (HCS, high content screening), сочетающий 
автоматическую флуоресцентную микроскопию с  коли-
чественным анализом изображений, что позволяет по-
лучать большое количество информативных измерений 
на уровне отдельных клеток [4].

В результате исследования на клеточной линии гепато-
целлюлярной карциномы человека (HepG2) был определен 
диапазон токсичности новых веществ и изучен их модуля-
торный эффект на CYP3A4, CYP2C9 и CYP2C19 на уров-
не мРНК и  белка. Оценка влияния новых соединений 
на  ферменты P450  с  одновременной оценкой клеточ-
ной морфологии, позволила выделить субпопуляции 
клеток с  различными типами изменений их  состояния. 
Результаты биоинформатического анализа позволили 
предложить in  vitro модель для выявления соединений, 
обладающих противоопухолевой активностью, примени-
тельно к высокопроизводительной технологии.
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Одной из наиболее актуальных областей применения 
наночастиц является разработка новых подходов к тера-
пии онкологических заболеваний. Ряду материалов на-
норазмерной природы присущи уникальные свойства, 
позволяющие их  использовать для задач биомедици-
ны, такие как флуоресценция, магнетизм, возможность 
адресной доставки к клеткам-мишеням или нагрев внеш-
ними электромагнитными полями. В  частности, нано-
частицы магнетита обладают магнитными свойствами, 
биосовместимы и относительно нетоксичны. Более того, 
свойство индуктивного нагревания во  внешних полях 
и  процессы релаксации позволяют использовать такие 
частицы в  качестве источника локальной управляемой 
гипертермии опухолей.

Целью данной работы является получение на-
ночастиц магнетита для адресной доставки кHER2-
положительным раковым клеткам. Нами были синтези-
рованы наночастицы магнетита микро эмульсионным 
методом. Размер наночастиц был охарактеризован с по-
мощью сканирующей электронной микроскопии и  со-
ставил 19.7±4.7нм. Поверхность наночастиц магнетита 
модифицировали полимерным покрытием, а  именно, 
карбоксиметил-декстраном. Далее наночастицы конъю-
гировали с  HER2-распознающими белками для адрес-
ной доставки к опухоли, в частности, с полноразмерным 
анти-HER2 антителом Трастузумаб.

Для демонстрации эффективности связы-
вания модифицированных наночастиц с  HER2-
сверхэкспрессирующими клетками использовали 
клеточную линию аденокарциномы молочной железы 
человека SKBR-3. Клеточную линию CHO использова-
ли в  качестве негативного контроля. Методом MPQ-
цитометрии было показано, что модифицированные 
наночастицы высокоэффективно связываются с  HER2-
положительными раковыми клетками. Для клеточной 
линии CHO не  была показана специфичность действия 
полученных наночастиц.

Таким образом, нами были получены коллоидные 
наночастицы с  поверхностью, ковалентно модифици-
рованной HER2-распознающим белком, сохраняющим 
свою активность in vitro. Данная работа является шагом 
на пути к созданию эффективных агентов тераностики.

Исследование поддержано грантом РНФ, проект 
№ 17-74-20146.
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В настоящее время в тканевой инженерии широко ис-
пользуются гели на основе природных полимеров. Одним 
из  таких полимеров является альгинат натрия, способ-
ный к образованию геля в присутствии катионов (обыч-
но кальция). Недостаток альгината — его отрицательный 
заряд, препятствующий адгезии клеток, что не позволяет 
использовать его для трансплантации.

Целью данной работы является увеличение биосов-
местимости альгинатных гелей для культивирования 
клеток за счет его модификации положительно заряжен-
ными аминокислотами — аргинином или лизином.

Были приготовлены альгинатные капсулы из  рас-
твора альгината с  различной концентрацией (1–3%). 
Для уменьшения общего отрицательного заряда аль-
гинатного геля капсулы были модифицированы амино-
кислотами  — аргинином или лизином путём введения 
аминокислот в  раствор альгината натрия. Способность 
аминокислот связываться с  альгинатным гелем 
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оценивали с  помощью нингидриновой реакции по  ко-
личеству вышедшей из  альгинатного геля в  раствор 
аминокислоты. Для оценки цитосовместимости моди-
фицированных альгинатных гелей внутри капсул куль-
тивировали фетальные мезенхимные стволовые клетки 
человека (fetMSC) и клетки глиомы крысы (C6).

В результате эксперимента было показано, что с уве-
личением доли аргинина в геле процент выхода ее в рас-
твор уменьшается: для гелей, содержащих 0,15%, 
0,3%, 0,6% аргинина через сутки после инкубирования 
в воде выход составил 15%, 10% и 8% соответственно. 
Показано, что с  увеличением объема жидкости, в  ко-
торой инкубировали гели, выход аминокислоты тоже 
увеличивается: через сутки после инкубирования геля 
с  содержанием аргинина 0,15% в  600  мкл, 1200  мкл 
и 2500 мкл воды выход составил 15%, 20% и 42% со-
ответственно. Для гелей с  аналогичным содержанием 
лизина показано, что спустя 1 час после инкубирования 
в  2500  мкл воды выход составляет 50%, 26% и  14%, 
спустя сутки  — 42%, 24% и  20%. При сравнении коли-
чества вышедших из  геля аминокислот оказалось, что 
в среднем при инкубировании в течение суток лизина вы-
ходит на 38,4% больше, чем аргинина.

В результате культивирования клеток было выявлено, 
что в гелях из чистого альгината клетки образуют агрега-
ты, а в присутствии аргинина располагаются дискретно.

Таким образом, полученные субстраты, модифици-
рованные аминокислотами, потенциально могут быть 
использованы в качестве носителя для культивирования 
клеток для их трансплантации.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
РФФИ (проект № 20-03-00400_а).
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Работа посвящена созданию многофункциональ-
ных конструкций для диагностики и терапии опухолей. 
Серебряные наночастицы (НЧ) обладают свойством 
локализованного поверхностного плазмонного ре-
зонанса  — когерентных колебаний электронов про-
водимости, возбуждаемых падающим светом. Среди 
металлов серебро обладает лучшими плазмонными 

характеристиками в  оптической области, при этом 
синтез серебряных частиц значительно дешевле, чем, 
например, золотых. Рассеяние света серебряными 
НЧ позволяет детектировать их на поверхности клеток 
без дополнительной модификации флуоресцентными 
метками. Резонансное поглощение света наночасти-
цами может использоваться для фототермической те-
рапии опухолей.

Нами были синтезированы наночастицы серебра 
различных размеров и форм. Частицы были охаракте-
ризованы методами сканирующей электронной микро-
скопии, оптической спектроскопии и  динамического 
светорассеяния. Мы разработали метод модификации 
серебряных НЧ белками без предварительного покры-
тия поверхности частиц полимерами. В качестве визу-
ализирующего агента мы  использовали люциферазу 
Nanoluc. Лицифераза Nanoluc широко используется 
для биоимиджинга, так как не  требует доставки света 
от  диода или лазера, а  ее  субстрат фуримазин может 
быть введен в организм внутривенно. Благодаря этому 
люцифераза может быть использована для прижиз-
ненной визуализации глубинных опухолей. В  качестве 
направляющего белка мы  использовали трастузумаб, 
моноклональное антитело к  онкомаркеру HER2/neu. 
Нами было продемонстрировано специфичное связы-
вание полученных конструкций с  раковыми клетками, 
сверхэкспрессирующими рецептор HER2/neu. Была 
исследована цитотоксичность модифицированных ча-
стиц на клетках различных линий, и было показано, что 
токсическое действие может вызываться, в том числе, 
генерацией активных форм кислорода в клетках. Таким 
образом, в  работе были получены таргетные нанокон-
струкции для направленной доставки соединений, тера-
пии и визуализации опухолевых клеток.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке гранта РФФИ 20-34-70136.
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Синтез простагландинов (регуляторов воспаления, 
иммунного ответа и  многих других физиологических 
процессов) осуществляется в  результате циклооксиге-
назного окисления арахидоновой кислоты (АА), катали-
зируемого гомодимерным ферментом простагландин-H-
синтазой (PGHS). Фермент является фармакологической 
мишенью для всех нестероидных противовоспалитель-
ных препаратов (НПВП).

Ранее в  литературе приводились эксперименталь-
ные данные, свидетельствующие о  возможном взаимо-
действии между мономерами в  составе димера PGHS. 
Однако механизм этого взаимодействия до  сих пор 
не установлен.

В настоящем исследовании показано, что взаимодей-
ствие PGHS с ингибиторами ибупрофеном и толметином 
не  описывается в  рамках обычно используемых схем, 
но  может быть описано с  учётом отрицательной коопе-
ративности при связывании ингибитора, когда первая 
молекула ингибитора образует более прочный комплекс, 
чем вторая (для ибупрофена K1 = 0.74 мкМ, K2 = 11 мкМ, 
для толметина K1 = 0.12 мкМ, K2 = 1.3 мкМ). Аналогичные 
результаты ранее были показаны для напроксена (K1 = 
0.1  мкМ, K2 = 9.2  мкМ). Продемонстрировано, что вза-
имодействие фермента с арахидоновой кислотой также 
может быть описано моделью, учитывающей отрица-
тельную кооперативность (cродство фермента к первой 
молекуле субстрата 14 мкМ, ко второй — 1 мM).

Полученные результаты следует учитывать в ходе ис-
следования синтеза простагландинов и фармакологиче-
ских эффектов НПВП in vivo.
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Концепция создания гибридных противоопухолевых 
препаратов заключается в  объединении нескольких те-
рапевтических агентов с  различным механизмом дей-
ствия с  целью повышения эффективности препаратов 
и преодоления резистентности опухоли к терапии. Ранее 

нами был получен конъюгат цинкового комплекса хлори-
на е6  с  вандетанибом и  дигалактозилом (ZnChl-Vd)  [1], 
в  качестве противоопухолевого агента для комбиниро-
ванной фотодинамической (ФДТ) и  таргетной терапии. 
Под действием света хлорин запускает фотохимические 
реакции в клетке-мишени. Вандетаниб представляет со-
бой ингибитор тирозинкиназной активности рецепторов 
ростовых факторов EGFR и VEGFR. Целью данной работы 
явилось исследование противоопухолевой активности 
ZnChl-Vd  на  клеточных культурах in  vitro и  эксперимен-
тальных ксенографтных опухолях in vivo.

Зарегистрированы фотофизические свойства и опре-
делен квантовый выход флуоресценции ZnChl-Vd и ZnChl. 
Исследования внутриклеточного распределения и опреде-
ление цитотоксичности проводили in vitro на культурах кле-
ток эпидермоидной карциномы человека А-431 (EGFR+), 
и клеток яичника китайского хомячка CHO (EGFR-, VEGFR-). 
Специфичность накопления и  противоопухолевую актив-
ность ZnChl-Vd in vivo исследовали на иммунодефицитных 
мышах с подкожно привитой опухолью А-431.

Исследованные соединения характеризуются ин-
тенсивным поглощением и  флуоресценцией в  красной 
области спектра, квантовый выход не  превышает 10%. 
Установлено быстрое накопление ZnChl-Vd  и  ZnChl 
в клетках А-431 с локализацией в лизосомах, везикулах 
и аппарате Гольджи. Показан выраженный цитотоксиче-
ский эффект ZnChl-Vd в отношении А-431. В исследова-
ниях in vivo продемонстрирована высокая селективность 
накопления ZnChl-Vd в опухоли и показана его противо-
опухолевая активность, как в условиях локального облу-
чения, так и в темноте, что свидетельствует о двух меха-
низмах воздействия на опухоль.

Полученные данные свидетельствуют о  противо-
опухолевой активности исследуемого соединения и  по-
зволяют рассматривать его в  качестве потенциального 
агента для ФДТ с комбинированным действием.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
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Экзосомы  — нановезикулы диаметром 40–100  нм, 
содержащиеся в  различных биологических жидкостях. 
Показано наличие белков, ДНК, мРНК и микроРНК в эк-
зосомах. Присутствие микроРНК в экзосомах свидетель-
ствует об  их  вовлеченности в  межклеточную коммуни-
кацию, что делает экзосомы перспективным объектом 
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изучения. Экзосомы содержатся в различных биологиче-
ских жидкостях. Наиболее изученными на данный момент 
являются экзосомы крови и  различных культуральных 
жидкостей, в то время, как об экзосомах молока известно 
мало. Поскольку молоко является источником экзосом, 
доступным в  больших объемах, изучение нуклеиновых 
кислот экзосом молока является актуальной задачей.

Стандартный протокол выделения экзосом включает 
стадию ультрацентрифугирования, которое позволяет 
осадить везикулы. С помощью модифицированного про-
токола, включающего несколько стадий центрифугиро-
вания, ультрафильтрацию, ультрацентрифугирование, 
гель-фильтрацию и  аффинную хроматографию, выде-
лены экзосомы из человеческого и лошадиного молока. 
На основе препаратов нуклеиновых кислот, выделенных 
из полученных экзосом, приготовлены библиотеки мРНК, 
микроРНК и ДНК, которые в дальнейшем были проанали-
зированы с помощью секвенирования нового поколения.

Проведено сравнение нуклеиновых кислот, получен-
ных на  разных стадиях выделения экзосом из  молока 
человека и лошади.
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Основным способом регуляции уровня никотинами-
дадениндинуклеотида (NAD) в клетках человека являет-
ся его биосинтез из  поступающих с  пищей различных 
форм витамина B3: никотинамида (Nam) и никотиновой 

кислоты (NA), а также рибозида никотинамида (NR) и ри-
бозида никотиновой кислоты (NAR) [1,2].

На  сегодняшний день до  конца не  установлено, ка-
ким образом клетки человека импортируют и  метабо-
лизируют нуклеозиды NR  и  NAR. В  рамках данной ра-
боты мы  проверяли гипотезу о  том, что переносчики 
семейств трансмембранных белков ENT (equilibrative 
nucleoside transporters) и CNT (concentrative nucleoside 
transporters) [3] могут отвечать за транспорт NR и NAR 
через плазматическую мембрану.

Для этого мы использовали экспериментальный под-
ход, основанный на фармакологическом ингибировании 
или сверхэкспрессии белков в клетках человека, с после-
дующей детекцией метаболитов при помощи спектроско-
пии ЯМР.

Мы установили, что импорт нуклеозида NR в клетки 
человека опосредуют переносчики ENT1, ENT2 и ENT4. 
После импорта в  клетку нуклеозид NR  интенсивно рас-
щепляется до  Nam цитозольной пуриннуклеозидфос-
форилазой (PNP), ингибирование которой приводит 
к подавлению импорта и расщепления NR, а также увели-
чивает эффективность синтеза внутриклеточного NAD 
из NR в клетках НЕК293, HeLa и в эритроцитах человека.

Также мы  показали, что нуклеозид NAR транс-
портируется в  клетки переносчиками ENT1  и  ENT2. 
Эффективность импорта NAR значительно повышается 
после сверхэкспрессии в  клетках никотинамидрибозид-
киназы, катализирующей фосфорилирование NAR с  об-
разованием мононуклеотида никотиновой кислоты. Более 
того, мы  наблюдали PNP-зависимое расщепление NAR 
до NA в эритроцитах человека, но не в клетках НЕК293.

Таким образом, существенный импорт NR  и  NAR 
в  клетку наблюдается только в  случае, когда данные 
нуклеозиды эффективно метаболизируют в  цитозоле, 
тогда как расщепление NR и NAR (до Nam и NA) фос-
форилазой PNP может являться одним из  способов 
утилизации нуклеозидов для синтеза NAD в  клетках 
человека.

Работа выполнена при поддержке Программы 
«Молекулярная и  клеточная биология и  пост-геномные 
технологии» Президиума РАН и  гранта РФФИ 
№ 19-34-60039.

Литература:
1.	 Nikiforov A., Kulikova V., Ziegler M. 2015. The human NAD me-

tabolome: functions, metabolism and compartmentalization. 
Critical Rev. Biochem. Mol. Biol. 50: 284–297.

2.	 Kulikova V.A., Gromyko D.V., Nikiforov A.A. 2018. The Regu-
latory Role of  NAD in  Human and Animal Cells. Biochemistry 
(Moscow). 83: 800–812.

3.	 Young J.D., Yao S.Y., Baldwin J.M., Cass C.E., and Baldwin S.A. 
2013. The human concentrative and equilibrative nucleoside 
transporter families, SLC28 and SLC29. Mol Aspects Med. 34: 
529–547.

Т.А. Кургина1, 2, М.М. Кутузов1, К.А. Белоусова1, 
Р.О. Анарбаев1, С.Н. Ходырева1, О.И. Лаврик1

Исследование 
взаимодействия ферментов 
parp1 и parp2 c повреждениями днк 
в контексте нуклеосом
1 � Институт химической биологии и фундаментальной 

медицины СО РАН, Новосибирск, Россия
2 � Новосибирский государственный университет, 

Новосибирск, Россия



56 VII МОЛОДЁЖНАЯ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦИЯ по молекулярной и клеточной биологии 

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

T.A. Kurgina1, 2, M.M. Kutuzov1, K.A. Belousova1, 
R.O. Anarbaev1, S.N. Khodyreva1, O.I. Lavrik1

The study of parp1 and 
parp2 interaction with dna damage 
in the nucleosome context
1 � Institute of Chemical Biology and Fundamental 

Medicine SB RAS, Novosibirsk, Russia
2 � Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia

t. a.kurgina@gmail.com

Ферменты семейства поли(АДФ-рибозо)полимераз 
(в частности, PARP1 и PARP2) — регуляторы многих кле-
точных процессов, в том числе репарации ДНК. Данные 
ферменты активируются, связываясь с  повреждённой 
ДНК, и катализируют синтез поли(АДФ-рибозы), исполь-
зуя в  качестве субстрата NAD+. При этом поли(АДФ-
рибоза) ковалентно присоединяется к различным белкам. 
В настоящее время три медицинских препарата одобре-
ны FDA для терапии рака молочной железы в  качестве 
ингибиторов PARP1/2. Так же показано, что PARP1 во-
влечён в  развитие воспаления  [1]. Таким образом, ин-
гибирование активности PARP1 может иметь не только 
противораковый, но  и  противовоспалительный эффект. 
Однако при применении ингибиторов PARP1 может воз-
никать устойчивость раковых опухолей к терапии. Кроме 
того, существующие ингибиторы PARP1 ингибируют так-
же PARP2, что полностью блокирует синтез поли(АДФ-
рибозы). Эти проблемы требуют не  только разработки 
новых препаратов-ингибиторов, но  и  фундаментальных 
исследований PARP1  и  его взаимодействия с  другими 
белками.

Ранее мы  разработали тест-систему, которая позво-
ляет анализировать активность PARP1 в режиме реаль-
ного времени [2]. В данной работе мы модифицировали 
эту тест-систему для количественного исследования вза-
имодействия PARP1  и  PARP2  с  нуклеосомами in  vitro. 
Нуклеосома представляет собой ДНК-белковый ком-
плекс, состоящий из 147 п. н. ДНК, «намотанной» на ок-
тамер гистонов. В составе нуклеосомы часть оснований 
ДНК экранирована гистонами, что затрудняет их  рас-
познавание ферментами. PARP1 и PARP2 потенциально 
могут влиять на  доступность повреждений в  контексте 
нуклеосомы.

Предложенным методом мы  изучили взаимодей-
ствие PARP1 и PARP2 с интактной и повреждённой ДНК 
в составе нуклеосомы. Показана зависимость сродства 
этих ферментов к нуклеосоме от типа повреждения ДНК 
и его доступности. Изучено влияние некоторых ингибито-
ров на активность PARP1 с использованием нуклеосом.
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Антистазины — белки, секретируемые слюнными же-
лезами медицинской пиявки для ингибирования систе-
мы свёртывания крови человека и  других позвоночных 
животных. Антикоагулянтная активность белков, произ-
водимых медицинской пиявкой, уже много лет привле-
кает внимание учёных и фармакологов, так как является 
перспективным подходом к терапии тромбозов, тромбо-
флебитов, постинфарктных и постинсультных состояний, 
а  также некоторых других заболеваний. Однако, тради-
ционная антикоагулянтная терапия зачастую приводит 
к ряду побочных эффектов, что делает поиск новых анти-
коагулянтов очень актуальной задачей.

Ранее в  нашей лаборатории был отсеквенирован 
геном и  транскриптом медицинской пиявки, по  резуль-
татам биоинформатического анализа которых были вы-
явлены последовательности 14  антистазин-подобных 
белков, обладающих потенциальными антикоагулянтны-
ми свойствами. Были сконструированы:

•	 векторы на основе плазмиды pET22b для экспрес-
сии в кишечной палочке

•	 белков, слитых с  полигистидиновой 
последовательностью,

•	 белков, слитых также с последовательностью до-
мена белка SlyD E.coli;

•	 векторы на  основе pcDNA™3.4  TOPO™ для экс-
прессии в Expi293
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•	 белков, слитых с  полигистидиновой 
последовательностью,

•	 белков, слитых также с последовательностью лёг-
кой цепи иммуноглобулина G.

Для получения очищенных целевых белков прово-
дили металл-афинную хроматографию и обработку TEV-
протеиназой с  последующей ионообменной хромато-
графией. Антикоагулянтную активность анализировали 
по показателям активированного частичного тромбопла-
стинового времени и тромбинового времени. Отобранные 
по данным тестам белки могут быть перспективными кан-
дидатами для разработки фармацевтических препаратов.
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В  биологических исследованиях полупроводнико-
вые квантовые точки (КТ) благодаря уникальным фото-
физическим характеристикам, являются альтернативой 
органических люминофоров. В  данной работе мы  полу-
чили репрезентативные данные по  взаимодействию 
InP-КТ  с  клетками линии A549  с  помощью микроскопа 
Olympus FV3000. Показано, что InP-КТ  были локализо-
ваны в  виде кластеров как внутри клеток, так и  на  по-
верхности мембран клеток. Кроме того, КТ  были обна-
ружены вне клеток на  подложке. Для оценки состояния 
КТ в кластерах был проведен анализ кинетики затухания 
люминесценции КТ  с  помощью микроскопа MicroTime 
100. Времена жизни люминесценции (τ) КТ  в  клетках 
оказались меньше, чем вне клеток (порядка 32 и 42 нс, 
соответственно). Снижение τ  объясняется изменением 
состояния КТ  под действием внешних условий. Ясно, 
что в ходе эндоцитоза КТ попадают в закисленные ком-
партменты, испытывая воздействие изменения уровня 
pH  от  7,4  до  4,2. Было промоделировано воздействие 
изменения уровня pH на характеристики КТ в растворе 
PBS. Обнаружено, что квантовый выход люминесцен-
ции различается, в зависимости от уровня pH. Влияние 
рН  может объясняться как гашением люминесценции 
КТ, так и  стимулированием их  агрегации. Подробный 
анализ кинетики затухания люминесценции КТ  на  раз-
личных длинах волн (600, 640  и  680  нм) не  выявил 

значительного образования агрегатов. Поскольку из-
менения фотофизических характеристик КТ  напрямую 
зависят от  целостности структуры КТ  и  влияния моле-
кул внешнего окружения, можно предположить, что для 
InP-КТ воздействие ионов H+ приводит к возникновению 
дефектных состояний приводящих к нарушению процес-
сов рекомбинации носителей зарядов, и, как следствие, 
снижению как квантового выхода люминесценции, так 
и  τ  КТ. Таким образом, в  эндосомах клеток происходит 
гашение люминесценции КТ. Поэтому понимание воз-
можных искажений данных, основанных только на  ин-
тенсивности меченных флуорофором клеток без учета 
природы флуорофора и его реакции на микроокружение, 
становится чрезвычайно актуальной задачей.
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Потенциал-независимые натриевые каналы иденти-
фицированы как один из  основных путей входа натрия, 
определяющих быстрые изменения натриевой проницае-
мости в трансформированных клетках крови. Натриевые 
каналы в  клетках миелоидной лейкемии человека 
К562  были названы «актин-управляемыми» на  основа-
нии внутриклеточного механизма их  активации и  инак-
тивации. По  своим физиологическим характеристикам 
они близки к каналам семейства ENaC, за исключением 
чувствительности к  ингибитору амилориду. Недавно об-
наруженная внеклеточная активация актин-управляемых 
каналов при наружном приложении сериновой протеазы 
трипсина подтверждает принадлежность исследуемых 
каналов к семейству ENaC. Ранее сообщалось, что кана-
лы ENaC, содержащие в своем комплексе δ-субъединицу 
вместо α-ENaC, обладают сниженной чувствительностью 
к амилориду. Целью работы являлось изучение возмож-
ного участия δ-субъединицы ENaC в  составе функцио-
нально-активного натриевого канала в клетках К562.

В  первой серии экспериментов предполагаемое 
участие δ-ENaC в  формировании натриевого канала 



58 VII МОЛОДЁЖНАЯ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦИЯ по молекулярной и клеточной биологии 

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

в клетках К562 было проверено в опытах с использова-
нием трипсина (5 мкг/мл) в качестве внеклеточного ак-
тиватора. В конфигурации whole-cell метода патч-кламп 
регистрировали трипсин-активируемые токи через оди-
ночные каналы в Na+- или Li+-содержащем наружном рас-
творе. Проводимость каналов для Li+ (145 мМ) снижена 
по сравнению с Na+ (145 мМ) и составила 10 и 15.5 пСм, 
соответственно. Эта особенность является основным 
биофизическим признаком ENaC, содержащих в  своем 
комплексе δ-субъединицу. Результаты ОТ-ПЦР анали-
за и  иммунофлуоресцентного окрашивания также под-
твердили экспрессию δ-hENaC (наряду с α-, β-, γ-ENaC) 
на уровне мРНК и белка в клетках К562.

В экспериментах whole-cell впервые было обнаруже-
но, что подача во  внеклеточный раствор капсазепина 
(1–5 мкМ), активатора δ-ENaC, вызывала активацию на-
триевых каналов с типичными характеристиками; прово-
димость каналов составила около 15 пСм. Биофизические 
характеристики каналов, активированных капсазепином, 
совпадали с  характеристиками каналов, активируемых 
при разборке цитоскелета (Цитохалазин Д, 10  мкг/мл) 
или при действии трипсина. Аналогично, при замене Na+- 
содержащего раствора в камере на Li+-содержащий на-
блюдали уменьшение амплитуды токов — проводимость 
снижалась до  10  — 11  пСм. Мы  установили, что после 
замены ионов Na+ на Li+ снижалась амплитуда открытого 
состояния только части каналов, активированных ЦитД. 
Кроме того, при разборке цитоскелета или действии 
протеазы активацию каналов наблюдали в  100% экс-
периментов whole-cell (для ЦитД n=15), а  при действии 
капсазепина  — в  33% (n=18). Полученные результаты 
дают аргументы в  пользу того, что в  мембране клеток 
К562  присутствуют две популяции функционально-ак-
тивных каналов ENaC c  разным субъединичным соста-
вом: αβγ– и δβγ–ENaC.
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Для диагностирования и  терапии онкологиче-
ских заболеваний перспективным представляется 

использование коньюгатов моноклональных антител 
(МКАТ) с короткоживущими радионуклидами. МКАТ, по-
лучаемые гибридомной технологией, при введении чело-
веку индуцируют иммунный ответ. Создание химер из ва-
риабельных частей мышиного АТ и константных участков 
человеческого иммуноглобулина — начальный этап гума-
низации АТ. Существуют данные, что Fc-фрагмент анти-
тела влияет на  специфичность и  константу связывания 
антитела с  антигеном  [1]. Последовательность и  про-
странственная доступность аминокислотных остатков, 
во  многом определяемые константными участками АТ, 
влияют на эффективность коньюгации АТ с хелаторами и, 
соответственно, эффективность мечения АТ изотопами.

Нами была создана [2] панель МКАТ против эндогли-
на человека, маркера эндотелия вновь образующихся 
сосудов. Для работы было отобрано одно из полученных 
АТ, 2С8, с изотипом IgG2b, связывающееся с конформа-
ционным эпитопом, позволяющее выявлять мембранную 
и  растворимую формы эндоглина. АТ  распознаёт эндо-
глин и  человека, и  крысы, что позволяет использовать 
крысиные модели при тестировании получаемых на его 
основе препаратов.

Определена последовательность антигенсвязы-
вающих участков антитела, созданы две плазмиды. 
Одна из  плазмид кодирует легкую цепь, состоящую 
из VL участка легкой цепи 2С8 и CL участка κ цепи челове-
ка. Вторая плазмида кодирует тяжелую цепь, состоящую 
из VH участка H цепи 2С8 и CH участка γ2 цепи челове-
ка. Проведены эксперименты по определению наиболее 
эффективного для трансфекции линии HEK293 соотно-
шения данных плазмид. Получен препарат, содержащий 
химерное АТ 2С8 изотипа IgG2.

Идёт работа по  созданию на  основе 2С8  химерных 
АТ изотипов IgG1 и IgG4 человека и сравнению их с ис-
ходным АТ изотипа IgG2b.

Полученные препараты АТ, различающихся по  изо-
типу, будут сравниваться по  эффективности мечения 
изотопами металлов, сохранению антигенсвязывающей 
активности.

Результатами работы будут данные по влиянию изо-
типа на  следующие параметры: влияние на  аффинитет, 
эффективность мечения выбранными радиоизотопами, 
устойчивость к  процедуре мечения, иммуноэффектор-
ные свойства. Полученная информация позволит вы-
брать наиболее подходящий изотип АТ для создания ра-
диофармпрепаратов, предназначенных для выявления 
очагов ангиогенеза.
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Накопление в  организме человека упорядоченных 
белковых агрегатов, амилоидных фибрилл, может яв-
ляться маркером ряда тяжелых нейродегенеративных 
заболеваний. В  частности, бета-амилоид, соcтоящий 
из  42  аминокислотных остатков (Aβ42), является ос-
новным компонентом амилоидных бляшек, накапливаю-
щихся в организме пациентов с болезнью Альцгеймера. 
Однако существуют и другие варианты этого пептида, об-
разующиеся в норме из трансмембранного белка—пред-
шественника бета-амилоида (APP). Одним из  них явля-
ется пептид, соcтоящий из 40 аминокислотных остатков 
и  не  имеющий патогенных свойств (Aβ40). Целью на-
стоящей работы стало изучение полиморфизма амило-
идных фибрилл на  основе Aβ40  и  Aβ42, для чего были 
проанализированы их  морфология, собственные фото-
физические характеристики, вторичная структура, а так-
же их взаимодействие с амилоид-специфическим флуо-
ресцентным зондом тиофлавином Т (ThT).

С  использованием литературных данных была подо-
брана эффективная методика получения амилоидных 
фибрилл, основанная на инкубировании бета-амилоидов 
в  50% гексафторизопропаноле (HFIP) с  последующим 
удалением растворителя из образца. Для изучения полу-
ченных амилоидных фибрилл был использован широкий 
спектр физико-химических методов, таких как электрон-
ная микроскопия, КД-спектроскопия, а также абсорбци-
онная и флуоресцентная спектроскопия, которые, в част-
ности, были применены для исследования растворов 
фибрилл с  ThT, подготовленных методом равновесного 
микродиализа.

Показано, что в  процессе фибриллогенеза проис-
ходит изменение структуры бета-амилоидов с  увели-
чением содержания бета-складчатых областей. Было 
сделано заключение о  более высоком содержании 
бета-листов в  зрелых амилоидных фибриллах на  осно-
ве Aβ42  по  сравнению с  фибриллами на  основе Aβ40. 
Оказалось, что фибриллы на  основе Aβ40  образуют 
отдельные тонкие нити, практически не  взаимодей-
ствующие между собой, а  волокна фибрилл на  основе 
Aβ42  в  тех же  условиях имеют склонность к  образова-
нию кластеров. Показано, что в  фибриллах на  основе 
Aβ40 существует один тип связывания ThT, а в фибрил-
лах на основе Aβ42 существует еще одна мода связыва-
ния красителя, что обусловлено способностью этих фи-
бриллярных волокон к кластеризации.

В  результате выполнения работы было сделано за-
ключение о том, что даже небольшие изменения в ами-
нокислотной последовательности белков и пептидов (как 

в случае Aβ40 и Aβ42) могут приводить к полиморфизму 
амилоидных фибрилл на их основе. При этом анализ по-
лученных результатов и  литературных данных показал, 
что белки с  различной аминокислотной последователь-
ностью могут образовывать сходные по физико-химиче-
ским характеристикам амилоидные фибриллы.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Стипендии Президента РФ  СП-841.2018.4  и  гранта 
РФФИ № 16-04-01614.
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Рецептор, подобный инсулиновому рецептору IRR 
(insulin receptor-related receptor) принадлежит к  под-
семейству инсулиновых рецепторов  [1]. Нами впервые 
было показано, что IRR является единственной извест-
ной на сегодняшний день рецепторной тирозинкиназой — 
сенсором внеклеточной щелочной среды и  участвует 
в регуляции кислотно-щелочного равновесия в организ-
ме. Данный рецептор активируется при защелачивании 
внеклеточной среды выше pH 7.9, имеет точку 50% эф-
фекта примерно pH  8.5  и  выходит на  насыщение при 
рН свыше 9.0. Активация IRR приводит к фосфорилиро-
ванию каскадных внутриклеточных белков IRS-1  и  AKT, 
и приводит к перестройке клеточного цитоскелета [2].

Цель настоящей работы  — получить и  охарактери-
зовать поликлональные антитела (ПА) к  IRR для из-
учения его структуры и  функций в  физиологических 
экспериментах.

Для получения антител получена плазмида pET28a-
hIRR-C со всеми необходимыми элементами для успеш-
ной экспрессии C-концевой участка IRR в клетках E. coli. 
Разработана система экспрессии и  очистки целевого 
белка. Проведена иммунизация кроликов антигеном 
до достижения стойкого иммунного ответа.

В  результате нами получена сыворотка кро-
ви с П А  против C-концевого участка IRR. Антитела 
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охарактеризованы иммунохимическими методами: ве-
стерн блот, иммуноцитохимия и  иммунопреципитация. 
Оценка антител показала, что антитела a-c-hIRR-k1 спо-
собны специфично связываться с IRR человека и мыши, 
а антитела a-c-hIRR-k2 специфичны ко всем рецепторам 
из семейства рецептора инсулина.

Получение антител к  IRR для проведения структурно-
функциональных исследований, представляет особый юин-
терес для изучения фундаментальных основ механизма 
щелочной чувствительности, а также для развития в буду-
щем новых терапевтических подходов, созданию лекарств 
для лечения заболеваний, связанных с  нарушением кис-
лотно-щелочного равновесия и некоторых форм рака.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в  рамках научных проектов № 20-04-00959, 
№ 19-34-51034, № 19-04-00815, № 17-00-00486, 
№ 17-00-00489 (K), № 19-34-90177, № 19-04-01042.
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Амилоидами называют фибриллярные белковые 
агрегаты, обладающие уникальной упорядоченной про-
странственной структурой, называемой «кросс-бета». 
На протяжении длительного времени эти фибриллы из-
учали в  связи с  их  патологической ролью. Так, заболе-
вания, вызываемые патологической амилоидной агре-
гацией различных белков, называемые амилоидозами, 
известны начиная с  XVII века, однако их  белковая при-
рода была установлена значительно позднее. На сегод-
няшний день известно около пятидесяти амилоидозов, 
все они неизлечимы, могут быть первичными или вторич-
ными по характеру возникновения, поражать отдельные 
органы или же иметь системный характер. Особую груп-
пу представляют нейродегенеративные заболевания, 
вызываемые патологической агрегацией белков, среди 
которых есть и инфекционные, вызываемые особой груп-
пой амилоидов — прионами. Начиная с 2000 года проис-
ходит переосмысление биологических ролей амилоидов, 
поскольку было выявлено значительное число белков, 
которые образуют амилоиды в  норме, и  эти амилоиды 
выполняют жизненно-важные биологические функции. 
Подобные амилоиды, называемые функциональными, 
были обнаружены у архей, бактерий и эукариот. В насто-
ящее время число идентифицированных у различных ор-
ганизмов функциональных амилоидов превысило число 

патологических. Репертуар их  функций крайне разноо-
бразен, так у бактерий функциональные амилоиды вовле-
чены в  формирование биопленок, запасание токсинов, 
образование белковых оболочек, обеспечение преодо-
ления поверхностного натяжения и другие функции. По-
видимому, роль амилоидов в  вирулентности прокариот 
и  взаимодействиях «патоген-хозяин» и  «симбионт-хозя-
ин» крайне широка, и  в  настоящий момент идентифи-
цированные амилоиды, вовлеченные в  вирулентность 
бактерий, представляют собой лишь верхушку айсберга. 
Вместе с тем, уже сейчас очевидно, что бактериальные 
амилоиды являются «темной», малоисследованной сто-
роной мира патологических для человека амилоидов, 
так как, по данным Всемирной организации здравоохра-
нения, до 80 процентов болезнетворных бактериальных 
штаммов образуют биопленки, ассоциированные с виру-
лентностью и патологическими свойствами этих микро-
организмов, а  биопленки, в  свою очередь, в  качестве 
ключевого структурного элемента содержат амилоидные 
фибриллы. В настоящем докладе будет проведен обзор 
структурных особенностей амилоидных фибрилл, раз-
нообразия их  патологических свойств и  биологических 
функций у  прокариот и  эукариот, освещены последние 
данные, полученные нашим исследовательским коллек-
тивом, совместно с ИНЦ РАН, о функциональных амило-
идах симбиотических бактерий и  роли амилоидогенеза 
в запасании белка семян у наземных растений.

Исследование амилоидных белков растений и  сим-
биотических бактерий выполнено при поддержке гран-
та Российского научного фонда 17-16-01100, изуче-
ние прионов дрожжей проведено при поддержке гранта 
Российского фонда фундаментальных исследований 
16-34-60153.
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Кровеносное русло опухолевой ткани имеет ряд 
морфологических особенностей, которые обуслав-
ливают недостаток кислорода в  тканях  — гипоксию. 
Аномалии сосудистого русла опухоли определяют огра-
ничения доставки лекарственных средств и снижение 
эффективности лучевых видов лечения. Определение 
уровня оксигенации новообразований до начала лече-
ния может стать инструментом для подбора оптималь-
ного способа терапии.

Метод оптической диффузионной спектроскопии 
(ОДС) позволяет неинвазивно оценить содержание ос-
новных биологических хромофоров  — дезокси- (HHb), 
оксигемоглобина (HbO2), воды и  липидов. На  основе 
соотношений их  концентраций можно оценить содер-
жание кислорода в  тканях. Для подтверждения полу-
ченных данных ОДС был использован метод иммуно-
гистохимического (ИГХ) анализа с маркером гипоксии 
пимонидазолом, который накапливается в  участках 
тканей с  парциальным давлением кислорода менее 
10  мм  рт.ст. Целью работы было исследование изме-
нения содержания гемоглобина и уровня оксигенации 
экспериментальных опухолей в различные сроки их ро-
ста методом ОДС и ИГХ.

В  исследовании было использовано 5  мышей ли-
нии balb/c  с  привитой опухолью СТ26 (карцинома ки-
шечника мыши). Эксперимент начинали через 7  дней 
с  момента введения опухолевых клеток. Спектры ОДС 
снимали на  7, 10  и  14  дни. Регистрация проводилась 
установкой для спектроскопии обратного рассеяния 
с  оптическим зондом.  В  качестве источника исполь-
зована галогеновая лампа MCWHF2, спектр излуче-
ния регистрируется спектрометром QE65000 (Ocean 
Optics Inc, США). Сатурацию крови определяли из  со-
отношения парциальных вкладов концентраций биоло-
гических хромофоров в спектрах коэффициента погло-
щения и транспортного коэффициента рассеяния.

Пимонидазол вводили внутривенно на  7  и  14  сутки 
роста опухоли в дозе 60 мг/кг. Через 45 минут живот-
ных умерщвляли, изготавливали криосрезы опухолевой 
ткани толщиной 7  мкм. Срезы окрашивали с  исполь-
зованием антител к  пимонидазолу, конъюгированных 
с ФИТЦ. Зоны флуоресценции ФИТЦ определяли на ла-
зерном сканирующем микроскопе Carl Zeiss LSM 710 
(Carl Zeiss, Германия). Относительную гипоксическую 
фракцию рассчитывали как процент пимонидазол-поло-
жительных зон от общей площади образца.

В ходе эксперимента объем экспериментальных опу-
холей увеличился в среднем в 8,7 раз. Показатели кро-
венаполнения (уровень tHb), дезоксигемоглобина изме-
нились незначительно, а оксигенация опухолевой ткани 
снизилась с  35,37% до  1,17%. Это объясняется суще-
ственным падением содержания HbO2. Предполагается, 
что основная причина изменения содержания кислорода 
СТ26 — неспособность опухолевой сосудистой сети пол-
ноценно обеспечить быстрорастущую ткань кислородом. 
Методом ИГХ по  мере роста опухолевого узла выявле-
но увеличение относительной гипоксической фракции 
(с 7,58% по 36,84%), что демонстрирует существенное 
повышение площади зон гипоксии и  подтверждает ре-
зультаты ОДС.
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Фотодинамическая терапия (ФДТ)  — метод диагно-
стики и  лечения злокачественных новообразований, 
основанный на  избирательном накоплении в  опухоле-
вой ткани фотосенсибилизатора (ФС), способного при 
локальном воздействии света с длиной волны, соответ-
ствующей его максимуму поглощения, генерировать 
цитотоксические агенты, вызывающие гибель опухо-
левых клеток. Несмотря на широкое применение, меха-
низм ответа клетки на фотодинамическое воздействие 
до конца не изучен.

Цель данной работы  — сопоставление характерных 
времен изменения вязкостных свойств клеток, накопле-
ния пероксида водорода и  развития клеточной смерти 
при фотодинамическом воздействии.

Исследования проводились на  культуре клеток 
эпидермоидной карциномы человека А431  и  ее  про-
изводных  — стабильно трансфицированных клеточ-
ных линиях, экспрессирующих флуоресцентный белок 
HyPer в цитоплазме (А431 HyPer-cyto) и митохондриях 
(А431  HyPer-mito) клеток. Спектр возбуждения флу-
оресценции HyPer чувствителен к  содержанию Н2О2, 
что может быть использовано для ратиометрическо-
го определения концентрации последнего. В  качестве 
параметра, характеризующего содержание пероксида 
водорода, нами определялось отношение регистрируе-
мого сигнала флуоресценции HyPer при разных длинах 
волн возбуждения (I488/I405). В качестве ФС в работе ис-
пользовалось соединение из  класса порфиразинов  — 
тетракис(бензилоксифенил)тетрацианопорфиразин 
(далее Pz). Используемое соединение имеет уникальное 
сочетание свойств ФС и сенсора вязкости, что позволя-
ет сопоставлять динамику ответа H2O2  с  параметрами 
вязкости микроокружения в клетке.

Зарегистрирована локализация Pz в основном в ЭПР 
и аппарате Гольджи. Показано, что изменения вязкости, 
регистрируемые по времени жизни возбужденного состо-
яния Pz, наблюдались уже через 5 мин после облучения. 
ФД  воздействие приводило к  увеличению содержания 
Н2О2  как в  цитоплазме, так и  в  митохондриях облучен-
ных клеток. Рост содержания Н2О2  в  течение сравни-
тельно длительного времени после облучения позволяет 
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говорить о  его продукции в  ходе вторичных процессов, 
развивающихся как следствие ФД воздействия. В цито-
плазме увеличение концентрации Н2О2 зарегистрирова-
но на 15–20 минут позже, чем в митохондриях. Анализ 
клеточной гибели показал, что нарушение целостности 
плазматической мембраны наблюдается не  ранее чем 
через 50–60 минут, что существенно позже времени на-
блюдаемого накопления H2O2.

Мы  предполагаем, что первичная продукция актив-
ных форм кислорода в ходе облучения вызывает наруше-
ние физических свойств мембран и  денатурацию ряда 
белков, что приводит к  регистрируемому увеличению 
вязкости. Как следствие, нарушается работа ЭТЦ и бел-
ковых комплексов, ответственных за вторичную продук-
цию АФК, которая, в  конечном итоге, может приводить 
к клеточной смерти.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
(грант № 18-44-520010).
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Перспективной мишенью противоопухолевой ген-
ной терапии являются опухоль-ассоциированные фи-
бробласты (ОАФ). Один из  поверхностных маркеров 
ОАФ — рецептор фактора роста тромбоцитов бета-типа 
PDGFRb. Пептидный лиганд YG2  способен связываться 
с  поверхностью PDGFRb-позитивных клеток и  накапли-
ваться внутри них. Человеческий гистон H2A способен 
осуществлять доставку плазмидной ДНК в  различные 
клетки млекопитающих. Мы предположили, что слияние 
гистона H2A с  YG2  способно улучшить эффективность 
доставки ДНК в ОАФ. Целью данной работы были получе-
ние рекомбинантного гистона H2A, слитого с  лигандом 
к PDGFRb, и оценка его трансфицирующих свойств.

В  ходе работы новый рекомбинантный белок H2A-
YG2 наработан в бактериальной системе, выделен и очи-
щен в  два этапа с  помощью ионообменной и  обращено-
фазовой ВЭЖ хроматографий. Выход очищенного белка 
составлял около 8,5 мг на литр культуры, чистота не менее 
90%. Путем измерения подвижности ДНК в агарозном геле 
показано, что H2A-YG2 способен связывать плазмидную 

ДНК не  хуже, чем гистон H2A. На  PDGFRb-позитивной 
и негативной линиях клеток была оценена интернализация 
комплексов гистонов H2A и H2A-YG2 с флуоромеченной 
плазмидной ДНК. В  случае PDGFRb-позитивной линии 
клеток NIH/3T3, суммарное количество захваченных 
клетками комплексов увеличивалось в  1,5  раза при ис-
пользовании модифицированного гистона, однако, доля 
захвативших комплексы клеток не  увеличивалась. При 
этом модификация не  влияла на  интернализацию ком-
плексов в  случае PDGFRb-негативной линии HEK293T. 
При трансфекции клеток линии NIH/3T3  комплексами 
гистонов с  кодирующей два репортерных белка плазми-
дой pCMV-EGFP-P2A-luc2  наблюдалось увеличение ак-
тивности люциферазы luc2 в лизатах клеток в 5 раз при 
модификации гистона лигандом к  PDGFRb, в  то  время 
как для HEK293T значимые изменения не  детектиро-
вались. Также с  помощью проточной цитометрии было 
выяснено, что доля трансфицированных клеток в  случае 
NIH/3T3 увеличивалась в 3,1 раза при внесении в H2A 
пептидной модификации, а  суммарная флуоресценция 
EGFP увеличивалась в 7 раз. В то же время, для HEK 293T 
наблюдалось увеличение доли и суммарной флуоресцен-
ции при использовании H2A-YG2, однако, это увеличение 
было менее выражено, чем для NIH/3T3 (доля увеличива-
лась в 2,5 раза, а флуоресценция — в 2,6 раз).

Таким образом, нам удалось получить новый реком-
бинантный гистон H2A-YG2  и  показать, что введенная 
пептидная модификация приводит к  улучшению транс-
фицирующих свойств гистона H2A в случае как PDGFRb-
позитивных, так и  PDGFRb-негативных клеток, однако, 
такое улучшение было существенно более выражено для 
PDGFRb-позитивной линии.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-34-00852.
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Вопрос воздействия магнитных полей на биологиче-
ские объекты до  сих пор остаётся открытым  [1]. Целью 
исследования явилось изучение влияния статического 
магнитного поля (СМП) интенсивностью 80 мТл на клет-
ки HeLa при разном времени экспозиции.

Для генерации СМП использовали неодимовые 
(NdFeB) магниты (30x3  мм; 80  мТл). Чашки Петри диа-
метром 30  мм  и  96-луночные планшеты с  клетками 
располагали на  магнитах и  помещали в  CO2-инкубатор. 
Контролем служили чашки Петри и планшеты с клетка-
ми, не подвергавшимися воздействию СМП.

Для исследования метаболической активности кле-
ток HeLa использовали MTT-тест спустя 3 и 7 суток куль-
тивирования; функциональную активность митохондрий 
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определяли с  помощью MitoTracker Red CMXRos спустя 
4  и  8  суток. Интенсивность флуоресценции митохондрий 
измеряли с помощью конфокального лазерного сканирую-
щего микроскопа Nikon C1, и обрабатывали в программном 
обеспечении EZ–C1. Для статистического анализа получен-
ных данных использовали U-критерий Манна-Уитни.

По  результатам MTT-теста было показано, что воз-
действие СМП интенсивностью 80 мТл в течение 3 суток 
снижало жизнеспособность клеток по сравнению с кон-
тролем на 26,5% (p<0,01), в то время как экспозиция в те-
чение недели, напротив, повышала её на 10% (p<0,05). 
Интенсивность флуоресценции митохондрий контроль-
ной группы клеток составляла 1085,0 ± 22,6 у. е. После 
экспозиции в  течение 4  суток на  магнитах интенсивно-
стью 80  мТл интенсивность флуоресценции митохон-
дрий увеличивалась на  27,7% (p<0,01). Интенсивность 
флуоресценции митохондрий после экспозиции клеток 
на магнитах в течение 8 суток не имела достоверных раз-
личий по сравнению с контролем.

Наблюдаемые эффекты непродолжительной экспо-
зиции (в  течение 3–4  дней) в  присутствии СМП могут 
свидетельствовать об окислительном стрессе [2]. Тогда 
как увеличение времени экспозиции до  7–8  дней, воз-
можно, приводит к формированию адаптационных реак-
ций к воздействию СМП на клеточном уровне, что требу-
ет дальнейшего изучения.
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Ранее мы показали, что конформеры Fc фрагментов 
IgG человека могут экспонировать иммуносупрессивные 
неоэпитопы, распознаваемые регуляторным ревматоид-
ным фактором, подавляющим аутоиммунные реакции [1]. 

Было установлено, что формирование данных неоэпи-
топов на  Fc  фрагментах IgG человека происходит под 
действием тиолсодержащего белкового комплекса (мо-
дификатора), удаление которого ведет к утрате неоэпито-
пов. Так как модификатор включает в состав гетероген-
ные белки, использование конформеров Fc фрагментов 
IgG человека в качестве действующего начала вакцины 
для лечения аутоиммунных заболеваний в  смеси с  мо-
дификатором может вызвать нежелательные иммунные 
реакции. Поэтому целью исследования было получить 
иммобилизованный на твердый инертный носитель тиол-
содержащий белковый комплекс, вызывающий форми-
рование иммуносупрессивных неоэпитопов на  Fc  фраг-
ментах IgG человека.

Нами разработан метод иммобилизации тиолсодер-
жащего белкового комплекса на  агарозную матрицу. 
Иммобилизованная форма модификатора вызывает 
формирование на Fc фрагментах IgG человека неоэпито-
пов, распознаваемых регуляторным ревматоидным фак-
тором. Методом электрофореза в П ААГ установлено, 
что образцы Fc фрагментов IgG человека, обработанные 
иммобилизованным модификатором, не содержат в со-
ставе примесей белков и, следовательно, не требуют до-
полнительной очистки.

Работа поддержана Стипендией президента РФ  мо-
лодым ученым и  аспирантам (Конкурс СП-2018), про-
ект СП-1630.2018.4. Работа выполнена при под-
держке Министерства Науки и  Высшего Образования 
Российской Федерации, государственный номер 075-
00232-20-01, номер проекта 0827-2020-0012.
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Зрительная реабилитация пациентов с  тотальными 
сосудистыми помутнениями является перспективной 
областью офтальмологии. Для этого с успехом применя-
ется трансплантация культивированных эпителиальных 
стволовых клеток. Одним из возможных вариантов кле-
точных носителей является коллагеновый гель. Однако, 
к существенным недостаткам такого геля можно отнести 
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его малое время биодеградации. В  связи с  этим, поиск 
коллагеновых композиций с  увеличенным временем 
биодеградации является весьма перспективным.

Целью данной работы являлся анализ деградации 
in  vivo коллагеновых гелей, модифицированных гиалоу-
рановой кислотой (ГК).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Проведено две серии экс-
периментальных исследований in vivo. Исследование вы-
полнено на 10 половозрелых кроликах (20 глаз) породы 
шиншилла. Экспериментальным животным предвари-
тельно выполняли временную блефарорафию с  герме-
тизирующей целью, после чего в конъюнктивальную по-
лость имплантировали коллагеновый гель.

В  I серии в 1-ой группе в конъюнктивальную полость 
имплантироваликоллагеновый гель (4  мг/мл) без ГК, 
а во 2-ой группе — коллагеновый гель (4 мг/мл), содер-
жащий 18% ГК от общего объема геля.

Во II серии в 1-ой группе в конъюнктивальную полость 
имплантировали коллагеновый гель (4мг/мл), содер-
жащий 18% ГК, а  во  2-ой  группе  — коллагеновый гель 
(4мг/мл), содержащий 9% ГК.

Результаты
I серия. В 1 группе через 24 ч определялась частич-

ная деградация имплантированного геля. В  конъюн-
ктивальных полостях глаз этой группы обнаруживался 
мягкий обезвоженный коллагеновый каркас. Во 2-й груп-
пе — плотные обезвоженные нити коллагенового геля.

II серия. В 1 группе, спустя 24 ч, в конъюнктивальной 
полости определялись плотные нитчатые обезвоженные 
остатки коллагенового геля, а во 2 группе — сохранный 
коллагеновый гель. Биодеградация коллагенового геля, 
содержащего 9% ГК, происходит более длительно, чем 
геля, содержащего 18% ГК. Слишком большое коли-
чество ГК  приводит к  формированию слишком рыхлой 
структуры геля, чтонегативно сказывается на  времени 
биодеградации.

Выводы:
•	 Введение ГК в структуру коллагенового геля при-

водит к  увеличению времени его биодеградации 
in vivo.

•	 Оптимальное содержание ГК по результатам экс-
перимента составляет 9% от общего объема геля.

•	 Гели с большим содержанием ГК имеют слишком 
рыхлую структуру и деградируют быстрее.

А.С. Согомонян1, 2, В.О. Шипунова1, 2, С.М. Деев1, 2
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Использование биоразлагаемого и биосовместимо-
го полимера поли-лактид-ко-гликолида (PLGA) в  каче-
стве носителя лекарственных препаратов привлекает 
внимание исследователей современной биомедицины, 
поскольку обеспечивает устойчивое и контролируемое 
высвобождение соединения, тем самым снижая по-
бочные эффекты. Продуктами распада PLGA являются 
молочная кислота и  гликолевая кислота, которые не-
токсичны, биосовместимы и быстро метаболизируются 
в  организме человека. Известно, что анионный водо-
растворимый краситель Rose Bengal (RB) может вы-
ступать в качестве перспективного лекарственного ве-
щества, поскольку он  имеет свойства флуоресценции 
и фотосенсибилизации, тем самым оказывая цитоток-
сическое действие на раковые клетки при возбуждении 
внешним источником света. Задачей данного иссле-
дования является разработка системы направленной 
доставки RB  в  составе PLGA наноматрицы к  раковым 
клеткам, характеризующимся сверхэкспрессией онко-
маркера HER2.

Для направленной доставки наноагентов к  онко-
маркеру HER2  на  поверхности раковых клеток, было 
использовано аффибоди ZHER2:342. В  ходе выполнения 
работы были получены наноагенты PLGA/RB  мето-
дом двойной эмульсии, гидродинамический размер 
которых составил 198 ± 5  нм. С  использованием ме-
тода клик-химии были получены таргетные наноаген-
ты PLGA/RB, модифицированные аффибоди ZHER2:342. 
Методом проточной цитометрии проведена коли-
чественная оценка связывания конъюгатов PLGA/
RB*ZHER2:342  с  HER2+ клеточными линиями. Показано, 
что PLGA/RB*ZHER:342  селективно связываются 
с  HER2+ клетками аденокарциномы молочной желе-
зы человека, SKBR-3, в  то  время как с  контрольными 
HER2– клетками CHO связывания не обнаруживается.

Дальнейшие направления исследования заключают-
ся в исследовании фотоиндуцированной клеточной гибе-
ли HER2+ клеток in vitro и  in vivo. Данное исследование 
является шагом на пути к созданию средств тераности-
ки раковых заболеваний, характеризующихся сверхэк-
спрессией HER2 рецептора.

Исследование поддержано грантом РНФ 
17-74-20146.
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Флуоресцентные зонды тиофлавин Т  (ThT) 
и  1-анилино-8-нафталинсульфонат (ANS) широко ис-
пользуются для диагностики образования и  исследова-
ния структуры упорядоченных белковых агрегатов, ами-
лоидных фибрилл, накопление которых сопутствует ряду 
тяжелых заболеваний, так называемых амилоидозов. 
Однако возможное влияние этих зондов на амилоидные 
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фибриллы изучено недостаточно. В  настоящей рабо-
те мы  исследовали фотофизические характеристики, 
структуру и  морфологию зрелых амилоидных фибрилл 
на основе двух модельных амилоидогенных белков, инсу-
лина и лизоцима, в присутствии ThT и ANS.

Полученные результаты свидетельствуют о  том, что 
ANS оказывает влияние на вторичную структуру амило-
идных фибрилл (показано для фибрилл на основе инсу-
лина и  лизоцима) и  на  степень их  агрегации (показано 
для фибрилл на  основе лизоцима), в  то  время как ThT 
такого воздействия не оказывает. Анализ фотофизиче-
ских характеристик красителей, связанных с амилоидны-
ми фибриллами на основе различных белков, позволил 
сделать заключение о различии механизмов взаимодей-
ствия ThT и ANS с фибриллами.

Согласно современным представлениям, ThT встра-
ивается в  бороздки, образованные бета-листами фи-
брилл, вдоль длинной оси волокна фибриллы перпен-
дикулярно бета-листам. Сделано предположение, что 
обнаруженное воздействие ANS на  амилоидные фи-
бриллы обусловлено электростатическими взаимодей-
ствиями между отрицательно заряженными молекула-
ми красителя и  катионными группами на  поверхности 
амилоидных фибрилл (в отличие от гидрофобного свя-
зывания ThT), что индуцирует конформационные изме-
нения амилоид-формирующих белков. Это взаимодей-
ствие, вероятно, приводит к ослаблению отталкивания 
между положительными зарядами на поверхности ами-
лоидных фибрилл и может способствовать кластериза-
ции фибриллярных волокон.

Показано, что при изменении условий получения 
амилоидных фибрилл, и, следовательно, изменении 
их  структуры, а  также при дефрагментации фибрилл 
после их  ультразвуковой обработки характер воздей-
ствия ANS на фибриллы не изменяется, а влияние ThT 
на  амилоиды все также отсутствует, что свидетель-
ствует об  универсальности обнаруженных эффектов. 
На основании полученных результатов сделано заклю-
чение о  том, что к  использованию флуоресцентного 
зонда ANS для изучения амилоидных фибрилл нужно 
подходить с осторожностью, поскольку этот краситель 
может оказывать непосредственное влияние на объект 
исследования.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 18-74-10100, 
эксперименты с  амилоидными фибриллами на  основе 
лизоцима), Стипендии Президента РФ (СП-841.2018.4, 
эксперименты с  амилоидными фибриллами на  основе 
инсулина) и  РФФИ (проект № 16-04-01614, отработка 
методики получения амилоидных фибрилл).
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Эукариотические потенциал-управляемые натрие-
вые (Nav) и  кальциевые (Cav) каналы играют важней-
шую роль в  таких физиологических процессах клетки 
как электровозбудимость, подвижность, секреция и  др. 
Эти каналы принадлежат к обширному семейству четы-
рехдоменных каналов (FVCC), члены которого являются 
гомологами и  происходят от  предковой формы, имею-
щейся уже у  последнего общего предка эукариот. Эта 
предковая форма FVCC, по-видимому, функционально 
являлась потенциал-управляемым каналом с  кальцие-
вой проницаемостью и имела селективный фильтр вида 
E/E/E/E. Такой же  состав селективного фильтра кана-
ла сохраняет большинство Cav. В то же время, возникно-
вение натриевой селективности среди FVCC связывают 
с появлением селективных фильтров с аминокислотным 
составом D/E/K/A. Электрофизиологические исследо-
вания Nav с  мутациями в  селективном фильтре, а  так-
же естественное разнообразие эукариотических FVCC 
указывают на  легкость «переключения» селективности 
канала с  натриевой на  кальциевую, что свидетельству-
ет о схожести пространственной структуры селективных 
фильтров Nav и Cav.

С  развитием методов крио-электронной микроско-
пии, в последние несколько лет появилась возможность 
сравнить структурные особенности селективных филь-
тров Nav и  Cav на  атомарном уровне. Так, из  недавно 
опубликованных структур каналов Nav1.4 и Cav1.1 вид-
но, что они имеют общую пространственную органи-
зацию, а  в  области селективного фильтра положения 
соответствующих атомов главной цепи совпадает с точ-
ностью до  нескольких ангстрем. Боковые цепи амино-
кислотных остатков фильтров направлены в  просвет 
поры. Предполагается, что они специфично координи-
руют частично гидратированные ионы, тем самым обе-
спечивая их селективную проницаемость. Недавно при 
помощи моделирования методом молекулярной ди-
намики было показано, что важным механизмом для 
натриевой селективности Nav является способность 
ионов натрия образовывать координационный кластер 
с карбоксильными группами подвижных остатков глута-
мата и/или аспартата в селективном фильтре. Схожие 
кластеры были показаны и для E/E/E/E фильтра бак-
териальных натриевых каналов. Однако, неясным оста-
ется вопрос, насколько это функциональное свойство 
характерно для Cav и насколько это свойство эукарио-
тических Nav унаследовано от Cav. В данной работе при 
помощи молекулярной динамики мы  сравнили харак-
терные паттерны координации ионов натрия и подвиж-
ных цепей селективных фильтров родственных каналов 
Cav1.1 и Nav1.4.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
No 18-34-00992.
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Теломер-специфический комплекс шелтерин образуют 
6 белков: TRF1, TRF2, TIN2, Rap1, TPP1 и POT1. Некоторые 
белки шелтерина, включая TRF2, совместно фракцио-
нируются с  ядерным матриксом (ЯМ). Известно, что ла-
мин A/C, входящий в состав внешней части ЯМ ядерной 
ламины (ЯЛ), взаимодействует с  TRF2, но  не  TRF1  [1]. 
TRF1  и  TRF2  имеют сходную доменную структуру, их  ди-
меризационные TRFH- и ДНК-связывающие Myb-домены 
обладают высокой степенью гомологии. Между TRFH-
доменом и Myb-доменом TRF2 имеет плохо охарактеризо-
ванную неупорядоченную область udTRF2.

Получен рекомбинантный белок, соответствующий 
udTRF2, и поликлональные антитела к нему. Взаимодействие 
udTRF2 с ламинами, промежуточными филаментами (ПФ) 
V-типа, показано ко-иммунопреципитацией рекомбинант-
ного udTRF2  с  экстрактом ЯЛ, выделенным из  ядер кле-
ток печени мышей, и  последующим иммуноблоттингом. 
Для поиска других белков, способных взаимодействовать 
с udTRF2, проводили ко-иммунопреципитацию с ядерным 
экстрактом. В  качестве контроля неспецифического свя-
зывания антитела, иммобилизованные на  сефарозе, ин-
кубировали с ядерным экстрактом. С помощью LC-MALDI 
анализа среди белков, взаимодействующих с  udTRF2, 
идентифицировали представителей ПФ  III-типа, имеющих 
сходную структуру с ламинами, и протеин-дисульфид-изо-
меразы PDI3, PDI4, PDI6. PDI3  участвует в  прикреплении 
ДНК к  ЯМ  [2]. С  помощью программы ELM в  последова-
тельности PDI3  определили мотив связывания с  TRF2. 
Таким образом, udTRF2 может играть роль во взаимодей-
ствии теломер с ЯМ и в организации теломер внутри ядра.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проект 
№ 19-34-80032) и РНФ (проект № 19-74-20102).
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Коллаген — фибриллярный белок, составляющий ос-
нову соединительной ткани организма (сухожилие, кость, 
хрящ, дерма и т. п.) и обеспечивающий её прочность и эла-
стичность. На  данный момент разрабатывается мно-
жество лекарств и заместителей ткани человека на его 
основе. Однако при использовании продуктов из чистого 
коллагена исследователи столкнулись с серьезной про-
блемой  — недостаточная прочность и  быстрая деграда-
ция коллагена. Цель работы  — модификация коллаге-
нового геля физическим и  химическим способами для 
увеличения его стабильности.

Коллаген I типа получали из крысиных хвостов мето-
дом кислотной экстракции. На основе полученного колла-
гена приготавливали гели концентраций 0,5; 1; 2 и 3 мг/
мл. Химическую стабилизацию гелей производили до до-
ведения pH за счет добавления различных концентраций 
фитиновой кислоты (0,01; 0,1; 1%, MW=660,04 г/моль). 
Физическую стабилизацию осуществляли двумя спосо-
бами. Первый — воздействие УФ облучения с длиной вол-
ны 254,7 нм на готовые гели в течение разного времени 
(30, 60, 120 мин). Второй — приготовление гелей в сет-
ках с разным размером ячейки (1, 2, 3, 5, 7 мм). Сетки 
получали с помощью 3D-принтинга из полимера молоч-
ной кислоты полилактида. Деградацию коллагена опре-
деляли с помощью метода Хартри-Лоури через 1 сутки. 
В результате работы было показано, что с увеличением 
времени облучения УФ  деградация коллагенового геля 
сначала увеличивается, а затем уменьшается, и наблю-
дается обратный эффект — его сшивание. Оптимальный 
размер ячейки для фиксации коллагена зависит от  его 
концентрации (с концентрацией С = 2мг/мл оптимальна 
ячейка не менее 1 мм, для геля с С = 1 мг/мл — меньше-
го размера: 1–2 мм). Показано, что оптимальное время 
воздействия фитиновой кислоты на коллаген до доведе-
ния pH — 30 минут. Гели, содержащие фитиновую кисло-
ту, намного стабильнее исходных (гель с 1% фитиновой 
кислотой деградировал за сутки почти в два раза мень-
ше, чем обычный гель без модификаций).

По результатам исследований можно сделать вывод, 
что воздействие фитиновой кислоты и У Ф-облучения 
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на коллагеновый гель, а также помещение геля в поли-
лактидные сетки способствуют его стабилизации.
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Среди факторов, вовлеченных в установление, поддер-
жание и  интерпретацию метилирования ДНК, находится 
метил-ДНК связывающий белок Kaiso, который обеспечи-
вает связь между метилированием ДНК и  модификация-
ми гистонов, при определенных условиях может участво-
вать в переводе активного хроматина в неактивный. Kaiso 
является бимодальным фактором, он  связывается как 
с метилированной ДНК, так и с неметилированной после-
довательностью KBS (CTGCNA). Кроме того, Kaiso может 
потенциально конкурировать с одним из факторов Яманаки 
Klf4 за связывание с метилированной ДНК, поскольку оба 
белка имеют сродство к одним и тем же метилированным 
последовательностям. Нокаут Kaiso приводит к  более эф-
фективному репрограммированию соматических клеток, 
приводя к  повышенной пролиферативной активности. 
Остается открытым вопрос, какую роль играет метил-ДНК 
связывающая активность Kaiso в клетке. Цель данной ра-
боты: получение и  характеристика модельной системы 
с формой белка Kaiso, неспособной связываться с метили-
рованной ДНК. Мутация Е535А во втором цинковом пальце 
Kaiso предотвращает связывание белка с метилированны-
ми, но  не  с  CTGCNA содержащими последовательностя-
ми  [1]. Нам удалось это подтвердить с  помощью метода 
задержки подвижности в геле. Мы решили получить две мо-
дельные системы: клеточную линию рака почки, в которой 
будет внесена замена в  эндогенную последовательность 
Kaiso, предотвращающую связывание с  метилированны-
ми CpG, и мышиные эмбриональные фибробласты нокаут-
ные по гену Kaiso с экзогенным Kaiso с точечной мутацией. 
Нами были получены лентивирусы, кодирующие Kaiso дико-
го типа, мутантную форму Kaiso и контрольный вектора без 
вставки. Эти лентивирусы были использованы для транс-
дукции МЭФ (Kaiso-/y). Анализ транскриптомы полученных 
клеток подтвердил экспрессию лентивирусных конструкций. 
В полученных клетках мы детектировали снижение экспрес-
сии целого ряда импринтированных генов. Для получения 
второй модели были подобраны последовательности двух 
гайдовых РНК, находящихся в непосредственной близости 
от Е535 в Kaiso. Была подобрана последовательность для 

донорной ДНК, содержащая не  только целевую мутацию, 
но и мутацию в PAM последовательности и мутацию с вне-
сением сайта рестрикции NheI, две последних мутации 
не  влияли на  аминокислотную последовательность белка. 
Полученные модельные системы позволят в  дальнейшем 
разделить функции белка Kaiso, обусловленные метил-ДНК 
связывающей активностью или связыванием с неметили-
рованными последовательностями.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
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Водорастворимые производные фуллеренов облада-
ют широким спектром биологической активности благо-
даря тому, что могут проникать через мембраны, а  так-
же увеличивать их  проницаемость для других веществ. 
Перспективным направлением их  применения является 
создание систем переноса лекарственных препаратов 
через гемато-энцефалический барьер.

Целью работы было установление механизмов влия-
ния водорастворимых комплексов фуллерена с  гексаме-
тонием на физико-химические свойства мембраны и спо-
собности формировать ион-проводящие поры в липидных 
бислоях. В  работе были использованы гексаметониевая 
соль аддукта, представляющего собой смесь фуллерено-
лов, содержащих от  4  до  6  остатков 6-аминогексановой 
кислоты (ИЭМ-2197), и две соли с гексаметонием дизаме-
щенных малонатных аддуктов, отличающихся расположе-
нием малонатных остатков на поверхности (экваториаль-
ный, ИЭМ-2144, и 3-транс, ИЭМ-2143).

Электрофизиологическим методом установлено, что 
ИЭМ-2143 и ИЭМ-2144 вызывают формирование транс-
мембранных пор в диолеилфосфохолиновых бислоях при 
концентрациях 0.3 и 0.02 мг/мл. Разрыв бислоя проис-
ходит при концентрациях более 2 мг/мл для ИЭМ-2197, 
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1  мг/мл  для ИЭМ-2144  и  0.3  мг/мл  для ИЭМ-2143. 
Методом дифференциальной сканирующей микрокало-
риметрии показано, что ИЭМ-2197  не  влияет на  темпе-
ратуру фазового перехода дипальмитоилфосфохолина 
(ДПФХ) при эквимолярной добавке по  отношению к  ли-
пиду. В  аналогичной концентрации ИЭМ-2143  и  ИЭМ-
2144 приводят к снижению температуры плавления ДПФХ 
на 1.6 °C и 2.1 °C, соответственно, при этом наблюдается 
выраженная деконволюция основного пика в  обоих слу-
чаях. Установлено, что ИЭМ-2197  снижает температуру 
фазового перехода, отрицательно заряженного дипаль-
митоилфосфосерина на  3.5 °C  и  вызывает выраженную 
деконволюцию основного пика при эквимолярной добав-
ке к липиду. Обсуждаются механизмы взаимодействия те-
стируемых комплексов с мембранными липидами.

Работа выполнена в  рамках грантов РНФ № 19-14-
00110  и  РФФИ 18-34-20047  мол_а_вед. С. Ефимова 
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Мембранные липиды, в  частности фосфолипиды 
(ФЛ) участвуют в  температурной адаптации гетеротер-
мов. Однако до сих не ясно, каким образом изменяется 
липидный состав мембран их  клеток при выходе из  ги-
бернации. Исследования липидного состава мембран 
при пробуждении перспективно для выяснения механиз-
мов адаптации млекопитающих к низким температурам.

Цель работы  — исследование фосфолипидного со-
става мембран эритроцитов (МЭ) сусликов при зимней 
спячке и искусственном пробуждении.

Работа выполнялась на малых сусликах (Spermophilus 
pygmaeus). Средняя температура тела (ТТ) эксперимен-
тальных животных во  время спячки составляла 4,5 °С. 
Выводились суслики из гибернации путем переноса их в по-
мещение с температурой ~ 22 °С. По достижении ТТ 10 °С, 
20 °С, 25–30 °С, 37 °С суслики были взяты в эксперимент. 
Контролем являлись осенние активные животные.

Содержание общих ФЛ  при гибернации снижает-
ся, на  начальных этапах пробуждения не  изменяется, 
а на поздних (при ТТ 25–37 °С) — возвращается к кон-
трольным значениям.

Основными классами ФЛ  мембран являются фос-
фатидилхолин (ФХ), фосфатидилэтаноламин (ФЭА), 
сфингомиелин (СФМ), фосфатидилсерин (ФС) и  моно-
фосфоинозитиды (МФИ). В торпидном состоянии и после-
дующем пробуждении сусликов уровень ФХ не изменяется, 

содержание СФМ увеличивается, а ФЭА и ФС снижается. 
При гибернации и на начальных этапах пробуждения коли-
чество МФИ в МЭ не изменяется, но в диапазоне ТТ 25–
37 °С его уровень снижается. После полного пробуждения 
животных содержание СФМ, ФЭА и  ФС  в  МЭ  не  полно-
стью нормализуются. В  торпидном состоянии и  началь-
ных этапах пробуждения в МЭ увеличивается соотноше-
ние ФЛ, расположенных преимущественно на  внешнем 
(ФХ+СФМ) и внутреннем (ФЭА+ФС) слое мембраны соот-
ветственно. Поскольку эти ФЛ  существенно отличаются 
по  содержанию насыщенных и  ненасыщенных жирных 
кислот, то  такие изменения могут отражаться на  текуче-
сти МЭ. Кроме того, ФС и МФИ участвуют в запуске раз-
личных сигнальных путей, участвующих в  поддержании 
мембранных функций. В целом полученные данные указы-
вают на адаптивные изменения фосфолипидного состава 
МЭ, позволяющие эритроцитам функционировать при ме-
няющейся температуре тела.
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Одним из перспективных направлений в лечении рака 
является поиск агентов, увеличивающих эффективность 
химио- и  радиотерапии, направленной на  повреждение 
ДНК опухолевых клеток. Результат терапии зависит 
от эффективности работы систем репарации ДНК, инги-
бирование которых рассматривается как перспективный 
подход за счёт накопления повреждений ДНК и повыше-
ния чувствительности раковых клеток.

Многообещающими мишенями для такой сопро-
вождающей терапии являются ферменты тирозил-
ДНК-фосфодиэстераза 1 (Tdp1)  [1], удаляющая 
повреждения с 3’-конца ДНК, и поли(АДФ-рибозо)поли-
мераза 1 (ПАРП1), регулятор сразу нескольких механиз-
мов репарации ДНК [2]. Ингибиторы Tdp1 и ПАРП1 могут 
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усиливать эффект химиопрепаратов, таких как топоте-
кан, темозоломид, цисплатин, доксорубицин.

Соединения, содержащие хроменовый остов, пред-
ставляют интерес для медицинской химии благодаря ши-
рокому спектру биологической активности и вариативно-
сти в модифицировании соединений.

Опираясь на  результаты предварительных исследо-
ваний  [3], были синтезированы амидные производные 
октагидрохроменов. Было обнаружено, что эти соедине-
ния проявляют ингибирующую активность в  отношении 
Tdp1  в  микромолярном диапазоне. Данный тип ингиби-
торов Tdp1 перспективен для дальнейшего изучения.

Для ПАРП 1 ингибирующей активности не выявлено.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
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Хирургическое вмешательство является основным ме-
тодом лечения злокачественных новообразований груд-
ной стенки. Среди серьезных осложнений реконструктив-
ных операций на грудной стенке чаще всего встречаются 
дыхательная недостаточность и  инфекционно-воспали-
тельные осложнения, при этом частота и структура их на-
прямую связана с методом реконструкции реберного кар-
каса и покровных тканей. Для восстановления каркасности 
в  настоящее время широко применяются искусственные 
материалы нецелевого назначения, не  обеспечиваю-
щие достаточную биоинертность и  биосовместимость 
с  тканями организма. Никелид титана (нитинол) являет-
ся сертифицированным материалом для использования 

в медицинских целях в качестве имплантируемых изделий 
на  территории РФ. Материал показал высокую биологи-
ческую совместимость с  тканями организма и  является 
очень перспективным в реконструктивной хирургии.

В  данной работе для придания материалу дополни-
тельных биохимических свойств, его поверхность моди-
фицировали ультратонкими пленками иридия, а  также 
сочетанием их  с  наночастицами золота, методом хими-
ческого осаждения из газовой фазы (MOCVD). В экспе-
рименте in vitro с использованием культуры лимфоцитов 
человека исследовалась прямая цитотоксичность образ-
цов нитиноловых имплантатов с модифицированной по-
верхностью, в качестве контроля использовались немо-
дифицированные образцы. Для количественной оценки 
жизнеспособности клеток при культивировании их на по-
верхности имплантатов использовали ХТТ-тест, а также 
измеряли активность лактатдегидрогеназы в  питатель-
ной среде через 24 и 48 часов после начала эксперимен-
та. Анализ полученных результатов позволяет сделать 
вывод о том, что модификация поверхности нитиноловых 
имплантатов ультратонкими пленками иридия, а  также 
сочетанием их с наночастицами золота не оказывает ци-
тотоксического эффекта in vitro. Таким образом, данные 
материалы могут быть использованы в дальнейшем при 
экспериментальных операциях по  замещению костных 
дефектов у лабораторных животных.
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Различные белки могут образовать как жидкие или 
гелеобразные конденсаты, так и упорядоченные фибрил-
лярные агрегаты (амилоиды) в  клетках и  организмах. 
Предполагается что способность к агрегации представ-
ляет собой древнее свойство белков, которое могло спо-
собствовать их предохранению от разрушения и процес-
сам компартментализации в  пребиотических условиях. 
Инфекционные белковые изоформы (прионы), как пра-
вило имеющие амилоидную природу, вызывают заболе-
вания человека и  животных, и  передают наследуемые 
признаки у  дрожжей и  других грибов. Метастабильные 
прионоподобные агрегаты выступают в  качестве но-
сителей клеточной памяти, в  частности после стресса. 
Предсуществующий прион определяет формирование 
и  расположение бета-структур во  вновь присоединяе-
мой молекуле, тем самым выступая в  роли структурной 
матрицы. Таким образом, прионы воспроизводят и пере-
дают изменения белковой структуры, не  записанные 
в последовательности ДНК. Механизм образования на-
следуемых прионов сходен с  механизмами, вовлечён-
ными в  прионные и  амилоидные заболевания человека 
(включая болезнь Альцгеймера). Благодаря этому, дрож-
жи могут использоваться в качестве удобной модели для 
изучения молекулярных основ амилоидных заболева-
ний. Экспрессия белков человека в  дрожжах и  исполь-
зование химерных конструкций, составленных из  бел-
ков человека и  дрожжей позволяют выявлять новые 
амилоидогенные белки человека и  изучать механизмы 
их  агрегации. Возникновение прионов дрожжей стиму-
лируется временной сверхпродукцией амилоидогенных 
белков, и  регулируется белками-шаперонами (отвеча-
ющими за  пространственную укладку вновь синтезиро-
ванных полипептидов) и  цитоскелетными структурами. 
Воспроизведение прионов зависит от  фрагментации 
прионных полимеров по действием шаперонов, которые 
вовлечены в защиту клеток от стрессовых воздействий. 
Возникающие олигомеры иммобилизуют новые моле-
кулы белка и конвертируют их в прионную форму. Таким 
образом, клеточный аппарат защиты от стресса исполь-
зуется для «репликации» прионов. Физиологические 
условия и  факторы среды влияют на  прионы через из-
менения уровней и динамики шаперонов и других взаи-
модействующих белков.

В  докладе приводятся данные, полученные при 
поддержке грантов 19-34-51054  и  19-34-90153 
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С  точки зрения медицинского применения в  настоя-
щее время привлекают к себе внимание циклогексил-про-
изводные о-имино-изомочевины, обладающие антикан-
церогенной активностью. Первичной мишенью действия 
любых ксенобиотиков являются мембраны клеток, по-
этому целью работы было установление влияния цикло-
гексил-производных о-имино-изомочевины на  физико-
химические свойства мембраны, такие как дипольный 
потенциал и плотность упаковки липидов в мембране.

В  работе были использованы циклогексил-произ-
водные о-имино-изомочевины, ZS-04, ZS-17  и  ZS-26, 
включающие циклогексиловый, пиридиниловый и  изо-
пропиловый радикалы, соответственно.

С  помощью диполь-чувствительной пробы di-8-
ANNEPS было установлено, что данные агенты не  вли-
яют на  дипольный потенциал мембран, сформирован-
ных из диолеилфосфохолина (ДОФХ), и, следовательно, 
не влияют на электрические свойства липидного бислоя.

Флуориметрическим методом проведено измерение 
утечки кальцеина из ДОФХ липосом. Выявлено, что ZS-
04  и  ZS-17  не  влияют на  проницаемость мембран для 
флуоресцентного маркера (утечка кальцеина в пределах 
5%), в отличие от ZS-26, который индуцирует утечку кра-
сителя из ДОФХ-везикул до 25%.

С  помощью дифференциальной сканирующей 
микрокалориметрии показано, что ZS-17  не  влияет 
на  основные характеристики плавления дипальмито-
илфосфохолина (ДПФХ) вплоть до  эквимолярного со-
отношения к  липиду. При соотношении липид к  агенту 
1:1 ZS-04 и ZS-26 увеличивают температуру основного 
фазового перехода ДПФХ на  0.8 °C  и  0.7 °C, соответ-
ственно. При этом, ZS-26 увеличивает ширину основного 
пика на 1.2 °C и элиминирует предпереход ДПФХ, а ZS-
04 не оказывает влияния на ширину пика, но уменьшает 
температуру предперехода на 2 °C. Молекулярные меха-
низмы взаимодействия тестируемых агентов с мембран-
ными липидами обсуждаются.
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Вирусы являются одним из  наиболее патогенных 
видов облигатных паразитов и  характеризуются спо-
собностью поражать все типы живых организмов, 
вызывая широкий спектр патологических состояний. 
Одним из  самых опасных представителей вирусов 
является вирус гриппа. Так как вирус гриппа относит-
ся к  оболочечным вирусам, т. е. к  вирусам, имеющим 
липидную оболочку, особо перспективным методом 
лечения является применение химических агентов, 
способных изменять физико-химические параметры 
липидной оболочки вируса. Подобные вещества могут 
реализовывать свой терапевтический потенциал раз-
личными путями, в том числе, изменяя не только про-
ницаемость липидной мембраны для ионов, но  и  эла-
стические свойства липидного бислоя таким образом, 
что слияние вирусной частицы и  клетки становится 
энергетически невыгодным [1].

В  работе исследованы ингибиторы слияния вирус-
ных частиц на  основе перилена  [2] которые показа-
ли высокую эффективность применения в  условиях 
in  vitro. В  частности, протестированы ингибиторы фе-
нольного ряда, HO3PY11 и HOBrPY13. Для детального 
понимания механизмов действия соединений изучена 
их способность формировать поры в липидных бисло-
ях, оценено влияние на дипольный потенциал мембран 
и  возможность модифицировать термотропное пове-
дение мембранообразующих липидов. Выбор модели 
вироподобной липидной мембраны был обусловлен 
литературными данными о мажорных компонентах ли-
пидной оболочки вируса гриппа [3,4]. Для формирова-
ния мембран использовали фосфатидилэтаноламин, 
фосфатидилсерин и холестерин в эквимолярном соот-
ношении (ФЭ/ФС/Хол).

Установлено, что оба тестируемых соединения 
в  концентрации менее 10  мкМ не  увеличивают ион-
ную проницаемость ФЭ/ФС/Хол-бислоев. На  фоне 
активности периленовых ингибиторов отмечено паде-
ние стационарного трансмембранного тока, индуциро-
ванного комплексами катионов калия с переносчиком 
нонактином, что указывает на рост дипольного потен-
циала мембраны в  присутствии тестируемых агентов 
на  60  и  50  мВ  для HO3PY11  и  HOBrPY13  соответ-
ственно. С  использованием метода дифференциаль-
ной сканирующей калориметрии показано, что из-
учаемые соединения при соотношении липид к агенту 
20 к 1 мало влияют на температуру, кооперативность 
и  энтальпию плавления дипальмитоилфосфохолина. 
Падение энтальпии на 9% может указывать на форми-
рование небислойных перилен-обогащенных липидных 
фаз. Образование подобных структур возможно при 
модификации спонтанной кривизны липидных моно-
слоев при адсорбции тестируемых ингибиторов.

Работа выполнена при поддержке грантов РНФ 19-
14-00110 и РФФИ 18-34-20047 мол_а_вед.
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Амилоидные фибриллы (АФ) это нерастворимые 
белковые волокна, накопление которых сопутствует тя-
желым заболеваниям  [1]. Одним из  таких заболеваний 
является гемодиализный амилоидоз, который возникает 
в  результате накопления бета-2-микроглобулина (β2m) 
у  пациентов с  почечной недостаточностью при продол-
жительной гемодиализной терапии. В  связи с  патоген-
ностью АФ  на  основе β2m, исследование их  структуры 
и  свойств, а  также влияния на  них различных внешних 
факторов является в настоящее время актуальной зада-
чей [2]. Целью настоящей работы было изучение влияния 
рН раствора на структуру АФ на основе β2m.

В ходе выполнения работы были исследованы струк-
тура и физико-химические свойства АФ на основе β2m 
в растворах с различными значениями pH с использова-
нием методов оптической спектроскопии и электронной 
микроскопии. Зависимость анизотропии флуоресценции 
и  релеевского светорассеяния АФ, а  также интенсив-
ности флуоресценции связанного с  АФ  амилоид-спец-
ифического зонда тиофлавина Т  (ThT) от  рН  раствора 
имеют колоколообразный характер с  максимумом при 
значении рН, равном 7. Вторичная структура АФ  также 
зависит от кислотно-основных свойств среды. Наиболее 
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выраженные спектры КД  в  дальней УФ-области наблю-
даются для растворов фибрилл с экстремально низкими 
значениями pH (1 и 3), при увеличении pH раствора спек-
тры становятся менее выраженными и  при достижении 
pH 12 наблюдается спектр КД, характерный для развер-
нутого белка. Морфологию АФ на основе β2m оценивали 
с использованием электронной микроскопии. Оказалось, 
что при экстремальных значениях pH  (1, 3, 11) наблю-
даются длинные и тонкие фибриллы, в то время как при 
pH  12  фибрилл не  наблюдается. При значениях pH  5, 
7 и 9 фибриллы агрегируют друг с другом, образуя круп-
ные кластеры.

Наибольшее количество упорядоченных элементов 
вторичной структуры в дальней УФ области наблюдается 
при экстремально низких значениях pH, с  увеличением 
pH их количество уменьшается.

Результаты работы свидетельствуют о  том, что 
pH раствора существенно влияет на длину, степень кла-
стеризации и  вторичную структуру АФ  на  основе β2m, 
а также на количество сайтов связывания с ThT. Работа 
выполнена при финансовой поддержке Российского на-
учного фонда (проект 18-74-10100).

Литература:
1.	 Rambaran RN and Serpell LC. 2008. Prion. 2(3): 112–117.
2.	 Sulatskaya AI, et al. 2018 Int J Mol Sci. 19(9). pii: E2762.

В.О. Шипунова1, 2, 3, С.М. Деев1, 3

На пути к созданию волшебной пули — 
многофункциональные наноагенты 
для тераностики
1 � Институт биоорганической химии им. академиков 

М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, Москва, 
Россия

2 � Московский физико-технический институт 
(национальный исследовательский университет), 
Долгопрудный, Россия

3 � Национальный исследовательский ядерный 
университет «МИФИ», Москва, Россия

V.O. Shipunova1, 2, 3, S.M. Deyev1, 3

On the way of creation of magic 
bullet — multifunctional nanoagents 
for theranostics
1 � Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic 

Chemistry RAS, Moscow, Russia
2 � Moscow Institute of Physics and Technology (National 

Research University), Dolgoprudny, Russia
3 � National Research Nuclear University MEPhI 

(Moscow Engineering Physics Institute), Moscow, 
Russia

viktoriya.shipunova@phystech.edu

Бурно развивающаяся область современной био-
медицины, тераностика, подразумевает разработку 
и  внедрение мультимодальных структур, способных 
осуществлять как диагностические, так и терапевтиче-
ские функции. Наиболее перспективной платформой 
для создания таких структур являются наноагенты раз-
личной природы. Наноразмерным материалам присущи 
уникальные свойства, не  проявляющиеся у  массивных 
образцов или отдельных атомов, которые позволяют 
максимально эффективно применять их  в  биомедици-
не, например: возможность включения в  состав низ-
корастворимых соединений, нагрев под воздействием 

внешних электромагнитных полей, а  также адресная 
доставка химио- или радиопрепаратов только к  опре-
делённому типу клеток, например, к  раковым. Таким 
образом наноагенты позволяют реализовывать концеп-
цию «магической пули» — идеального агента для тера-
пии и диагностики заболеваний, который воздействует 
только на  очаг заболевания, и  при этом не  оказывает 
побочных эффектов.

В  докладе представлены результаты серии работ, 
посвящённых дизайну, синтезу и  модификации спектра 
органических и  неорганических наноструктур (магнит-
ных, золотых, серебряных, белковых, кремниевых, ги-
бридных умных структур — биороботов, а также полимер-
ных [1–4]). Разработанные наноструктуры успешно были 
модифицированы нацеливающими молекулами самой 
различной природы: как полноразмерными, так и мини-
антителами, а  также скаффолдовыми распознающими 
белками неиммуноглобулиновой природы  — дарпинами 
и аффибоди. Был разработан ряд методов по эффектив-
ному введению данных супрамолекулярных агентов в ор-
ганизм, в том числе, влияющие на время полувыведения 
из  кровотока и  улучшающие накопление в  ксенографт-
ных опухолях экспериментальных животных. Данные ис-
следования являются шагом на пути к созданию средств 
биомедицины нового поколения, которые способны диа-
гностировать очаг болезни и действовать как терапевти-
ческое соединение в случае необходимости.

Исследование выполнено в рамках гранта РФФИ 20-
34-70136 (работа с  культурами клеток) и  РНФ 17-74-
20146 (синтез наноконструкций).
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Ядрышковая метилтрансфераза фибрилла-
рин играет важную роль в  созревании пре-рРНК. 
Метилтрансферазный домен фибрилларина является 
чрезвычайно консервативным, его аминокислотная по-
следовательность не была существенно изменена в ходе 
эволюции от  архей до  эукариот. Однако при переходе 
от архей к эукариотам фибрилларин-подобные белки при-
обрели дополнительный N-концевой домен, обогащен-
ный глицинами и аргининами (Glycine-Arginine-Rich- или 

GAR-домен). Проведенные нами исследования показали, 
что GAR-домен играет роль сигнала ядерной и ядрышко-
вой локализации (NLS и NoLS, соответственно). Причем, 
для реализации активности NLS необходимо, чтобы 
аргинины в  составе GAR-домена были метилированы. 
Функция NoLS выражается в  накоплении фибриллари-
на в  гранулярном компоненте ядрышка. Можно пред-
положить, такое накопление увеличивает вероятность 
попадания высокодинамичных молекул фибрилларина 
в  транскрипционные сайты (плотный фибриллярный 
компонент). Интересно, что накопление в  гранулярном 
компоненте ослаблялось при метилировании аргининов 
GAR-домена. Таким образом, можно думать, что GAR-
домен придал белку дополнительные функции, которые 
были необходимы белку для эффективного функциони-
рования в составе эукариотической клетки.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта 
президента РФ (проект MK-716.2018.4).
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Диабетическая нефропатия  — это комплексное ос-
ложнение почек при некомпенсированном течении са-
харного диабета. Заболевание сопровождается фибро-
зом почечных клубочков (гломерул) и  повреждениями 
подоцитов.«Ножки» последних оплетают капилляры, уча-
ствуя в  фильтрации крови. При сахарном диабете про-
исходят структурные и функциональные нарушения этих 
клеток (сглаживание «ножек», гипертрофия, апоптоз), 
что приводит к протеинурии.

В  подоцитах свежевыделенных гломерул нами было 
показано, что при развитии сахарного диабета в  моде-
ли солечувствительной линии крыс DahlSS наблюдается 
увеличение активности и  экспрессии кальций-проводя-
щих ионных каналов семейства TRPC6. Также мы пока-
зали, что в подоцитах свежевыделенных гломерул почек 
крыс линии Вистар тапсигаргин-индуцированный вход 
кальция функционально связан с ионными каналами се-
мейства TRPC6. Однако на  сегодняшний день остается 
открытым вопрос о нарушениях депо-управляемого вхо-
да кальция в подоцитах при развитии сахарного диабета.

Целью данного исследования является изучение дей-
ствия глюкозы на депо-управляемый вход кальция в по-
доцитах. Для моделирования гипергликемии клетки инку-
бировали с добавлением 25 мМ глюкозы в течение 48 ч. 
В качестве основного модельного объекта исследования 
использовали клеточную линию иммортализованных по-
доцитов человека.

В  докладе будут представлены результаты, получен-
ные с использованием метода patch-clamp в конфигура-
ции cell-attached, где мы исследовали действие глюкозы 
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на тапсигаргин-индуцированный вход кальция через оди-
ночные ионные каналы. Дополнительно, будут представ-
лены результаты экспериментов с использованием каль-
циевого зонда Fura-2AM, необходимые для оценивания 
кальциевого сигнала всей клетки. По  нашим предвари-
тельным данным можно предположить, что при модели-
ровании гипергликемии увеличена активность одиноч-
ных ионных каналов, которые по своим биофизическим 
характеристикам могут быть отнесены к  семейству 
TRPC6. Полученные результаты дают основание утверж-
дать, что при моделировании гипергликемии наблюдае-
мый нами эффект связан, вероятно, с изменением уров-
ня экспрессии ионных каналов TRPC6. В  дальнейшем 
мы  планируем изучить влияние высокой концентрации 
глюкозы на  структуру актинового цитоскелета и  на  экс-
прессию белков-участников депо-управляемого входа: 
STIM1, Orai1.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
18-34-00590 мол_а.
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Агрегация белка — довольно распространенный про-
цесс, который происходит в клетках живых организмов. 
Агрегировать белок может по  амилоидному или не-
амилоидному типу. Амилоидные агрегаты имеют общие 
свойства, такие как наличие четвертичной кросс-β струк-
туры, устойчивость к  протеолизу, способность 

связываться с красителями Конго красным и тиофлави-
ном Т. Образование амилоидных агрегатов ассоцииро-
вано со многимих заболеваниями человека, такими как 
болезнь Альцгеймера, Паркинсона, диабета II типа и др. 
При данных заболеваниях агрегированные белки спо-
собны накапливаться в различных органах и тканях. В на-
стоящее время известно около 36  белков, связанных 
с амилоидозами. Однако, известны также белки, которые 
формируют амилоидные или амилоидо-подобные агрега-
ты для выполнения определенных функций, в литературе 
названные функциональными амилоидами. Примерами 
таких функциональных амилоидов могут быть белки бак-
терий и грибов (курлин, тафи, чаплины и др.). К функци-
ональным амилоидам относятся фибриллы спидроина, 
которые входят в состав паутиновых нитей, а также фи-
бриллы Pmel17 у млекопитающих.

В данной работе была изучена агрегация in vitro сар-
комерного цитоскелетного мультидоменного миозин-
связывающегося белка-С  (C-белка) выделенного из  по-
перечно-полосатых мышц кролика. Показано, что данный 
белок агрегирует при низкой ионной силе. Важной отли-
чительной особенностью агрегации С-белка является 
способность формипровать крупные аморфные агрега-
ты (более 2  мкм) в  течение 2–3  минут. Было показано 
формирование олигомеров, на  начальных этапах (5–
10 мин) и через 16 часов агрегации. Методами малоу-
глового рентгеновского рассеяния и динамического све-
торассеяния было продемонстрировано, что олигомеры 
данного белка содержат от 7 до 12 мономеров в олиго-
мере. Структурные исследования агрегатов C-белка про-
веденные методом рентгеновской дифракции выявили 
наличие рефлексов относящихся к  кросс-β  структуре. 
Поэтому мы  заключили, что агрегаты С-белка являют-
ся амилоидными. Важно отметить, что при агрегации 
С-белка, изменений во вторичной структуре методом кру-
гового дихроизма обнаружено не было.

В  этой работе мы  показали что особенностью агре-
гации С-белка является формирование четвертичной 
кросс-β  структуры, которое не  сопровождается измене-
ниями во вторичной структуре.

Результаты наших исследований вносят вклад в  из-
учение процесса амилоидной агрегации на структурном 
уровне.

Работа выполнена в  рамках Государственного зада-
ния Института теоретической и экспериментальной био-
физик (ИТЭБ) РАН при финансовой поддержке гранта 
РФФИ (№ 18-015-00268).
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Мультиформная глиобластома (ГБ)  — злокачествен-
ное новообразование ЦНС астроцитарного проис-
хождения. Одним из  направлений экспериментальной 
нейроонкологии является поиск и  разработка моделей 
ГБ на животных, так как существующие модели не удов-
летворяют критериям адекватности (инвазия в  окружа-
ющие ткани, неиммуногенность, соответствие гистоло-
гических и  молекулярно-генетических характеристик 
ГБ  человека). В  исследовании проводится сравнение 
двух моделей ГБ  крыс по  молекулярно-генетическим 
маркерам: С6 (эталонная модель ГБ) и 101/8 (тканевой 
перевиваемый штамм).

Животным (самцы крыс Wistar) имплантировали 
культуру клеток (для С6) или ткани (для 101/8) в количе-
стве 1 млн. кл-к. Для анализа экспрессии генов методом 
RT-PCR использовали образцы ткани из опухоли на 14–
18  дни после имплантации. Для оценки гетерогенности 
из каждой опухоли брали образец центральной и перифе-
рической части. Тестирование проводили по следующим 
маркерам: ABCB1b, Sox2, Wnt3, MELK, L1CAM. В каче-
стве контроля использовали образцы ткани из  области 
места подсадки у  интактных животных. Достоверность 
разницы определяли по критерию Манна-Уитни.

Результаты. Выявлены достоверные различия от кон-
троля по ряду онкогенов для обоих штаммов.

Наибольшее изменение экспрессии (увеличение) 
отмечено для гена MELK, отвечающего за  пролифе-
рацию (увеличение в  24  раза для центральной и  пери-
ферической зоны С6  и  в  7  и  32  раза для центральной 
и периферической части 101/8. Для гена Sox2 (маркер 
стволовости) отмечено повышение в  4,4  и  1,2  раза для 
С6; в 2,2 и 4,7 раза для центральной и периферической 
зоны 101/8. Для маркера Wnt3  отмечено увеличение 

в  2,1  и  1,9  раз для центральной и  периферической ча-
сти С6  и  в  3,3  раза для периферической части 101/8. 
Для маркера множественной лекарственной устойчиво-
сти ABCB1b отмечено увеличение в  11.3  и  3.9  для С6; 
1  и  4.4  для 101/8. Данные изменения характерны для 
типичного течения ГБ человека. В то же время отмечено 
существенное снижение маркера L1CAM, отвечающего 
за межклеточную адгезию (в 8 и 3.6 раз для С6; 41 и 4 для 
101/8), что нехарактерно для спонтанной ГБ. Анализ по-
лученных данных по  центральной и  краевой части пока-
зывает, что экспериментальная ГБ  101/8, для которой 
характерно увеличение экспрессии маркеров на перифе-
рии по сравнению с центром, в большей степени удовлет-
воряет критериям адекватности модели, чем С6, так как 
для ГБ человека характерен рост периферией и, как след-
ствие, изменения там выражены больше, чем в централь-
ной части. Для С6  для изученных маркеров характерна 
или одинаковая экспрессия в центре и на периферии или 
снижение экспрессии на периферии, что указывает на то, 
что данный штамм растет центральной зоной.

Полученные данные представляют интерес для изуче-
ния процессов канцерогенеза и разработки эксперимен-
тальных моделей ГБ у лабораторных животных.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 18-29-01012.
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Эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) одно 
из  важнейших событий, обеспечивающих инвазию эпи-
телиальных опухолевых клеток. Имеются данные, что 
наиболее эффективным для образования метастазов 
является гибридное эпителиально-мезенхимальное со-
стояние, а  индикатором продолжающегося ЭМП может 
являться N-cadherin. ЭМП связывают с  возникновени-
ем стволово-подобных свойств опухоли  [1]. При этом 
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показано, что сочетание стволовости с  ЭМП обеспечи-
вают миграционную и  инвазивную способность клеток. 
Таким образом, изучение проявлений ЭМП и  стволово-
сти опухолевых клеток первичной опухоли позволит при-
близиться к  пониманию процесса метастазирования. 
Методом мультиплексной иммунофлюоресценции с  ис-
пользованием антител против CK7 (RTU, Dako, USA), 
CD44 (1:100, Thermo, USA), CD24 (1:100, Thermo, USA), 
N-cadherin (1:500, Abcam, UK) нами было проанализиро-
вано 33 образца ткани опухоли молочной железы, полу-
ченных от  больных инвазивной карциномой молочной 
железы не  специфического типа (ИКНТ), возраст кото-
рых составил 50,2±11,5  лет. Количество клеток выра-
жалось в процентах от общего числа опухолевых клеток. 
Статистическая обработка результатов проведена с  ис-
пользованием IBM SPSS Statistics 22.0 (Armonk, USA).

Было показано, что частота встречаемости и количе-
ство опухолевых клеток с различными сочетаниями экс-
прессии CD44 и N-Cadherin, а также их отсутствия, у па-
циентов с ИКНТ увеличивались в ряду: стволовые клетки 
в состоянии ЭМП (у 51% (17/33) пациентов), стволовые 
клетки без признаков ЭМП (81% (27/33)), не стволовые 
клетки с признаками ЭМП (87% (29/33)), не стволовые 
клетки без признаков ЭМП (93% (31/33)). Результаты 
работы показывают, что более половины опухолевых 
клеток (55%) в первичной опухоли больных ИКНТ не экс-
прессируют маркеры мезенхимности и  стволовости. 
Только 17% клеток являются стволовыми (по  маркеру 
CD44) и 46% клеток находятся в состоянии ЭМП.

Работа выполнена в  рамках гранта РНФ 
№ 19-75-30016.
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В  последнее время появились принципиально но-
вые данные о  структуре и  функциях, которые выполняют 
во  внутриклеточных каскадах такие важнейшие белки 
как протеинкиназы, в частности, протеинкиназы С  (ПКС). 
Ключом к пониманию реакций ПКС в различных условиях 
могут служить изменения обмена ее основных субстратов, 
например белков BASP1  и  MARCKS. Функционирование 
ПКС и ее субстратов теснейшим образом связано с обме-
ном кальция в клетке, поэтому особый интерес представ-
ляет изучение обмена ее  основных субстратов в  клетках 
крыс со спонтанной гипертензией (линия SHR), у которых 
обнаружены генетически детерминированные нарушения 
обмена кальция в клетке. В патогенезе артериальной ги-
пертензии, в том числе у крыс линии SHR, особая роль при-
надлежит почкам, поэтому мы  исследовали особенности 

обмена этих белков в  выделительной системе. Целью 
нашей работы являлось выявление различий в  обме-
не белков BASP1  и  MARCKS в  почках крыс со  спонтан-
ной гипертензией, путем сравнения уровней экспрессии 
мРНК этих белков в различных структурах почек. Работа 
выполнена на самцах крыс линии SHR (n=8) и нормотен-
зивных крысах линии WKY (n=8), в  возрасте 90  дней. 
Исследование проводили на образцах ткани из коркового 
и мозгового слоев почек. Уровни экспрессии мРНК белков 
BASP1 и MARCKS определяли методом ПЦР в реальном 
времени. Двухфакторный дисперсионный анализ показал, 
что различия между разными структурами почек в уровнях 
экспрессии мРНК BASP1 весьма значительны (p<0.001), 
а  межлинейные различия находятся на  грани достовер-
ности (p=0.050). Обработка результатов по  уровням экс-
прессии мРНК MARCKS также выявила существенные 
различия между структурами почек (p<0.001), но  меж-
линейные различия в  целом практически отсутствовали. 
Таким образом, наши данные свидетельствуют о неравно-
мерности распределения уровней экспрессии мРНК бел-
ков основных субстратов ПКС в различных структурах по-
чек. Отсутствие выраженных отличий в  случае MARCKS 
и слабые отличия для BASP1 у крыс со спонтанной гипер-
тензией и нормотензивных крыс может свидетельствовать 
о том, что такая неравномерность является фундаменталь-
ным фактом, не зависящим от генетически детерминиро-
ванных нарушений обмена кальция в клетке.

Работа выполнена по программе РФ 47 ГП «Научно-
технологическое развитие Российской Федерации» 
(2019-2030).
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Врожденные миопатии представляют собой гетеро-
генную группу заболеваний скелетной мышечной ткани 
человека, характеризуемых мышечной гипотонией и сла-
бостью. Они могут иметь широкий спектр клинических 
фенотипов, что крайне затрудняет разработку подходов 
к их лечению. Существует несколько применяемых в кли-
нике или проходящих клинические исследования лекар-
ственных препаратов для лечения сердечных миопатий, 
механизм действия которых можно использовать для 
лечения и скелетных миопатий. Одним из таких агентов 
является 2,3  — бутандион моноксим (БДМ), неконку-
рентный ингибитор АТФазной активности миозина  [1], 
использующийся для подавления острых повреждений 
миокарда [2]. Однако молекулярные механизмы ингиби-
рования БДМ миозина практически не изучены, поэтому 
целью данной работы было исследовать влияние этого 
агента на взаимодействие миозина с актином при моде-
лировании нескольких стадий АТФазного цикла.
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Настоящая работа была выполнена на  одиночных 
скелетных мышечных волокнах, лишенных миозина и ре-
гуляторных белков (на теневых волокнах), которые полу-
чали согласно методике, описанной ранее  [3]. Миозин 
выделяли из скелетных мышц кролика [4] и с помощью 
α-химотрипсина расщепляли до  субфрагмента-1  ми-
озина (S1)  [3]. S1  модифицировали флуоресцентным 
зондом 1,5-IAEDANS согласно методике Борейдо с  со-
авторами  [5]. Информацию о  влиянии БДМ на  взаимо-
действие миозина с  актином получали путем анализа 
поляризованной флуоресценции 1,5-IAEDANS, введен-
ного в  S1  [3]. Измерения поляризованной флуоресцен-
ции осуществляли при моделировании нескольких ста-
дий АТФазного цикла в  отсутствие или в  присутствии 
3  мМ  MgADP, 15  мМ  MgAMPPNP, 15  мM  MgATPγS, 
3 мM MgATP [6] и 20 мМ БДМ.

Было показано, что БДМ в  цикле гидролиза АТФ уси-
ливает жесткость связывания миозина с актином при мо-
делировании слабых форм миозина с актином, что может 
замедлить переход актомиозина из  состояния A•ADP-
Pi в состояние A•ADP. Было предположено, что ингибиро-
вание сброса неорганического фосфата из активного цен-
тра миозина в АТФазном цикле является одной из причин 
ингибирования сократительной функции мышечного во-
локна и АТФазной активности миозина в присутствии БДМ.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 20-04-00523.
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При прогрессировании фиброза основную роль игра-
ют сигналы, поступающие от  микроокружения клеток. 
Одним из  ключевых модуляторов данного процесса яв-
ляется внеклеточный матрикс (ВКМ), который нараба-
тывается преимущественно стромальными клетками, 
в первую очередь, фибробластами. На сегодняшний день 
не существует полноценной in vitro модели, воспроизво-
дящей профиброгенные свойства ВКМ, для выяснения 
его роли в патогенезе фиброза. Поэтому целью данного 
исследования было создание in vitro модели с участием 
ВКМ, функционально и структурно имитирующей профи-
брозное микроокружение.

Для стимуляции продукции ВКМ в течение 2 недель 
культивировали дермальные фибробласты человека 
в  виде клеточных пластов в  присутствии аскорбиновой 
кислоты, фетальной бычьей сыворотки (ФБС) или ли-
зата тромбоцитов, а  также с  или без добавления TGFβ. 
Полученные мультиклеточные структуры были децеллю-
ляризованы с  использованием ранее разработанного 
протокола (CHAPS, ДНКаза I). Состав и  структура полу-
ченного децеллюляризированного ВКМ (дВКМ) были 
охарактеризованы с помощью СЭМ, ИЦХ и дот-блоттинга 
на  маркёры профиброзного матрикса. Мезенхимные 
стромальные клетки человека (МСК) культивировали 
на  дВКМ для оценки его функциональной активности; 
анализировали в данных клетках экспрессию маркёров, 
ассоциированных с фиброзом, и фиброз-ассоциирован-
ный профиль миРНК.

Среди протоколов формирования профиброгенного 
внеклеточного матрикса оптимальными оказались ус-
ловия культивирования фибробластов в  присутствии 
ФБС и аскорбиновой кислоты. Полученный дВКМ имел 
трехмерную сетчатую структуру, схожую с  ВКМ в  мно-
гоклеточных пластах. Такой дВКМ содержал повышен-
ный уровень EDA-FN и высокое соотношение коллагена 
I типа к III. Интересно, что добавление TGFβ не оказало 
существенного влияния на отложение профиброгенных 
белков ВКМ, что может указывать на главенствующую 
роль источника ВКМ (фибробласты) по сравнению с ус-
ловиями культивирования. МСК, культивированные 
на  дВКМ, сохраняли веретенообразную морфологию, 
сходную с  их  формой в  стромальных тканях. В  этих 
клетках было выявлено увеличение экспрессии мар-
кёров, ассоциированных с  фиброзом (EDA-FN, альфа-
гладкомышечный актин), и  специфические изменения 
секретома (снижение секреции антифибротического 
фактора HGF и  повышение секреции профибротиче-
ских факторов SPARC и фибулина-2). Более того, про-
филь миРНК в  таких МСК также сместился в  сторону 
профибротического паттерна.

Таким образом полученный дВКМ может быть ис-
пользован для имитации и изучения профибротического 
микроокружения in vitro. Данные результаты могут быть 
применены в дальнейших исследованиях, посвященных 
изучению влияния микроокружения на  восстановление 
и регенерацию тканей.

Исследование проводилось с  использованием 
биоматериалов, полученных в  рамках проекта МГУ 
им.  М.В. Ломоносова «Ноев ковчег» и  при поддержке 
РФФИ (грант № 19-29-04172).
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Генотипирование однонуклеотидного (SNP) полимор-
физма является широко распространенной задачей, 
особенно для медицинской, ветеринарной генетики и для 
диагностики наследственных заболеваний. Потоковый 
анализ SNP требует снижения себестоимости и  повы-
шения производительности. Метод ПЦР в  реальном 
времени, благодаря простоте проведения анализа, от-
носительной дешевизне и низкому риску контаминации, 
пользуется заслуженной популярностью. Однако, наи-
более широко применяемый подход с  использованием 
реакции с  двумя отжигающимися на  один сайт аллель-
специфичными TaqMan-зондами, помеченными разны-
ми флюорофорами, имеет ряд серьезных недостатков. 
Первый заключается в сравнительно низкой специфич-
ности, которая у систем, выполненных по подобной схе-
ме, часто оказывается низка (вплоть до полной нерабо-
тоспособности). Как правило, это решается введением 
в зонд сложных модификаций, повышающих специфич-
ность –MGB или LNA-нуклеотидов, что сильно повыша-
ет стоимость. Неизбежное укорочение зонда, связанное 
с  применением «горячих» LNA-нуклеотидов, повышает 
количество неспецифических мишеней в геномной ДНК. 
Неодинаковая эффективность работы зондов с различ-
ными красителями усложняет анализ результатов.

Нами предлагается модификация метода, позволя-
ющая добиться более высокой специфичности, чем при 
применении LNA и других дорогих модификаций. Детекция 
наличия каждой из  аллелей производится в  отдельном 
реакционном объеме, содержащем компоненты реакци-
онной смеси, праймеры, зонд с красителем FAM, компле-
ментарный одной из аллелей, и олигонуклеотид — заглуш-
ку, комплементарный другой аллели. Разделение реакции 
на два независимых объема дает новые степени свободы, 
позволяющие добиться тонкой настройки тест-систем для 
достижения максимальной специфичности. Основной 
фактор радикального повышения специфичности — крат-
ное увеличение количества заглушки относительно коли-
чества зонда, что принципиально невозможно в обычных 
системах, где зонды смешаны эквимолярно. Кроме того, 
тест-системы на  обе аллели в  предлагаемом варианте 
снабжены одним и тем же красителем. Стоимость заглушек 
очень мала — они представляют собой стандартный олиго-
нуклеотид с  заблокированным 3’-концом. Предложенный 
подход применили для создания диагностических систем 
на гены PKLR и GLB1 домашней кошки для поиска мутант-
ных аллелей, вызывающих наследственные заболевания 

(дефицит пируваткиназы и ганглиозидоз первого типа со-
ответственно). Значения эффективности специфической 
и неспецифической реакции по всем тест-системам не пе-
рекрываются друг с другом, что позволяет точно генотипи-
ровать образцы всех трех типов (гомозиготы по нормаль-
ной и мутантной аллели и гетерозиготы).
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Оценивали влияние фактора дифференцировки HLDF 
на продукцию белков и цитокинов при заболеваниях мо-
лочной железы. Материалом служили биоптаты ткани 
и кровь 17 пациентов с незлокачественными заболева-
ниями молочной железы (НЗЗ) и  50  пациентов  — с  ин-
вазивной карциномой молочной железы неспецифиче-
ского типа (ИКНТ). В  супернатантах, полученных после 
инкубации биоматериала в  среде DMEM-12 (спонтан-
ная продукция), и в среде DMEM-12 с HLDF, определяли 
концентрации цитокинов: IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, 
IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1Ra, TNF-α, IFN-γ, G-CSF, GM-CSF, 
VEGF, MCP-1  и  белков: гистидибогатого гликопротеина 
(HRG), ингибитора активатора плазминогена 1 (PAI-1), 
Е-кадгерина (CDH1), рецептора эстрогена α (ERα), рецеп-
тора прогестерона (PGR). Индекс влияния HLDF на про-
дукцию белков и  цитокинов высчитывали по  формуле: 
ИВHLDF=А/Б, где А — концентрация в супернатанте по-
сле инкубации материала с  HLDF, а Б   — концентрация 
при спонтанной продукции. Для сравнения групп исполь-
зовали U-критерий Манна-Уитни. Рассчитывали коэф-
фициент ранговой корреляции по Спирмену (r). Различия 
считали достоверными при р<0,05.

У  пациентов с  ИКНТ были выше ИВHLDF на  про-
дукцию IL-6 (p=0,030) и  IL-1β (p=0,021) клетками кро-
ви, а  также на  продукцию IFN-γ  (p=0,046) биоптатами, 
но  ниже на  продукцию CDH1 (p=0,0004) биоптатами 
по сравнению с НЗЗ. Были обнаружены корреляционные 
связи между ИВHLDF на  продукцию биоптатами следу-
ющих белков и  цитокинов: HRG и  IL-2 (r=-0,389), IL-17 
(r=-0,424); PAI-1  и  IL-6 (r=0,405), IL-18 (r=0,385), GM-
CSF (r=0,357), MCP1 (r=0,365); ERα и  INF-γ  (r=0,405), 
IL-12 (r=0,561); PGR и G-CSF (r=0,371), IL-12 (r=0,440). 
Также были обнаружены корреляционные связи между 
ИВHLDF на  продукцию белков биоптатами и  цитокинов 
клетками крови, а  именно: CDH1  и  IL-10 (r=0,415), IL-
17 (r=0,407), IL-18 (r=0,428); PAI-1  и  IL-17 (r=0,511); 
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PGR и IL-18 (r=0,525), TNF-α (r=0,412), G-CSF (r=0,435). 
Полученные корреляционные связи указывают на  со-
пряженность продукции белков и цитокинов при злокаче-
ственной трансформации молочной железы.

Работа выполнена в  рамках государственного за-
дания Министерства здравоохранения Российской 
Федерации (№ АААА-А18-118030790008-7).

А.А. Богданова1, 2

Опухоль-ассоциированные макрофаги 
при впч-позитивных опухолях головы 
и шеи
1 � Петрозаводский государственный университет, 

Петрозаводск, Россия
2 � Институт биологии КарНЦ РАН, Петрозаводск, 

Россия

A.A. Bogdanova1, 2

Tumor-associated macrophages at hpv-
positive cancer of head and neck
1 � Petrozavodsk State University, Petrozavodsk, Russia
2 � Institute of Biology of KarRC RAS, Petrozavodsk, 

Russia

arinabogdanova94@mail.ru

Опухоли головы и  шеи (ОГШ) занимают 7-е  место 
среди всех типов онкологических заболеваний в  мире, 
так в 2018 году было выявлено 880 тысяч новых случа-
ев. Наиболее распространенным подтипом является пло-
скоклеточный рак, на  который приходится около 90%. 
Этиологическим фактором развития ОГШ выступает 
вирус папилломы человека (ВПЧ). Несмотря на  то, что 
для пациентов с ВПЧ+ ОГШ характерен лучший прогноз 
по  сравнению с  пациентами с  ВПЧ-негативными (ВПЧ-) 
опухолями, общий прогноз неутешительный.

В  настоящий момент в  качестве терапевтической 
мишени рассматривают микроокружение опухолей, где 
основным компонентом являются иммунные клетки, 
и  важное место занимают макрофаги, ассоциированные 
с  опухолью (МАО). Макрофаги разделяют на  две под-
группы: фенотип М1, отличающийся провоспалительной 
и  противоопухолевой активностью, и  фенотип М2, обла-
дающий иммуносупрессивным и  протуморальным дей-
ствием. В  физиологических условиях или под влиянием 
интерферона-γ, макрофаги преобразуются в  фенотип 
M1  и  продуцируют высокие уровни IL-1β, IL-6, CXCL10, 
TNFα, iNOS, лейкоцитарных антигенов человека, оказыва-
ющих противоопухолевые эффекты. За дифференцировку 
макрофагов в М2 отвечают клетки опухоли, запускающие 
этот процесс через активацию CCL-2, IL6, CSF-1, PD-1/
PD-L1, CD47/SIRPα. Макрофаги М2 начинают экспресси-
ровать на высоких уровнях IL-10, IL-4, трансформирующий 
ростовой фактор-β (TGFβ), СС-лиганды, факторы роста эн-
дотелия сосудов (VEGF) и  матриксные металлопротеина-
зы. Это усиливает местное воспаление, способствующее 
прогрессированию заболевания, его метастазированию 
и  возникновению устойчивости к  терапии. Чаще всего 
МАО обладают характеристиками М2-фенотипа.

Для изучения популяций макрофагов используют 
маркеры CD68 и CD163, где первый позволяет иденти-
фицировать все макрофаги, а CD163 — макрофаги М2. 
В исследовании МАО при ВПЧ+ раке ротоглотки было об-
наружено, что внутри ВПЧ+ опухоли содержится большее 
количество CD68+ клеток по сравнению с ВПЧ- (р = 0,01). 

В  стромальной области такой разницы не  обнаружено. 
В недавнем исследовании, при изучении 110 ВПЧ+ ОГШ, 
было определено, что количество CD68+-макрофагов 
было выше внутри ВПЧ+/p16+опухолей, чем в  ВПЧ+/
p16– и ВПЧ– опухолях (p = 0,003). Считается, что наличие 
ВПЧ способствует привлечению к  опухоли макрофагов 
и их дифференцировки в М2, которые связаны с ответом 
Т-хелперов 2-го типа. Макрофаги М1 индуцируют ответ 
Т-хелперов 1-го типа, способствуя клиренсу ВПЧ. Вирус 
препятствует развитию иммунных реакций человека, по-
давляя активацию M1 и перенаправляя макрофаги к фе-
нотипу M2 через TGF-β. Так, было показано, что сниже-
ние числа МАО на ВПЧ16+ модели ОГШ ингибирует рост 
опухоли за счет накопления в ней лимфоцитов.

Механизм взаимодействия между МАО и  клетками 
ВПЧ+ ОГШ до сих пор полностью не установлен, и досто-
верно не  определена их  роль в  прогнозе заболевания. 
Данное явление нуждается в дальнейшем изучении для 
улучшения терапии для лечения ВПЧ+ ОГШ.

Работа выполнена в  рамках государственного за-
дания Министерства науки и  высшего образования 
Российской Федерации (тема № 0752-2020-0007).
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Рак молочной железы (РМЖ)  — самое распростра-
нённое онкологическое заболевание у  женщин раз-
личных возрастных групп. Основной причиной леталь-
ных исходов при РМЖ является метастазирование  [1]. 
Мезенхимальные стволовые клетки (MSCs)  — наиболее 
представительная клеточная популяция из формирующих 
опухолевую нишу. Известно, что MSCs способны мигриро-
вать в очаг повреждения, дифференцироваться в опухоль-
ассоциированные фибробласты и  секретировать проан-
гиогенные цитокины, способствуя прогрессии опухоли [2]. 
Также показано, что секретируемые MSCs белки IGFBPs 
оказывают прямое антипролиферативное действие 
на клетки опухоли. Противоречивость имеющихся данных 
свидетельствует о важности изучения роли MSCs в мета-
стазировании РМЖ. В  исследование вошли 39  пациен-
ток (ИКНТ, люминальный подтип; средний возраст: 49,08 
±12,19; T1–4N0–3M). MSCs в ткани ИКНТ определяли ме-
тодом мультиплексной иммуногистохимии, используя па-
нель антител против CD11b, CD34, CD90, CD45 и 7-colour 
IHC Kit (PerkinElmer, USA). Сканирование окрашенных 
образцов осуществлялось с  помощью автоматизиро-
ванной системы Vectra 3.0.3 (PerkinElmer, USA), анализ 
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многоцветных изображений — с помощью программного 
обеспечения inForm 2.1.1 (PerkinElmer, USA). Для стати-
стической обработки данных использовали пакет про-
грамм IBM SPSS Statistics 22.0 (Armonk, USA). Различия 
считались достоверными при уровне значимости р <0,05. 
Результаты исследования показали, что MSCs встреча-
ются в ткани ИКНТ в 97,4% случаев. При этом ассоциа-
ция MSCs с лимфогенным метастазированием зависела 
от  менопаузального статуса пациенток. Так, количество 
MSCs у  пациенток с  сохранной менструальной функци-
ей не было связано с лимфогенным метастазированием 
(р=0,024). Однако у  пациенток в  постменопаузе количе-
ство MSCs было значимо большим в группе с наличием 
лимфогенных метастазов (71,0 (64,0–102,0)) по  срав-
нению с пациентками, у которых лимфогенные метастазы 
отсутствовали (30,0 (10,0–56,00)) (p=0,038).

В работе приводятся результаты исследований, реа-
лизованных в рамках гранта РНФ (№ 19-75-30016).
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Ионные каналы, функционирование которых зависит 
от механического состояния клетки, называются механо-
активируемыми или механочувствительными (МЧК). МЧК 
принимают участие во множестве физиологических и сиг-
нальных процессах в  клетках млекопитающих. Особый 
интерес представляют кальций-проницаемые МЧК, так 
как именно они способны конвертировать механические 
стимулы в  высоко-локализованные кальциевые сигналы, 
тем самым управляя активностью различных кальций-за-
висимых молекул. Особым прорывом в  механобиологии 
было открытие новых механочувствительных канальных 
белков, названных Piezo1  и  Piezo2, не  имеющих гомоло-
гии ни  с  одними ранее известными ионными каналами. 
В  дальнейших исследованиях было показано участие ка-
налов Piezo во  множестве ключевых клеточных реакций 
как в норме, так и при патологиях, включая онкотрансфор-
мацию. В  2015  впервые был обнаружен низкомолеку-
лярный Piezo1-селективный химический активатор  — ге-
тероциклическое соединение Yoda1. Позже в  2018  году 
был идентифицирован еще один селективный стимулятор 

активности каналов Piezo1 — Jedi2. Важно, что оба соеди-
нения не приводят к стимуляции каналов Piezo2, несмотря 
на  близкую гомологию между белками. Таким образом, 
стало ясно, что в природе могут потенциально существо-
вать молекулы, способные управлять активностью каналов 
Piezo1 в отсутствие механических стимулов. В настоящей 
работе исследовали действие двух химических актива-
торов Piezo1  на  ионные токи в  плазматической мембра-
не клеток миелоидной лейкемии человека К562. Клетки 
К562  — уникальная клеточная модель, позволяющая ре-
гистрировать одиночные ионные каналы при отведении 
от всей клетки (конфигурация whole-cell). Функциональная 
экспрессия Piezo1  в  клетках К562  была подтверждена 
методом ОТ-ПЦР и иммунофлуоресцентным окрашивани-
ем. Далее с помощью метода патч-кламп в конфигурации 
whole-cell было проанализировано действие селективных 
низкомолекулярных активаторов Yoda1 и Jedi2 на одиноч-
ные ионные токи в клетках К562. Были определены био-
физические характеристики одиночных каналов, оценена 
дозозависимость действия агонистов. С помощью варьи-
рования ионного состава экспериментальных растворов 
зарегистрированы кальциевые токи, переносимые кана-
лами Piezo1. Таким образом, впервые показана проница-
емость каналов Piezo1 для ионов кальция.

Работа была поддержана грантом РНФ № 19-75-
00046 (Чубинский-Надеждин В.И., Васильева В.Ю.) 
и грантом РФФИ № 19-015-00211 (Сударикова А.В.).
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Трансглютаминаза 2 (TG2) — мультифункциональный 
белок, который экспрессируется в  разных тканях орга-
низма. Было показано, что ферментативная активность 
TG2  играет роль в  клеточном ответе на  протеотоксиче-
ский стресс. В частности, она способствует тримеризации 
HSF1, тем самым обеспечивая его способность связы-
ваться с HSE элементами в промоторных участках группы 
генов теплового шока. Кроме того, продемонстрировано, 
что ферментативная активность TG2 необходима для раз-
вития гепатоцеллюлярной карциномы, что делает её  по-
тенциальной терапевтической мишенью. Целью работы 
было создание тест-системы для поиска ингибиторов 
TG2, основанной на регуляции активности HSF1.

Для анализа транскрипционной активности HSE нами 
была сконструирована репортерная плазмида, содержа-
щая ген CLuc (Cypridina  Luciferase) под контролем про-
мотора с  HSE элементами. Использование секретируе-
мой люциферазы позволяет оценить уровень активности 
HSF1 путём отбора культуральной среды. Для оценки за-
висимости экспрессии люциферазы от  активности тран-
глютаминазы 2 эксперименты проводились на клеточных 
линиях MEF и  Huh7  с  нокаутом гена TG2 (TG2  KO) либо 
с TG2 дикого типа (wt). Поскольку эффективность транс-
фекции может варьировать в зависимости от условий, для 
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стандартизации результатов были получены постоянные 
клеточные линии с  репортерной плазмидой. Далее клет-
ки подвергались тепловому шоку, и  через определённые 
промежутки времени проводились измерения активности 
люциферазы. В  результате наблюдалось значительное 
её повышение в ответ на температурное воздействие при 
наличии в клетках TG2. Предполагается, что в отсутствии 
или при ингибировании TG2 способность HSF1 регулиро-
вать адаптацию должна быть резко снижена, что должно 
выражаться в  пониженной экспрессии гена CLuc после 
теплового шока. Таким образом, данный метод позволяет 
в дальнейшем точно и сравнительно просто проводить по-
иск ингибиторов трансглютаминазы 2 на готовых клеточ-
ных линиях по отработанному протоколу.
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Пентозофосфатный путь (ПФП) метаболизма глю-
козы представляет собой ключевой источник НАДФН 
в  мозге. НАДФН является незаменимым субстратом 
ферментативных реакций, направленных на  поддержа-
ние эффективной антиоксидантной защиты и  предот-
вращение окислительного стресса. В настоящей работе 
показано, что тяжелая гипобарическая гипоксия (ТГ), 
создаваемая in vivo на крысах линии Wistar, и последую-
щая реоксигенация, вызывающие краткосрочное увели-
чение количества регуляторной альфа субъединицы HIF1 

(HIF1a) в СА1 поле гиппокампа, индуцирует снижение ко-
личества и активности Г6ФДГ и количества НАДФН, что 
сопровождается окислительным стрессом и  запуском 
апоптоза. Инъекция ингибитора HIF1  топотекана перед 
ТГ  предотвращает увеличение количества HIF1a, сни-
жает экспрессию белкового продукта транскрипционной 
активности HIF1, эритропоэтина, нормализуя количество 
и активность Г6ФДГ и увеличивая уровень НАДФН, что 
сопровождается нормализацией окислительно-восста-
новительного статуса и  снижением свободнорадикаль-
ного окисления в гиппокампе, а также предотвращением 
апоптотических процессов и  гибели нейронов. Кроме 
того, с  применением модели умеренной гипобариче-
ской гипоксии in  vivo выявлена обратная связь между 
активностью гипоксия индуцируемого фактора-1 (HIF1) 
и  количеством мРНК Г6ФДГ. Универсальность откры-
того механизма HIF1-зависимой негативной регуляции 
экспрессии Г6ФДГ подтверждена в  in  vitro экспери-
ментах на культуре клеток HEK человека, трансфециро-
ванной люциферазой под HIF-зависимым промотором. 
Полученные данные расширяют современные представ-
ления о механизмах постгипоксических форм патологии. 
Использование ингибиторов HIF1  или индукторов ПФП 
в ранний постинсультный период может быть рассмотре-
но в качестве эффективной стратегии коррекции постин-
сультных состояний в клинической практике.
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Обширное или хроническое повреждение тканей за-
частую разрешается с потерей или ослаблением функции 
органа из-за  патологического накопления внеклеточного 
матрикса (ВКМ) и развитием фиброза. Известно, что в по-
строении ВКМ важную роль играют миофибробласты, пул 
которых пополняется в  процессе трансдифференциров-
ки клеток эндотелия сосудистого русла в  стромальные 
клетки путем эндотелиально-мезенхимного перехода (эн-
доМП). Одним из  стимуляторов данного процесса счита-
ется трансформирующий фактор роста (TGFβ), однако ряд 
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последних работ указывает на  комплексность эндоМП. 
Так возникает необходимость выяснения роли возможных 
комплементарных факторов, таких как взаимодействие 
с окислителями, возможное в ходе воспалительной реак-
ции, при котором происходит накопление интермедиантов 
кислорода и развитие окислительного стресса клеток.

Целью нашей работы стала оценка роли окислитель-
ного стресса в запуск процесса эндоМП.

Мы  сравнивали влияние TGFβ на  эндоМП с  воздей-
ствием окислительного стресса, моделируемого нами 
добавлением в  среду перекиси водорода (H2O2). Для 
моделирования процесса перехода клетки эндотелия 
пупочной вены человека (HUVEC) культивировали в тече-
ние четырех суток в  среде с  ежедневным добавлением 
5нг/мл TGFβ, 100 мкМ H2O2 или их смеси. Для анализа 
трансдифференцировки клеток эндотелия в  миофибро-
бласты оценивали уровень основных маркеров миофи-
бробластов  — альфа гладкомышечного актина (αSMA), 
внеклеточного домена А  фибронектина (EDA FN), кол-
лагена I типа, а также в модели направленной миграции 
оценивали изменение подвижности клеток эндотелия.

Методом иммуноцитохимии показано, что экспрес-
сия одного из  основных маркеров миофибробластов 
αSMA, в клетках эндотелия увеличивается при культиви-
ровании в среде с добавлением только H2O2 или смеси 
TGFβ и  H2O2, а  согласно результатам ОТ-ПЦР уровень 
мРНК αSMA повышался только при добавлении смеси 
TGFβ и H2O2.

При этом во  всех случаях сохранялась экспрессия 
маркера эндотелия  — CD31, при этом возрастал как 
уровень экспрессии генов EDA-FN  и  коллагена I  типа, 
так и  уровень их  синтеза по  результатам вестерн-блот 
анализа. Воздействие комбинации TGFβ и H2O2 приво-
дило к изменению уровня подвижности HUVEC в 2 раза 
по сравнению с контрольными клетками, что также явля-
ется признаком эндоМП.

Полученные данные свидетельствуют о способности 
окислительного стресса индуцировать эндотелиально-
мезенхимный переход, что может вносить значительный 
вклад в фиброзирование тканей. При этом следует отме-
тить, что для эффективной трансдифференцировки эн-
дотелиоцитов недостаточно одного фактора, а требуется 
создание комплекса условий.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 19-015-0043719.
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Известно, что молекулярной основой метастазиро-
вания является эпителиально-мезенхимальный переход 
(ЭМП). В течение ЭМП эпителиальные клетки теряют про-
лиферативную активность, приобретают мезенхимный 
фенотип и способность к миграции и инвазии. Это проис-
ходит вследствие снижения экспрессии эпителиальных 
(Е-кадгерин) и  увеличения экспрессии мезенхимальных 
(виментин) маркеров. Изучение молекулярных механиз-
мов ЭМП позволит выяснить новые терапевтические ми-
шени для лечения онкологических заболеваний.

Недавно в нашей лаборатории мы обнаружили веще-
ство CL-431, которое может предотвращать ЭМП путем 
подавления активности транскрипционного фактора 
HSF1. Для моделирования ЭМП мы в течение недели куль-
тивировали клетки колоректального рака DLD1  на  пи-
тательной среде с добавлением глюкозы (80 мМ), а для 
регуляции активности HSF1 использовали CL-43 в каче-
стве ингибитора и U-133 в качестве активатора. С помо-
щью таких методов, как вестерн-блоттинг, конфокальная 
микроскопия и П ЦР в  реальном времени мы  показали, 
что при увеличении активности HSF1  в  клетках, выра-
щенных на среде с добавлением глюкозы, наблюдается 
уменьшение уровня Е-кадгерина и  повышение уровня 
виментина. В то же время в клетках со сниженной актив-
ностью HSF1, культивируемых на  среде с  добавлением 
глюкозы, уровень Е-кадгерина остается неизменным. 
C помощью прибора xCelligence мы оценили скорость ми-
грации клеток в режиме реального времени. Нами было 
обнаружено уменьшение миграционных свойств клеток 
со сниженной активностью HSF1, и их увеличение в клет-
ках с  повышенной активностью HSF1  при стимуляции 
ЭМП высоким содержанием глюкозы. Таким образом, 
молекулы-активаторы HSF1  стимулируют, а  его ингиби-
торы подавляют глюкоза-индуцированный эпителиаль-
но-мезенхимальный переход.

Поскольку одной из  главной белковой мишенью 
HSF1 является HSP70, мы предположили, что HSP70 мо-
жет играть важную роль в стимуляции ЭМП. Для регуля-
ции активности HSP70 были взяты ингибитор шаперон-
ной активности белка  — PES, а  также клеточная линия 
DLD1 с подавленным уровнем HSP70. Используя выше-
описанные методы, мы  показали, что в  клетках с  пони-
женным уровнем HSP70  наблюдается восстановление 
количества Е-кадгерина и снижение содержания вимен-
тина по сравнению с клетками, введенными в ЭМП и, как 
следствие, их низкая миграционная активность.

Таким образом, можно утверждать, что HSP70  спо-
собен оказывать стимулирующее действие в процессах 
ЭМП, а применение его ингибиторов в терапии онкологи-
ческих заболеваний позволит предотвратить метастази-
рование раковых клеток.

Работа поддержана грантом РФФИ 18-34-00973.
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Cердечная недостаточность (СН) является одной 
из главных причин смертности и инвалидизации во всем 
мире. Наиболее часто к СН приводят такие заболевания 
сердца, как дилатационная кардиомиопатия (ДКМП) 
и ишемическая болезнь сердца (ИБС). Известно, что при 
развитии сердечной недостаточности (СН) происходит 
смещение кардиального энергетического метаболизма, 
которое заключается в сдвиге от использования жирных 
кислот к использованию глюкозы в качестве основного 
источника энергии. Главным регулятором кардиального 
энергетического метаболизма является ядерный рецеп-
тор PPARα — рецептор, активируемый пролифератором 
пероксисом, который на  высоком уровне экспрессиру-
ется в  кардиомиоцитах. Изменение внутриклеточного 
метаболизма при СН  запускает процессы дедиффе-
ренцировки кардиомиоцитов. При дедифференцировке 
кардиомиоцитов, происходящей при СН, эти клетки при-
обретают фенотип фетальных кардиомиоцитов, проис-
ходит реактивация фетальной генетической программы. 
Целью работы являлось изучение уровней экспресии 
PPARα в  миокарде пациентов с  ДКМП и  ИБС, а  также 
в фетальных кардиомиоцитах человека.

Методом количественной ПЦР в  реальном времени 
были определены уровни экспрессии PPAR альфа в  эн-
домиокардиальных биоптатах пациентов с ДКМП (n=20), 
в  хирургическом материале ушек предсердия пациентов 
с  ИБС (n=10), в  миокарде без сердечно-сосудистых за-
болеваний (n=5), в фетальных кардиомиоцитах человека 
(n=5). В работе были использованы фетальные кардиоми-
оциты человека 8–9  недели гестации, предоставленные 
ФГБУ «НМИЦАГиП им. В.И. Кулакова» Минздрава РФ.

В  ходе выполения работы было показано, что при 
СН, связанной с  ИБС и  ДКМП, происходит значитель-
ное снижение уровней экспресии PPAR альфа, а самый 
низкий уровень экспрессии наблюдается в  фетальных 
кардиомицитах человека. Впервые выявленный нами 

низкий уровень эспрессии PPAR альфа в  фетальных 
кардиомиоцитах человека подтверждает, что глико-
литический метаболический фенотип характерен для 
недифференцированных клеток. По-видимому, имен-
но дедифференцированные клетки вносят вклад в  ре-
гулируемый PPAR альфа энергетический переход при 
СН. Дедифференцировка кардиомиоцитов, происходя-
щая при повреждении миокарда, в том числе и при СН, 
может обеспечить клеткам дополнительную пластич-
ность, не  только позволяя им  выживать в  патологи-
ческих условиях, но  и  повышая способность вступать 
в клеточный цикл и дифференцироваться затем в функ-
циональные зрелые кардиомиоциты. Знание механиз-
мов метаболических процессов при СН особенно важно 
в настоящее время, так как существующая современная 
лекарственная терапия СН малоэффективна и способна 
лишь замедлить прогрессирование этого тяжелого забо-
левания. Развитие метаболической терапии представля-
ется перспективным направлением в кардиологии.
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В  противоопухолевой терапии широко применяются 
препараты, направленные на повреждение ДНК. В ряде 
случаев это сопровождается накоплением активных 
форм кислорода (АФК), что приводит к  возникновению 
нарушений не только в опухолевых, но и

в  здоровых клетках. Воздействие таких препаратов 
на нормальные ткани ограничивает их применение в про-
тивоопухолевой терапии. Антиоксиданты способны деток-
сицировать АФК, что, с одной стороны, должно повышать 
устойчивость как опухолевых, так и неопухолевых клеток 
к  химиотерапевтическим препаратам. С  другой стороны, 
АФК играют ключевую роль в  метастазировании опухо-
лей, и  использование антиоксидантов может позволить 
избежать этого процесса. Несмотря на большое количе-
ство исследований в  данной области, вопрос об  эффек-
тивности использования антиоксидантов в противоопухо-
левой терапии до сих пор остается дискуссионным.

В данной работе исследовали влияние антиоксиданта 
тролокса (водорастворимого аналога витамина E) на ги-
бель клеток легочной аденокарциномы (A549) и карци-
номы яичников (Caov4) как дикого типа, так и  с  нокау-
том по каспазе-2. Для стимуляции гибели использовали 
препараты, повреждающие ДНК: цисплатин, этопозид 
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и доксорубицин. Клетки инкубировали как в присутствии 
антиоксиданта тролокса, так и  без него. Повреждение 
ДНК оценивали по  накоплению фосфорилированной 
формы гистона H2AX, а  также по  аккумуляции транс-
крипционного фактора р53  в  ответ на  повреждение 
ДНК. О гибели клеток судили по процессингу (активации) 
каспазы-2, -8, -3, а  также по  расщеплению поли(АДФ-
рибоза)-полимеразы (PARP), субстрата каспазы-3. 
Оценку проводили с  использованием электрофореза 
в  полиакриламидном геле с  последующим переносом 
белков на нитроцеллюлозную мембрану и обработкой со-
ответствующими антителами.

Результаты показали, что тролокс не оказывает суще-
ственного влияния на гибель используемых в работе кле-
ток. Учитывая более высокое содержание АФК в клетках 
опухоли, можно предположить, что использование тролок-
са позволит снизить цитотоксичность ДНК-повреждающих 
препаратов для клеток нормальных тканей, не затрагивая 
их способность вызывать гибель опухолевых.
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Введение. Инфекционные осложнения являются од-
ной из основных причин несостоятельности внутрикост-
ных имплантатов конечностей.

Цель. Оценка антибактериальных и  биоинтегра-
тивных свойств серебряного покрытия внутрикостных 

имплантатов в  модели чрескожной интеграции титано-
вых штифтов у карликовых свиней.

Материалы и  методы. Пористые титановые Ti6Al-
4V имплантаты были покрыты серебряной микроплён-
кой с  использованием метода физического осаждения 
из паровой фазы. С применением методов сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ), МТТ-теста, анализа 
продукции матриксных металлопротеиназ (MMP-1, MMP-
2, MMP-9) проводилось исследование цитотоксичности 
имплантатов и адгезионных свойств клеток (дермальные 
фибробласты, мезенхимальные стволовые клетки). При 
микробиологическом анализе оценивались параметры ад-
гезии и образования биоплёнок бактериальных штаммов 
(St. aureus, S. epidermidis, S. aeruginosa). Состоятельность 
интерфейса «кожа-имплантат» оценивалась на  модели 
чрескожной имплантации титанового стержня карлико-
вым свиньям (n=2) с  последующим биохимическим ис-
следованием крови и мочи животных и гистологическим 
анализом титанового стержня в дермальном блоке.

Результаты. Использование серебряного напыления 
не  оказывало токсического воздействия и  не  приводи-
ло к снижению адгезионных свойств и функциональной 
активности клеток. При in  vitro анализе имплантатов 
(по  данным СЭМ) наблюдалось формирование межкле-
точных контактов и  монослоя клеток на  поверхности 
и  в  порах стержня. Микробиологические исследования 
продемонстрировали, что серебряное покрытие значи-
тельно замедляло формирование бактериальных плёнок 
на поверхности имплантатов. При исследованиях in vivo 
отмечалось отсутствие послеоперационных осложнений 
по  данным клинического наблюдения и  рентгенологи-
ческого исследований у  всех животных (n=2) в  течение 
6  месяцев наблюдения. При гистологическом анализе 
чрескожного интерфейса была подтверждена интегра-
ция мягких тканей с  поверхностью титанового штифта 
без признаков воспаления.

Выводы. Комбинация пористой конструкции имплан-
татов с  нанесением антибактериального серебряного 
покрытия обеспечивает оптимальные условия миними-
зации рисков инфекционных постоперационных ослож-
нений. Применение данного покрытия в  дальнейших 
доклинических и  клинических исследованиях позволит 
снизить риск повторных операций и  будет способство-
вать приживлению чрескожного имплантата.

Работа поддержана грантом РФФИ № 19-08-00024.
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Теломеры представляют собой комплекс нуклеино-
вых кислот и белков, защищающих концы хромосом эу-
кариот от деградации и слияния. Дисфункция теломер 
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чревата нарушениями развития и  возникновением 
раковых клеток. Теломеры Drosophila melanogaster 
поддерживаются с  помощью ретротранспозиций мо-
бильных элементов HeT-A, TAHRE и TART, экспрессия 
которых контролируется через Piwi-interacting РНК 
(piРНК) путь. Нокдаун компонентов piРНК пути в  яич-
никах дрозофилы приводит к  дисфункции теломер 
и  нарушению раннего развития. При дисфункции про-
исходит усиление экспрессии основного теломерного 
ретротранспозона — HeT-A, что приводит к накоплению 
его транскриптов и белков в яичниках и ранних эмбри-
онах в виде рибонуклеопротеиновых (РНП) комплексов. 
В эмбриональном синцитии HeT-A РНП локализованы 
вблизи центросом. Масс-спектрометрический анализ 
белков, взаимодействующих с белком HeT-A Gag в эм-
брионах дрозофилы, выявил киназы Polo и  Cdk1, ко-
торые являются ключевыми регуляторами клеточного 
цикла и биогенеза центросом. Этот результат указыва-
ет на  связь между накоплением теломерных РНП при 
дисфункции теломер и  митотическими нарушениями 
в эмбрионах. Было предположено, что нарушение сбор-
ки материнских центросом может происходить в  про-
цессе оогенеза, приводя к ранней остановке развития.

Целью данной работы было изучение влияния 
теломерной дисфункции на  локализацию и  функ-
цию центросом в  оогенезе дрозофилы. Методом 
ко-иммунопреципитации показано, что HeT-A  Gag 
взаимодействует с Polo в яичниках. Затем методом им-
муноокрашивания белков центросом γ-тубулина и  цен-
тросомина (CNN) мы изучили локализацию и структуру 
центросом в яичниках дрозофилы в норме и при дисфунк-
ции теломер, вызванной нокдауном компонента piРНК 
пути spnE. Известно, что в норме на ранних стадиях оо-
генеза D. melanogaster центросомы в ооците формиру-
ют крупный центр организации микротрубочек (ЦОМТ). 
Затем снижение уровня Polo ведет к уменьшению числа 
центросом в позднем оогенезе, в результате чего зре-
лый ооцит не  содержит центросом. Гиперэкспрессия 
HeT-A  приводит к  атипичной локализации центросом 
и изменению их структуры. На ранних и поздних стадиях 
оогенеза показана колокализация ЦОМТ и  HeT-A  Gag 
в  ооцитах с  нокдауном spnE. На  поздних стадиях ооге-
неза ЦОМТ более крупный и  имеет рыхлую структуру. 
Полученные результаты указывают на то, что теломер-
ная дисфункция в яичниках дрозофилы вызывает нару-
шение биогенеза центросом, что, по-видимому, являет-
ся причиной остановки развития.
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Сахарный диабет 1-го типа (СД1) относится к группе 
метаболических заболеваний, в  основе которых лежит 
нарушение углеводного обмена. Без заместительной 
терапии диабет 1-го  типа быстро прогрессирует и  при-
водит к  возникновению тяжёлых осложнений, одним 
из  которых является диабетическая энцефалопатия 
(ДЭ). Развитие ДЭ вызывает повреждение центральной 
нервной системы и появление когнитивных расстройств. 
Оперативная диагностика последствий СД1  позволяет 
начать терапию на ранних стадиях болезни и минимизи-
ровать воздействие осложнений на  организм. Широко 
применяемым методом ранней диагностики метаболиче-
ских заболеваний является метаболомный анализ с при-
менением ЯМР спектроскопии.

В  данной работе исследование сахарного диабета 
1-го  типа было выполнено на  лабораторных мышах ли-
нии NOD SCID, а  в  качестве модели СД1  применялась 
химически-индуцированная модель с  введением стреп-
тозотоцина. Несмотря на то, что лабораторные мыши яв-
ляются наиболее востребованным объектом в биомеди-
цинских исследованиях, анализ метаболомного профиля 
биологических тканей лабораторных мышей в  модели 
СД1 ранее не проводился. Особый интерес представляет 
воздействие СД1 на центральную нервную систему, по-
этому в качестве объектов для ЯМР анализа были выбра-
ны образцы ткани головного мозга мышей.

Для исследования влияния СД1  на  метаболомный 
профиль ткани головного мозга было подготовлено 
по  7  образцов в  группах контроль/диабет для каждого 
пола (всего 28 образцов). Методика приготовления био-
логических образцов с использованием трехкомпонент-
ной смеси хлороформ/вода/метанол позволила свести 
к  минимуму искажение базовой линии в  спектрах ЯМР 
от  широких сигналов макромолекул. Методом спектро-
скопии ЯМР были идентифицированы более 50  мета-
болитов ткани головного мозга мышей линии NOD SCID. 
В результате сравнения концентраций метаболитов групп 
контроль и СД1 с применением t-теста Стьюдента были 
найдены достоверные изменения концентрации глюта-
мина и лактата как для самцов, так и для самок с СД1. 
Применение многомерного PLS-DA  анализа позволило 
определить, как каждая группа реагирует на СД1 не толь-
ко по отдельным метаболитам, но и по их интегральной 
совокупности.
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Данное исследование предоставляет новые знания 
о влиянии СД1 на метаболизм головного мозга мышей 
и  демонстрирует эффективность применения спектро-
скопии ЯМР для дальнейшего развития метаболомики.

Исследование было выполнено при финансовой под-
держке бюджетного проекта № 0259-2019-0004-С-01.
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Трансглутаминаза 2 (TG2)  — это консервативный 
Ca2+-зависимый мультидоменный фермент, принадле-
жащий семейству трансглутаминаз, который обладает 
рядом активностей, таких, как: трансамидазная, серин-
треонин-киназная, дисульфидизомеразная, протеинки-
назная, а также ГТФ- и АТФ-азная. В течение последних 
лет было установлено, что TG2  участвует в  регуляции 
выживания, инвазии, миграции, прогрессии и  аутофа-
гии в раковых клетках, и, как следствие, может являться 
инновационным биомаркером и терапевтической мише-
нью при различных типах рака.

Среди других онкопротеинов, так же активно вовлечен-
ных в онкогенез, наиболее известным является транскрип-
ционный фактор р53. По литературным данным известно, 
что TG2  может способствовать агрегации р53  в  клетках 
карциномы почек, в то время как в клетках нейробласто-
мы подавление эндогенного TG2  приводит к  значитель-
ному усилению активности р53, в  том числе, его фос-
форилированных форм  [1, 2]. Известно, что р53  имеет 
два гомолога  — р63  и  р73, которые, в  совокупности, об-
разуют семейство белков р53. Однако взаимодействие 
TG2  с  остальными членами семейства еще не  было из-
учено. При помощи таких методов, как иммуноблоттинг, 
GST-pulldown, в  данной работе было продемонстриро-
вано наличие белок-белкового взаимодействия между 
TG2 и белками р63 и р73. В ходе дальнейшей работы пла-
нируется детальной изучение механизмов взаимовлияния 
фермента TG2 и членов семейства р53, а также опосредо-
ванного влияния TG2 на интерактом данных белков.

Исследование было выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 18-29-
09144 (культуральная работа) и  мегагранта в  рамках 
научного проекта № 14.W03.31.0029 (молекулярная 
работа).
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Кальций, как вторичный мессенджер, играет ключе-
вую роль во  многих функциях эукариотических клеток. 
Вход кальция в клетку через депо-управляемые кальци-
евые каналы  — это процесс, при котором уменьшение 
концентрации кальция в эндоплазматическом ретикулу-
ме активирует приток кальция через каналы в  плазма-
тической мембране. В  последнее время были открыты 
основные молекулы, которые принимают участие в этом 
сигнальном пути. Белки STIM1 и STIM2 функционируют 
как кальциевые сенсоры: передают сигнал о  снижении 
концентрации кальция в просвете эндоплазматического 
ретикулума, так называемом кальциевом депо, на кана-
лы в плазматической мембране, состоящие, в том числе, 
и из белков Orai1-3, и активируют их.

Изменения в  механизме транспорта кальция и  под-
держания его внутриклеточной концентрации были выяв-
лены при многих патологических процессах. В частности, 
нарушения функционирования белка Orai3 обнаружены 
при различных видах рака (при раке груди, лейкемии 
и др.). Таким образом, поиск регуляторов активности ка-
налов, образованных белком Orai3, является актуальной 
задачей современной науки. Полученные результаты мо-
гут быть использованы для исследовательских и фарма-
кологических целей.

В  данной работе был проведён скрининг 250  хими-
ческих соединений, структурно похожих на  2-АРВ(2-
aminoethoxydiphenylborate)  — широко используемый 
блокатор депо-зависимого входа. Для скрининга ис-
пользовались клеточные линии HEK293  со  стабильной 
экспрессией экзогенных белков STIM2 и Orai3, а также 
STIM1 и Orai3. Изменения концентрации кальция в цито-
золе регистрировались с помощью мембранопроникаю-
щих флуоресцентных зондов Fura-2AM и Fluo-4AM.

В  результате проведения скрининга химических 
веществ были отобраны потенциальные ингибиторы 
депо-зависимого входа кальция. Два соединения пока-
зали наибольшее подавление депо-зависимого входа 
в  клеточной линии с  экспрессией экзогенных белков 
STIM2 и Orai3. Более того, одно из веществ не подавля-
ло депо-зависимый вход в клеточной линии STIM1-Orai3, 
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что говорит о его селективном действии на кальциевый 
вход, опосредованный белками STIM2 и Orai3. В допол-
нение к  скринингу было оценено быстродействие полу-
ченных ингибиторов.

Работа поддержана грантом РФФИ (17-54-80006).
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Атеросклероз  — это хроническое воспалительное 
заболевание, связанное с  накоплением холестерина 
в  интиме кровеносных сосудов и  образованием атеро-
склеротических бляшек  [1]. Аролипопротеин А1 (Аро 
А1) является главным структурным белком липопроте-
инов высокой плотности и играет важную роль в обрат-
ном транспорте холестерина  [2]. Ранее в  нашей лабо-
ратории было установлено, что Аро А1 экспрессируется 
в макрофагах и существует в виде мембран-связанного 
белка на  поверхности клеток  [3]. Также было обнару-
жено, что анафилатоксин С3а изменяет поляризацию 
макрофагов.

Цель научно-исследовательской работы  — изучение 
влияния эндогенного Аро А1 на секрецию цитокинов ма-
крофагами М1 и М2 в присутствии анафилатоксина С3а.

Работа была выполнена на первичной культуре моно-
цитов, выделенных из периферической крови человека. 
Активацию по классическому пути (М1 макрофаги) про-
водили путем добавления в  среду интерферона гамма 
(IFNγ) и  липополисахарида (LPS), по  альтернативному 
(М2 макрофаги) — интерлейкина 4 (IL-4). С3а-макрофаги 
инкубировали в  среде, содержащей С3а. Трансфекцию 
клеток осуществляли с использованием малой интерфе-
рирующей РНК против Аро А1. Анализ секретируемых 
цитокинов проводили в среде, в которой инкубировались 
макрофаги. Иммуноферментный анализ применяли для 
измерения концентрации цитокинов.

Установлено, что нокдаун Аро А1 в макрофагах при-
водит к  изменению характерного паттерна секреции 
цитокинов IL-6, антагониста рецептора интерлейки-
на 1 (IL-1Ra), IL-10. Продукция IL-6, характерного для 
М1  клеток, уменьшалась покоящимися и  М2  макрофа-
гами, однако не  изменялась М1  и  С3а-макрофагами. 
Концентрация анти-воспалительного IL-1Ra снижа-
лась только в  М2  и  С3а- макрофагах. IL-10  — маркер 

М2 поляризации — секретировался слабее в покоящих-
ся, М1 и М2 макрофагах.

Из  вышесказанного следует, что эндогенный Аро 
А1  макрофагов оказывает модулирующее влияние 
на  цитокиновый профиль макрофагов в  зависимости 
от их поляризации.

Работа была выполнена в  рамках гранта РНФ 
№ 17-15-01326.
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Тандемно повторяющаяся ДНК (ТП  ДНК) состав-
ляет примерно 10% генома человека. Семейство 
ТП  ДНК включает в  себя классические человеческие 
сателлиты 1, 2, 3 (HS1, HS2, HS3), которые лежат в ос-
нове перицентромерного района хромосом. Транскрипты 
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HS2,3 играют важную роль в эмбриогенезе млекопитаю-
щих. ТП РНК присутствуют в эмбрионах мышей до зиго-
тической активации. Неизвестно, включаются ли транс-
крипты HS2,3 в формирование безмембранных структур 
в позднем оогенезе человека.

Цель работы  — исследовать наличие транскрип-
тов HS2,3 и их локализацию в преовуляторных ооцитах 
человека.

Преовуляторные (GV и MI) ооциты человека получали 
в  стимулированных циклах доноров. Клетки на  данных 
стадиях не хранятся в банке донорских ооцитов и были 
переданы для исследований. Информированное согла-
сие доноров, а также разрешение этического комитета 
клиники получено. Распределение HS2,3, его транс-
криптов и  хеликазы DDX5  в  ядрах преовуляторных оо-
цитов человека исследовали с помощью методов ДНК-
ДНК и  ДНК-РНК FISH и  иммуно-FISH, соответственно. 
Двойное иммуноокрашивание было использовано 
для изучения пространственной взаимосвязи хеликаз 
и  рецептора транслоказы наружной митохондриаль-
ной мембраны (Tom 20). Присутствие транскриптов 
HS2,3 в транскриптоме проверяли с помощью методов 
биоинформатического анализа опубликованных транс-
криптомов здоровых доноров.

При переходе от стадии GV к МI в ооцитах обнаруже-
на транскрипция HS2,3. ТП  РНК локализована в  виде 
гранул в цитоплазме. В конце GV и на MI стадии гранулы 
хеликазы колокализованы с транскриптами HS2,3 в не-
посредственной близости от  сигнала к  Tom20. Анализ 
опубликованных транскриптомов выявил несколько по-
лиаденилированных транскриптов HS2,3, содержащий 
участки гомологии с  использованным зондом. Все вы-
являеннные транскрипты принадлежали к  семействам 
HS2,3 ТП   ДНК. Один из  транскриптов содержал по-
следовательность, которую ранее идентифицировали 
в  транскриптомах раковых и  эмбриональных клеток. 
Транскрипты сгруппированы в  безмембранных структу-
рах РНП, которые похожи на тельца Бальбиани, описан-
ные на стадии оогонии у млекопитающих. До настоящего 
времени в  ооцитах на  поздних стадиях созревания по-
добных структур найдено не было.

Работа поддержана грантами РНФ 19-74-
20102 и РФФИ мол_а 18-34-00279.
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Хроническая инфекция вирусом гепатита В  (HBV) 
является фактором риска развития гепатоцеллюлярной 

карциномы (HCC). Белок HBx, экспрессирующийся 
в  инфицированных клетках, играет важнейшую роль 
в репликации HBV и в патогенезе HCC, не взаимодей-
ствуя напрямую с ядерной ДНК, но выступая в качестве 
регулятора транскрипции клеточных белков. HBx, при 
высоком уровне экспрессии, связывается с  митохон-
дриями и  вызывает их  дисфункцию, фрагментацию, 
кластеризацию и  аномальное распределение в  клет-
ке. Хроническая инфекция вирусом гепатита при уча-
стии НВх сопровождается окислительным стрессом, 
который играет важную роль в  канцерогенезе, одна-
ко механизмы его индукции не  известны. Мы  предпо-
ложили, что НВх, вызывая дисфункцию митохондрий, 
индуцирует продукцию активных форм кислорода 
(АФК), что в итоге провоцирует опухолевую трансфор-
мацию инфицированных гепатоцитов. Для проверки 
этой гипотезы была создана и  исследована модель 
гетерологической экспрессии НВх в дрожжах Yarrowia 
lipolytica. Эти дрожжи, облигатные аэробы, растущие 
с высокой скоростью на средах простого состава, име-
ющие многолетнюю историю использования в  каче-
стве продуцентов гетерологических белков, как нельзя 
лучше подходят для такого рода исследований. Такая 
относительно простая модель позволит выявить ин-
дуцируемые HBx изменения в  клетке, абстрагируясь 
от влияния хронического воспаления, иммунного отве-
та клетки и других факторов.

Найдено, что HBx экспрессируется в виде множества 
мелких агрегатов на периферии дрожжевых клеток, где 
обычно локализованы митохондрии. Экспрессия HBx 
вызывала ингибирование дыхания и  синтеза АТР, по-
вышение генерации АФК и  сниженную устойчивость 
к  действию прооксидантов, фрагментацию митохон-
дрий, повышенный уровень окислительного стресса 
в  клетках и  высокий показатель клеточной смерти. 
Митохондриально-направленный антиоксидант SkQThy 
в  низких концентрациях снижал уровень окислительно-
го стресса и  увеличивал выживаемость исследуемых 
мутантов. Полученные результаты свидетельствуют 
об  адекватности созданной дрожжевой модели для из-
учения процессов, связанных с экспрессией HBx.

Исследования проводились при частичной 
финансовой поддержке РФФИ (гранты № №, 
17-00-00124 и 19-34-90165).
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HSF1- транскрипционный фактор, основной ролью 
которого является активация генов белков HSP70. 
Он участвует в реакции клетки на тепловой шок и дру-
гие воздействия, приводящие к  нарушению протео-
стаза клетки. Повышение уровня транскрипции генов 
HSF1  способствует повышению выживаемости рако-
вых клеток, и  этот эффект возрастает с  увеличением 
злокачественности. Ранее в  нашей лаборатории было 
обнаружено вещество, карденолид CL-43— ингибитор 
активности HSF1. Мы показали его эффект в противо-
раковой терапии, однако механизм его работы не был 
исследован [1]. Целью данной работы является иссле-
дование механизмов работы и регуляции HSF1 в рако-
вых клетках, а также выяснение механизмов ингибиро-
вания активности данного белка. В  ходе работы была 
использована линия клеток колоректальной аденокар-
циномы человека DLD1. С  помощью вестерн-блотин-
га мы  показали, что уровень HSF1  повышался после 
3  часов инкубации после теплового шока по  сравне-
нию с  клетками после 30  мин инкубации и  контроль-
ными клетками, не  подвергавшихся тепловому шоку, 
что говорит о синтезе данного белка de novo после те-
плового воздействия. Также мы  показали, что количе-
ство HSF1  достигает максимального значения через 
3 часа после инкубации с CL-43 после теплового шока 
и снижается через 6, тогда как в контрольных клетках 
уровень HSF1 через 6 часов остаётся на том же уров-
не. В связи с этим мы предположили, что CL-43 может 
опосредовать протеасомную деградацию HSF1. Чтобы 
это проверить, мы  провели инкубацию клеток с  CL-
43 в сочетании с MG-132, который является блокато-
ром протеасом. Мы  установили, что CL-43  в  сочета-
нии с  MG-132  не  приводит к  снижению уровня HSF1, 
в  отличие от  воздействия CL-43  без MG-132. Тогда 
мы  предположили, что CL-43  способен запускать био-
химические каскады, приводящие к  фосфорилирова-
нию HSF1  по  ser303, что способствует последующей 
протеасомной деградации HSF1, а также CL-43 может 
приводить к  снижению количества активной, фосфо-
рилированной по  ser326, формы HSF1. Чтобы прове-
рить эту гипотезу, мы провели иммуноцитохимическое 
окрашивание клеток на  HSF1, фосфорилированный 
по  ser326  и  ser303. Мы  показали, что при воздей-
ствии CL-43  уровень фосфорилированной формы 
ser326 падает, тогда как ser303, наоборот, увеличива-
ется. Согласно полученным данным, можно сделать вы-
вод о том, что CL-43 вызывает уменьшение количества 
HSF1  в  раковых клетках, способствуя его деградации 
посредством фосфорилирования по  ser303, а  также 
способствует снижению количества активной формы 
HSF1, фосфорилированной по ser326, что в итоге вы-
зывает снижение уровня HSP70. Кроме того, мы уста-
новили, что HSF1 de novo синтезируется в клетке после 
воздействия теплового шока.

Работа поддержана грантом РНФ 19-74-
20161 и грантом РФФИ 18-29-09101.
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Альфа-актинин 4 (ACTN4) относится к  немышеч-
ному типу актининов и  встречается во  всех тканях 
организма. Как актин-связывающий белок он  регу-
лирует перестройки цитоскелета, участвует в  формиро-
вании стресс-фибрилл, фокальных и плотных контактов. 
ACTN4  преимущественно локализуется в  цитоплазме, 
но также может транслоцироваться в ядро. Высокая экс-
прессия ассоциируется со  многими типами рака, при 
этом подавление ACTN4  ингибирует пролиферацию 
и  миграцию соответствующих линий раковых клеток. 
Было показано, что ACTN4 влияет на активность транс-
крипционного фактора NF-kappaB. Наши данные указы-
вают на  то, что эффект ACTN4  на  активность раковых 
клеток может частично быть результатом влияния на NF-
kappaB-зависимую транскрипцию генов.

Мы  планируем исследовать эффекты супрессии 
ACTN4  на  клетки немелкоклеточного рака легкого. 
С  этой целью мы  собираемся осуществить его функ-
циональное подавление при помощи наноантител. 
Последовательность наноантител к  спектриновым до-
менам ACTN4 была предоставлена проф. Геттермансом 
(Department of  Biomolecular Medicine, Ghent University). 
Наноантитела представляют собой антиген-связываю-
щие домены антител из  тяжелых цепей семейства вер-
блюдовых, имеющие вес 12–15 кДа. Их чаще всего по-
лучают методом фагового дисплея из мРНК лимфоцитов 
периферической крови иммунизированного животного. 
Преимуществом наноантител является то, что они ста-
бильны, имеют небольшой размер и  могут продуциро-
ваться непосредственно в исследуемых клетках.

Клетки линий H1299  и  H1299/RelA (линия со  ста-
бильной активацией RelA-субъединицы NF-kappaB) будут 
трансфицированы плазмидой, кодирующей наноантите-
ла к спектриновым доменам ACTN4 (nbACTN4). Мы рас-
считываем, что это приведет к нарушению димеризации 
и  связывания ACTN4  с  другими белками. Важным яв-
ляется то, что ген наноантител экспрессируется внутри 
самих клеток, что позволяет контролировать внутрикле-
точную локализацию путем внесения соответствующих 
сигнальных последовательностей.

Мы  сконструировали экспрессионные плазмиды, 
кодирующие наноантитела к  ACTN4  с  FLAG- и  6xHIS-
тегами для последующей визуализации и  геном устой-
чивости к  пуромицину. Мы  получили постоянные линии 
H1299  и  H1299/RelA, экспрессирующие nbACTN4-
FLAG. Далее планируется оценить внутриклеточ-
ную локализацию наноантител и  их  колокализацию 
с  ACTN4  с  помощью иммунофлуоресценции, а  также 
коиммунопреципитации. После этого мы  исследуем 
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влияние nbACTN4 на экспрессию NF-kappaB-зависимых 
генов. Для выявления физиологических эффектов функ-
ционального подавления ACTN4 будут проведены тесты 
на  скорость пролиферации и  миграции. На  следующем 
этапе мы планируем внести в последовательность нано-
антител NLS и NES для изучения результатов супрессии 
ACTN4 отдельно в ядре и цитоплазме.

Работа выполняется при поддержке гранта РНФ 
№ 14.W03.31.0029.
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Описторхоз, вызванный паразитированием коша-
чьей двуустки Opisthorchis felineus в  гепатобилиарной 
системе рыбоядных млекопитающих и  человека, широ-
ко распространен на  территории Западной Сибири. Это 
заболевание сопровождается структурно-функциональ-
ными нарушениями в печени, включая воспаление, пери-
дуктальный фиброз, а  также преканцерогенными изме-
нениями эпителия желчных протоков.

Существует гипотеза, что паразит-специфические ок-
систеролы, содержащиеся в  экскреторно-секреторном 
продукте гельминтов, способны вызывать в клетках эпи-
телия окислительные повреждения в  ДНК, приводящие 
к мутациям в процессе ее репликации. В результате на-
копления мутаций возникают преканцерогенные измене-
ния, например, неоплазия, способные привести к злока-
чественной трансформации.

Для изучения возможной роли окислительного стрес-
са при описторхозе, мы оценили накопление окислитель-
ных повреждений у хомячков через 1–18 месяцев после 
заражения и влияние антиоксидантов разного механиз-
ма действия (природного антиоксиданта ресвератро-
ла и  митохондриально-направленного антиоксиданта 
SKQ1 (10-(6'-Plastoquinonyl) decyltriphenylphosphonium) 
на состояние гепатобилиарной системы хомячков через 
1 и 3 месяца инфекции.

С  помощью иммуногистохимического и  иммунофер-
ментного анализов было оценено накопление маркеров 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) (малоновый ди-
альдегид и 4-гидроксиноненаль), окислительных повреж-
дений ДНК (8-гидрокси-2'-дезоксигуанозина) и маркеров 
воспаления в печени в зависимости от срока инфекции.

У  животных, получавших антиоксиданты, накопле-
ние маркеров ПОЛ в  печени было значительно сни-
жено, что свидетельствует об  уменьшении степени 
проявления окислительного стресса в  тканях. С  по-
мощью полуколичественного анализа гистологиче-
ских препаратов и  биохимии сыворотки крови, было 
выявлено положительное влияние антиоксидантов 

на структурные-функциональное состояние печени. С по-
мощью метода ПЦР в реальном времени были оценены 
уровни мРНК генов ферментов, участвующих в развитии 
воспалительного ответа и фиброгенеза, которые снижа-
лись под действием антиоксидантов.

Таким образом, активные формы кислорода играют 
значимую роль в развитии неоплазии холангиоцитов при 
описторхозе. Антиоксиданты, вне зависимости от меха-
низма их  действия, оказывают благоприятное влияние 
на состояние печени за счет снижения воспаления и сте-
пени неоплазии холангиоцитов.

Работа выполнена в рамках РФФИ (19-34-90060).
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Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (ГАФД)  — 
один из  мажорных белков клетки, фермент, задейство-
ванный в 6-ой стадии гликолиза. Помимо участия в гли-
колизе ГАФД может выступать в роли транскрипционного 
фактора, сенсора окислительного стресса, способна вли-
ять на  везикулярный транспорт, индуцировать апоптоз 
и многое другое. При повреждении клеток внутриклеточ-
ные белки могут оказываться в межклеточном простран-
стве. Ранее на примере болезни Хантингтона мы показа-
ли, что внеклеточная ГАФД способна вызывать апоптоз 
в  соседних неповреждённых клетках. Таким образом, 
появление экзогенной ГАФД в межклеточном простран-
стве может ускорять процесс нейродегенерации. При 
черепно-мозговой травме гликолитический фермент 
в  спинномозговой жидкости является одним из  факто-
ров вторичных повреждений мозга, развивающихся в те-
чение длительного времени после травмы. В настоящий 
момент терапия посттравматического состояния сводит-
ся к минимизации последствий первичных повреждений. 
При этом негативное влияние вторичных повреждений 
может сказываться на  здоровье пациента через меся-
цы после травмы. Реабилитационная терапия, направ-
ленная на  купирование вторичных повреждений, могла 
бы  существенно улучшить качество жизни пациентов. 
Целью данной работы является изучение механизмов 
влияния экзогенной ГАФД на индукцию апоптоза клетки.

В  ходе работы в  среду для культивирования клеточ-
ной линии нейробластомы человека SH-SY-5Y мы вноси-
ли экзогенную ГАФД в конечной концентрации 25 мкг/
мл. Нами была прослежена динамика проникновения 
белка в  клетку и  образования в  ней цитотоксических 
агрегатов как в цитоплазме, так и в ядре. Мы показали, 
что экзогенная ГАФД при входе в цитоплазму способна 
связываться с белком SIAH1, транспортируя его в ядро. 
SIAH1  — убиквитин-лигаза, транскрипционный фактор, 
участвующий в  апоптозе клетки. Нами было показано, 
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что после внесения экзогенной ГАФД в среду наблюда-
ется повышение уровня экспрессии проапоптотических 
генов BAX, p21 и PUMA.

В  результате, мы  показали возможные механизмы 
индукции апоптоза экзогенной ГАФД. Эти пути могут 
стать мишенью в  ходе терапии вторичных поврежде-
ний клеток головного мозга. Выявление и  изучение но-
вых механизмов цитотоксического влияния экзогенной 
ГАФД в перспективе может повысить эффективность ре-
абилитационной терапии последствий черепно-мозговой 
травмы и нейродегенеративных заболеваний.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
№ 20-315-70049.
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Процесс имплантации представляет собой прикрепле-
ние эмбриона к  стенке матки материнского организма. 
Дальше развиваются только прикрепившиеся эмбрионы. 
После установления первичного контакта с  люминаль-
ным эпителием эмбрион внедряется в стенку матки. В это 
время эмбрион активно взаимодействуют с  клетками 
эндометрия. Не  все эмбрионы успешно имплантируют-
ся. Неудачное прохождение имплантации — это причина, 
большинства спонтанных абортов у человека. Для изуче-
ния имплантации и  нарушений ее  при патологии, важно 
приближенное к  условиям in  vivo моделирование им-
плантации. На данный момент развитие эмбриона мыши 
in vitro от стадии бластоцисты до имплантации и форми-
рования зародышевого цилиндра было показано с  ис-
пользованием различных субстратов для прикрепления, 
но ни один из них не включал клетки эндометрия мыши.

Цель этой работы — создание новой модели имплан-
тации эмбриона мыши in vitro на субстрат на основе кол-
лагенового геля и  первичных культур клеток эпителия 
и стромы эндометрия мыши. Такая модель позволит изу-
чать взаимодействие эмбриона и клеток эндометрия, что 
определяет имплантацию эмбриона in vivo, и влияние кле-
ток эндометрия на развитие прикрепленного эмбриона.

На  подготовительной стадии работы был сконструи-
рован модельный субстрат на основе коллагенового геля 
и первичных культур клеток эпителия и стромы эндоме-
трия мыши. Потом мы показали прикрепление бластоци-
сты мыши к модельному субстрату и развитие эмбриона 
до  стадии зародышевого цилиндра. Зародышевый ци-
линдр был охарактеризован морфологически и по лока-
лизации экспрессии маркеров, специфичных для эпи-
бласта, экстраэмбриональной эктодермы и примитивной 
энтодермы: Oct4, Eomes. Также мы разработали прото-
колы выделения чистых культур люминального эпителия 
и стромы матки мыши.

Таким образом, была создана новая модель для из-
учения развития эмбрионов мыши в  околоимплантаци-
онные сроки. Модель можно использовать для изуче-
ния влияния на  имплантацию химических, физических 
и  биологических факторов, взаимодействия эмбриона 
с клетками эндометрия и патологических изменений эм-
бриона или клеток эндометрия, которые препятствуют 
имплантации.

Работа была выполнена в  рамках Госзадания ИБР 
РАН.
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SASH1  является белком, содержащим домены SAM 
и  домен SH3, которые преимущественно обнаружива-
ются в сигнальных и адаптерных молекулах. Для некото-
рых типов опухолей SASH1 рассматривается в качестве 
опухолевого супрессора: в  карциномах молочной желе-
зы и толстой кишки обнаружено выраженное снижение 
экспрессии SASH1 по сравнению с нормальной тканью. 
С  использованием конфокальной микроскопии нами 
было проведено иммунофлюоресцентное исследование 
распределения SASH1  в  культурах нормальных эпите-
лиоцитов IAR-2  и  IAR-20, трансформированных in  vitro 
эпителиальных клеток линии IAR-6-1, а  также эпители-
оцитов линии рака толстой кишки НТ-29. Нормальные 
(IAR-20  и  IAR-2) и  опухолевые (НТ-29) эпителиальные 
клетки образовывали стабильные линейные межкле-
точные адгезионные контакты (АК), которые были ассо-
циированы с  кольцевыми актиновыми пучками. В  этих 
клетках SASH1  колокализовался с  кольцевыми пучка-
ми и  линейными АК, в  то  время как в  ламеллиподиях 
SASH1  не  детектировался, в  отличии от  кортактина. 
Под воздействием EGF клетки IAR-20  и  НТ-29  прохо-
дили эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП), 
который в  культурах НТ-29  и  IAR-20  имел существен-
ные различия. Так, при прохождении ЭМП, клетки IAR-
20  утрачивали стабильную межклеточную адгезию, 
но сохраняли аккумуляцию Е-кадхерина в нестабильных 
радиальных АК, ассоциированных с  прямыми актино-
выми пучками. В  таких контактах аккумулировался как 
SASH1, так и кортактин. В ламеллиподиях, как на актив-
ном крае мигрирующих клеток, так и в зонах межклеточ-
ного взаимодействия, SASH1, в  отличии от  кортактина, 
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не  детектировался. SASH1  также присутствовал в  ра-
диальных Е-кадхериновых АК  трансформированных 
эпителиоцитов IAR-6-1. При прохождении ЭМП клетка-
ми НТ-29, происходило полное разрушение АК  и  эндо-
цитоз Е-кадхерина, что приводило к  утрате стабильной 
межклеточной адгезии. Мы  наблюдали исчезновение 
SASH1 из зон межклеточного взаимодействия. Таким об-
разом, SASH1 ассоциирован с актиновыми пучками нор-
мальных и  трансформированных эпителиоцитов, в  том 
числе с  актиновыми пучками АК. Значение SASH1  для 
структур межклеточной адгезии нормальных и  опухоле-
вых клеток требует дальнейшего изучения.

Работа поддержана грантом РФФИ № 18-54-16005.
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Транскрипционный фактор NF-kB  играет ведущую 
роль в  формировании врожденного иммунного ответа, 
в  частности, при инфекции вируса гриппа. При его уча-
стии ценой гибели инфицированных клеток ограничива-
ется репродукция вируса. С  другой стороны, активация 
NF-kB  выгодна вирусу и  необходима для продукции ви-
русного потомства.

Поскольку одним из  этапов активации NF-kB  явля-
ется метилирование RelA/p65  лизинметилтрансфера-
зой SET7/9 (ЛМТ), мы считаем, что ЛМТ может влиять 
на экспрессию вирусных белков.

Мы  оценивали уровни экспрессии нуклеопротеина 
(NP) и гемагглютинина (HA) вируса гриппа в различных 
клеточных линиях карциномы легкого человека.

Работа проводилась in  vitro в  культурах клеток 
А549 и H-1299, интактных и трансфецированных плаз-
мидой pRc/CMV-RELA для получения сверхэкспрессии 
p65. Клетки инфицировали штаммами вируса гриппа А: 
A/PuertoRico/8/34(H1N1) и A/Kurgan/5/05 (Н5N2).

К клеткам А549 добавляли синтетический ингибитор 
Set7/9 (R) –PFI-2, после чего их заражали вирусом грип-
па A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) в дозах 1 — 106 TCID50. 
Клетки H-1299, интактные и с повышенной экспрессией 
p65, заражали вирусом гриппа A/Kurgan/5/05. Через 
72  часа оценивали в  них содержание гемагглютинина 
(HA) нуклеопротеина (NP) при помощи метода микро-
культурального ИФА (м-ИФА).

Результаты. Мы  наблюдали снижение продукции 
белка NP  на  один порядок при инфицировании клеток 
Н-1299/ pRc/CMV-RELA. HA в этих же клетках накапли-
валось на  2  порядка больше, чем в  интактной культуре 
Н-1299.

Ингибирование SET7/9 приводило к повышению про-
дукции NP  в  2–5  раз в  клетках А549, инфицированных 
дозами вируса 1, 10 и 100 TCD50, по сравнению с контро-
лем. При заражении другими инфекционными дозами ви-
руса гриппа подобный эффект не наблюдался. Продукция 
гемагглютинина при заражении клеток инфекционными 
дозами вируса гриппа 1-10 TCD50, напротив, снижалась 
при ингибировании SET7/9  по  сравнению с  контролем 
в 1,7–5 раз. Однако в клетках, инфицированных более вы-
сокими дозами вируса, экспрессия НА повышалась и в кон-
трольных, и в обработанных ингибитором (R)-PFI-2 клетках.

Обсуждение: Поскольку мы  наблюдаем схожую ре-
продукцию белка NP вируса гриппа в интактных клетках 
H-1299 и клетках A549 с ингибитором SET7/9, то мож-
но предположить, что они непосредственно взаимодей-
ствуют между собой при вирусной инфекции. Поскольку 
субъединица p65  является непосредственной участни-
цей действия NF-kB  фактора, то  схожесть полученных 
данных может указывать на влияние ЛМТ SET7/9 на ак-
тивацию NF-kB при гриппозной инфекции.
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Описторхоз, обусловленный инфекцией трематоды 
Opisthorchis felineus, один из  наиболее распространен-
ных гельминтозов человека в  РФ. Описторхи паразити-
руют в желчевыводящих путях и вызывают дисфункцию 
печени. Заболевание характеризуется длительным тече-
нием и приводит к холангиостазу, хроническому воспале-
нию, холангио и  перидуктальному фиброзу печени. Как 
длительно текущее заболевание, описторхоз оказывает 
системное воздействие на организм, однако его участие 
в развитии почечной патологии не изучено.

Целью работы было структурно-функциональ-
ное исследование почек хомячка при хроническом 
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экспериментальном описторхозе. Были исследованы ги-
стологические изменения почек и уровни биохимических 
маркеров почечной патологии у сирийского хомячка, за-
раженного метацеркариями O. felineus в динамике хрони-
ческого описторхоза от 1 до 18 месяцев.

Уровень белка в  моче был повышен начиная 
с 1-го месяца инфекции в 15–30 раз по сравнению с не-
инфицированными животными. Увеличение креатинина 
в  сыворотке крови (в  1.37–3  раз) отмечали, начиная 
с 6-го месяца инфекции. Поскольку данные показатели 
указывают на  развитие почечной недостаточности, ис-
следовали изменения структуры ткани почек с помощью 
полуколичественного анализа гистологических срезов, 
окрашенных гематоксилин-эозином и  по  Ван-Гизону. 
Зависимость от  времени была проанализирована с  по-
мощью метода линейной регрессии.

Начиная с  первого месяца инфекции, на  гистологи-
ческих срезах почек наблюдали расширение простран-
ства капсулы Шумлянского-Боумена, наличие цилиндров 
в просвете канальцев коркового и мозгового слоев почки, 
при этом увеличение количества цилиндров согласно дан-
ным линейной регрессии коррелировало со сроком забо-
левания. Через 13 и 18 месяцев инфекции наблюдали вы-
раженный гломерулофиброз, затрагивавший до 95% всех 
клубочков. Для оценки механизмов развития почечной не-
достаточности была исследована концентрация маркера 
почечной патологии KIM-1, а  также проведено иммуно-
гистохимическое окрашивание срезов почек на  маркер 
окислительного повреждения липидов (4-гидроксиноне-
наль), маркеры воспалительной инфильтрации CD68, 
а также на суммарный антиген O. felineus.

Таким образом, впервые показано, что хронический 
описторхоз приводит к  развитию почечной недостаточ-
ности, усиливающийся от времени инфекции.

Работа поддержана грантом РНФ № 18-15-00098.
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Рак простаты является первым по  встречаемости 
злокачественным новообразованием у  мужчин и  вто-
рой по  распространенности причиной смерти мужчин 

во  всем мире. В  настоящее время выделено несколько 
типов опухолей простаты, отличающихся по своему про-
исхождению, морфологии и  клиническим проявлени-
ям. Существуют модельные системы для изучения рака 
простаты  — постоянные клеточные линии, полученные 
из разных очагов метастазирования опухолей. В нашей 
работе в  качестве модельных объектов были выбраны 
две клеточные линии — PC3 и 22Rv1, — различающиеся 
по  происхождению и  уровню экспрессии андрогеново-
го рецептора. Задачей данной работы стало выявление 
иммунофенотипических особенностей этих клеточных 
линий, которые, возможно, соответствуют различным 
типам опухолей предстательной железы. Мы  оценили 
митотический индекс (МИ), экспрессию маркера проли-
ферации Ki-67  и  накопление в  фазе G2/M  клеточного 
цикла в  ответ на  классические митостатики у  этих кле-
точных линий, а  затем сравнили их  иммунофенотипы. 
В  результате получили разную скорость пролиферации 
клеток PC3 и 22Rv1: МИ составил 3,8% для PC3 и 0,5% 
для 22Rv1. Процент клеток, положительных по Ki-67 был 
оценен с  помощью проточной цитометрии и  составил 
93,1% для PC3 и 12,6% для 22Rv1. На исследованных 
линиях был протестирован протокол анализа клеточно-
го цикла и  апоптоза, применимый для моделирования 
влияния различных веществ на  эти процессы. Анализ 
накопления клеток в фазе G2/M в ответ на паклитаксел 
и  нокодазол выявил разные пороговые митостатиче-
ские концентрации: для PC3  она составила 30  нМ  (па-
клитаксел) и  300  нМ  (нокодазол), в  то  время как для 
22Rv1  10 нМ  (паклитаксел) и  100  нМ  (нокодазол). 
Клетки PC3  имели иммунофенотип: CD54++/CD29++/
CD44++/CD38++/CD166+/CD205+-/CD24+-/
CD146+-/CD90-/CD57-/CD133-/CD10-/CD13-/
CD16-. Клетки 22Rv1  имели иммунофенотип: CD54+/
CD29+/CD44+/CD38+/CD166+/СD24+/CD205+-/
CD146+-/CD90-/CD57-/CD133-/CD10-/CD13-/
CD16-. Основные различия заключались в  уровне экс-
прессии молекул адгезии (CD54, CD29, CD44). Таким 
образом, для моделей агрессивного и индолентного рака 
простаты были выявлены различия в уровне пролифера-
ции, пороговой чувствительности к  митостатикам и  по-
верхностном иммунофенотипе.

Работа была поддержана грантом РФФИ 
#17-54-33009.
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Фокальные контакты (ФК) обеспечивают физическую 
связь между актиновыми микрофиламентами и внекле-
точным матриксом и, как следствие, способность клеток 
к миграции. ФК образуются в ответ на акто-миозиновое 
сокращение. Фосфорилирование миозина и дальнейшую 
контрактильность обеспечивают киназы ROCK и MLCK.

В работе были проанализированы площадь и средняя 
интенсивность флуоресценции (CИФ) ФК в норме и при 
подавлении миозин II-фосфорилирующих киназ ROCK 
и MLCK (10 мкМ Y27632 и 10 мкМ ML-7). Фибробласты 
3Т3  и  клетки остеосаркомы человека U2OS с  постоян-
ной экспрессией структурного белка ФК винкулина, конъ-
югированного с  RFP снимали в  режиме цейтраферной 
съемки с интервалом 5 минут в течение 8 ч. Данные пред-
ставлены в виде медианы и разброса, статистически до-
стоверные отличия по критерию Манна-Уитни (р<0.05).

В  клетках культуры 3Т3  площадь фокальных кон-
тактов до  воздействия Y27632  составляет 0.85  мкм2 
(0.08–5.45, n=93), после воздействия  — уменьшается 
в  2.4  раза до  0.35  мкм2 (0.14–0.77, n=48). В  присут-
ствии ML-7 площадь ФК уменьшается в 2 раза с 0.9 мкм2 
(0.13–8.34, n=118) до 0.45 мкм2 (0.09–1.68, n=100).

СИФ до  воздействия Y27632  — 2636  усл.ед.фл. 
(577.2–6259, n=93), при ингибировании киназы ROCK 
уменьшается до  2073  усл.ед.фл. (1034–3362, n=48). 
В присутствии ML-7 СИФ не изменяется.

В клетках остеосаркомы человека U2OS площадь фо-
кальных контактов до  воздействия Y27632  составляет 
1.1 мкм2 (0.2–9.06, n=231), после воздействия — умень-
шается в 2.4 раза до 0.45 мкм2 (0.13–1.21, n=59). При 
подавлении активности киназы ML-7 площадь ФК умень-
шается с  0.96  мкм2 (0.16–8.48, n=323) до  0.75  мкм2 
(0.2–4.06, n=313).

СИФ до  воздействия Y27632  — 3085  усл.ед.фл. 
(103.7–10751, n=231), при ингибировании киназы 
ROCK уменьшается до  1565  усл.ед.фл. (3.24–4261, 
n=49). В присутствии ML-7 СИФ не изменяется.

Таким образом ингибирование киназы ROCK при-
водит к разборке ФК и диссоциации винкулина из зоны 
ФК  как нормальных, так и  в  опухолевых клетках. 
При подавлении активности киназы MLCK площадь 

ФК  уменьшается при сохранении общего количества 
белка в ФК в обеих клеточных линиях.
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Актуальность. Рак предстательной железы (РПЖ) по-
прежнему остаётся наиболее распространённым видом 
рака среди мужского населения  [1]. Андрогеновый ре-
цептор (АR) и его лиганды играют ключевую роль в гормо-
нальном канцерогенезе предстательной железы (ПЖ) [2]. 
Оба подтипа рецептора эстрогенов: ERα и  ERβ широко 
представлены в  тканях ПЖ, повышенная экспрессия 
ERα и  регулируемых им  генов может указывать на  спо-
собность гормон-рефрактерных опухолей ПЖ  обходить 
андроген-зависимый путь с  использованием эстрогенов 
и прогестинов для собственного роста. Имеются данные 
о вовлечённости рецептора прогестерона (PR) в прогрес-
сию РПЖ, однако его роль остаётся малоизученой [3].

Цель. Изучение экспрессии AR, PR, ER, транскрипци-
онных факторов NF-κB p65 и p50, HIF-1α, HIF-2α, росто-
вых факторов VEGF, CAIX, VEGFR в ткани больных РПЖ 
и пациентов с доброкачественной гиперплазией.

Материалы и  методы. В  исследование включены 
97  пациентов, получавших лечение в  отделении общей 
онкологии НИИ онкологии Томского НИМЦ. Группа паци-
ентов с РПЖ представлена 55 мужчинами, 42 пациента 
имели доброкачественную гиперплазию предстательной 
железы (ДГПЖ). В исследовании использовались образ-
цы гиперплазированной и опухолевой ткани, полученных 
при проведении диагностической биопсии. Экспрессию 
рецепторов и факторов определяли с помощью ОТ-ПЦР 
в режиме реального времени.

Выводы. В  исследовании зафиксирована повышен-
ная экспрессия транскрипционных факторов HIF и  NF-
κB  при пониженной экспрессии PR  в  ткани РПЖ, что 
подтверждает данные о  его онкосупрессивной роли  [3]. 
Отмечена значимость PR в развитии патологии простаты 
при низких значениях экспрессии мРНК AR. Заключение. 
Полученные данные указывают на  значимость ассоциа-
ции PR/AR в развитии опухолевой патологии ПЖ.

Литература:
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Височная эпилепсия (ВЭ)  — одна из  самых тяже-
лых, трудно поддающихся лечению форм эпилепсии. 
Клинические наблюдения показывают, что 30–50% па-
циентов с  ВЭ  в  детском возрасте перенесли фебриль-
ные судороги. Нарушение баланса между тормозными 
и возбуждающими системами в различных отделах моз-
га считается основным патогенетическим механизмом 
ВЭ. Метаботропные рецепторы глутамата, являющиеся 
модуляторами работы глутаматергического синапса, 
рассматриваются как перспективная мишень для поиска 
новых способов лечения ВЭ. Целью работы являлся ана-
лиз изменений экспрессии генов метаботропных рецеп-
торов глутамата I и  II групп в вентральной и дорзальной 
областях гиппокампа крыс в литий-пилокарпиновой мо-
дели эпилепсии и модели фебрильных судорог.

Для индукции литий-пилокарпиновых судорог 
крысам самцам линии Wistar в  возрасте 7–8  не-
дель вводили р-р  LiCl и  затем через 24  часа пило-
карпин (ПК). Контрольной группе крыс вводили физ. 
р-р  и  LiCl. Выделение образцов мозга проводили в  ла-
тентную фазу (на 3 и 7 сутки после судорог) и в хрониче-
скую фазу модели (на  60  сутки). Фебрильные судороги 
индуцировали нагреванием 11-дневных крысят теплым 
воздухом до  повышения их  ректальной температуры 
до 42–43 °C. В качестве контроля использовали крысят, 
которых на  аналогичное время изолировали от  матери 
и  интактных крысят. Выделение образцов мозга осу-
ществляли в возрасте 14 и 21 дня жизни. Исследование 
изменений экспрессии генов метаботропных рецепторов 
I группы (Grm1 и 5), опосредующих усиление эксайтоток-
сичности, и II группы (Grm3), опосредующими ее подавле-
ние, выполнено методом ОТ-ПЦР в реальном времени.

В  литий-пилокарпиновой модели изменения экс-
прессии генов рецепторов I  группы выявлены только 
в  латентную фазу: продукция мРНК Grm1  была сниже-
на на  3  сутки после судорог в  дорзальном гиппокампе 

и на 7 сутки в вентральном гиппокампе, экспрессия гена 
Grm5, напротив, увеличивалась в  обеих областях гип-
покампа на  3  сутки. Продукция мРНК Grm3 (II  группа) 
менялась и  в  латентную фазу (увеличение экспрессии), 
и в хроническую (снижение экспрессии).

После фебрильных судорог наиболее выраженные из-
менения экспрессии метаботропных рецепторов глутамата 
отмечались на  14  сутки жизни. Выявлено снижение экс-
прессия генов Grm1 и Grm5 в дорзальном гиппокамп и уси-
ление экспрессии гена Grm3 в вентральном гиппокампе.

Таким образом, обнаружены сходные изменения экс-
прессии генов метаботропных рецепторов I и II групп по-
сле литий-пилокарпиновых и фебрильных судорог.

Работа поддержана грантом РНФ № 16-15-10202.
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Кальций опосредует множество внутриклеточных 
процессов. Депо-управляемый кальциевый вход  — важ-
ный источник поступления кальция в цитоплазму клетки.

Основными участниками этого процесса являются 
сенсоры кальция —STIM1 и STIM2, а также депо-управ-
ляемые каналы Orai и TRPC.

Известно, что при опустошении депо каналы Orai на-
прямую активируются сенсорами STIM. Сведения об уча-
стии каналов TRPC в системе депо-управляемого входа 
на настоящий момент противоречивы.

Исследование посвящено взаимодействию меж-
ду белками STIM и  Orai с  эндогенными каналами 
TRPC1  и  их  роли в  активации каналов TRPC1  в  ответ 
на опустошение депо кальция.

Мы изучали на клетках HEK293 как отсутствие функ-
ционально активных белков Orai влияет на  свойства 
эндогенных депо-управляемых каналов TRPC1. Для это-
го мы  использовали следующие экспериментальные 
подходы: оверэкспрессия доминантно-негативных му-
тантов белков Orai, а  также нокдаун и  нокаут по  генам 
Orai1 и Orai3 при помощи миРНК и системы CRISPR-Cas9.

Мы  выяснили, что отсутствие функционально-актив-
ных белков Orai не убирает активность эндогенных кана-
лов TRPC1, однако отменяет их чувствительность в ответ 
на опустошение депо кальция.

Меняя концентрацию внеклеточного кальция и реги-
стрируя активность эндогенных каналов TRPC1  в  про-
водящих растворах бария и  натрия, мы  показали, что 
в физиологических условиях кальций необходим для ак-
тивации каналов TRPC1 в ответ на опустошение депо.

Также мы изучили влияние кальциевых сенсоров STIM 
на свойства эндогенных каналов TRPC1. Изменение уровня 
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экспрессии сенсоров STIM не влияло на селективность эн-
догенных каналов TRPC1. В  то  же  время оверэкспрессия 
кальциевого сенсора STIM2  восстанавливала чувстви-
тельность к  уровню кальция в  депо эндогенных каналов 
TRPC1 даже при полном отсутствии внеклеточного кальция.

Наши данные позволяют предполагать, что вход 
кальция через каналы Orai необходим для встраивания 
эндогенных депо-управляемых каналов TRPC1  в  плаз-
матическую мембрану, где они могут быть активированы 
кальциевыми сенсорами STIM. Оверэкспрессия сенсора 
STIM2 повышает базальный вход кальция в цитоплазму, 
таким образом, увеличивая число встроившихся в мем-
брану эндогенных каналов TRPC1.

Исследование было поддержано грантом РФФИ 
№ 19-315-90065 (А.В. Шалыгин, Д.О. Колесников) 
и  грантом РНФ № 19-14-00114 (А.Ю. Скопин, 
Л.Н. Глушанкова, С.В. Созонова, Е.В. Казначеева).
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Медиана выживаемости пациентов с  глиобластомой 
при лечении составляет 14–15 месяцев. В 60–90% образ-
цов в опухолевых клетках персистирует цитомегаловирус 
(ЦМВ). Было показано, что валганцикловир увеличивает 
выживаемость пациентов до 24 месяцев. Гипотеза: ЦМВ 
подавляет синтез аутофагосом путем РНК-интерференции 
и ингибирования ферментов, что снижает активность вну-
триклеточного противовирусного ответа.

Цель работы — изучить предполагаемые механизмы 
ингибирования аутофагии в клетках глиобластомы через 
ЦМВ-индуцируемую вирусную микроРНК.

Материалы и  методы. Иммунофлуоресценцией 
в биоптатах глиобластомы обнаруживали фосфорилиро-
ванную S6 киназу и IE1 и IE2 ЦМВ. Биоинформатический 
анализ микроРНК проводили по  TCGA, потенциальных 
мишеней  — по  STRING. Применяли культуры фибро-
бластов MRC5, астроцитов NHA, клеток глиобластомы 
U87, U118, U251, инфицированные ЦМВ в дозе 5 MOI 
или не инфицированные. Передачу микроРНК от клеток 
с ЦМВ подтверждали добавлением профильтрованного 
через 0,4 µМ и 0,22 µМ супернатанта к клеткам, транс-
фицированным LC3-GFP или PKH26. МикроРНК об-
наруживали с  помощью qRT-PCR, маркеры аутофагии 
и экзосом — вестерн-блота.

Результаты. В биоптатах не наблюдали колокализа-
цию аутофагии и экспрессии антигенов ЦМВ. Из 505 об-
разцов TCGA более распространена оказалась UL70-3P. 
Максимальное подавление аутофагии (накопление LC3-
1, анти-аутофагийной изоформы) в опытах по передаче 
вирусной микроРНК наблюдали на  48  ч, что коррели-
ровало с  уровнем UL70-3P. Ингибирование RAB27B 
(задействован в  биогенезе экзосом) снижало уровень 

про-аутофагийной LC3-II изоформы после передачи ми-
кроРНК интактным клеткам. После нокдауна RAB27B 
гена интенсивность флуоресценции PKH26+-клеток 
оказалась ниже, чем в  контроле. На  48  ч  при сравне-
нии инфицированных MRC5 (пермиссивная инфекция) 
и  U87 (непермиссивная) количество UL70-3P вырос-
ло в  12  раз в  U87, в  MRC5  оставалось неизменным  — 
это подтверждает связь UL70-3P с  непермиссивной 
инфекцией. Комбинация противовирусных препаратов 
(Валганцикловир, Цидофовир) и OLIGO ингибитора UL70-
3P приводит к снижению выживаемости клеток (U251 — 
на 36–57%, U118 — на 7–11%,) и уровня UL70-3P.

Выводы. Работа показывает, что в  глиобластоме 
ЦМВ способен подавлять аутофагию через передачу не-
опухолевым клеткам UL70-3P, предположительно, в со-
ставе экзосом (исследование продолжается), что может 
увеличивать миграционную и  инвазивную активность 
опухоли и ингибировать противовирусный ответ клетки.
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Введение. Остеогенная дифференцировка представ-
ляет собой сложный многоступенчатые процесс, регули-
руемый широким спектром факторов на разных уровнях. 
Сигнальный путь Notch, обеспечивающий межклеточные 
взаимодействия находящихся рядом клеток, является 
одним из  ключевых молекулярных каскадов, контроли-
рующим остеогенные процессы как в эмбриогенезе, так 
и во взрослом организме. Нарушение функционирования 
сигнального пути Notch приводит к патологиям развития 
аортального клапана, предрасполагающим его к  каль-
цификации. В основе процесса кальцификации створок 
аортального клапана лежит патологическая остеогенная 
дифференцировка интерстициальных клеток, конкрет-
ные механизмы которой остаются неясными.

Цель. Целью данного исследования является рас-
шифровка Notch-зависимых остеогенных процессов, ле-
жащих в основе патологической остеогенной дифферен-
цировки интерстициальных клеток аортального клапана.

Материалы и  методы. Первичные эндотелиальные 
и  интерстициальные клетки были изолированы из  ство-
рок аортального клапана здоровых доноров. Остеогенная 
дифференцировка была индуцирована добавлением 
среды, содержащей дексаметазон, β-глицерофосфат 
и аскорбиновую кислоту. Экспрессия интересующих генов 
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оценивалась методом количественной ПЦР. Сигнальный 
путь Notch был активирован путем трансдукции клеток 
лентивирусной конструкцией, несущей NICD  — активи-
рованный внутриклеточный домен рецептора Notch1. 
Были сконструированы репортерные люциферазные кон-
струкции для RBPJ, промоторов RUNX2 и SPP1, и мРНК-
специфичные шпильки на RBPJ и SNAIL2.

Результаты. Активация сигнального пути Notch в ин-
терстициальных клетках в  условиях остеогенной диффе-
ренцировки приводила к дозозависимому усилению актив-
ности промоторов RUNX2, SPP1 и RBPJ. Ингибирвоание 
активности RBPJ и  SNAI2  в  интерстициальных клетках 
клапана в  условиях остеогенной дифференцировки при-
водило к  снижению экспрессии проостеогенных мар-
керов, что выражалось в  пониженной эффективности 
остеогенной дифференцировки. Сокультивирование ин-
терстициальных клеток и  эндотелиальных с  пониженной 
активностью RBPJ и SNAI2 также приводило к ингибиро-
ванию остеогенной дифференцировки.

Выводы. Транскрипционная активность ключевых 
проостеогенных маркеров RUNX2  и  SPP1  находится 
под контролем сигнального пути Notch. Эффективность 
остеогенной дифференцировки интерстициальных кле-
ток аортального клапана человека дозозависимо регу-
лируется активностью сигнального пути Notch.

Исследование поддержано грантом РФФИ 
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У  людей с  ишемической болезнью сердца (ИБС) ос-
новным явлением, определяющим выраженность нару-
шений кровоснабжения органов и тканей, является акти-
вация тромбоцитов. В связи с этим, антитромбоцитарная 
терапия, в частности ацетилсалициловая кислота (АСК), 
является одним из главных компонентов медикаментоз-
ной терапии при ИБС. Однако у отдельных пациентов при 
лечении АСК сохраняется высокая агрегационная актив-
ность тромбоцитов, что обусловливает риск развития 
тромботических осложнений, в том числе после эндова-
скулярного вмешательства.

В  настоящее время большое внимание сосредото-
чено на  молекулах клеточной адгезии  — P-селектинах, 

которые участвуют в  процессах воспалительного отве-
та. Отмечается, что повышенный уровень экспрессии 
P-селектина способствует ускорению свертывания крови 
и может приводить к развитию ИБС, повышенному вос-
палительному ответу, и  как следствие резистентности 
к АСК с высоким риском неблагоприятных событий.

Цель работы. Анализ уровня экспрессии гена тромбо-
цитарного Р-селектина (SELP) у пациентов с ИБС.

Материалы и методы. Для оценки экспрессии матрич-
ной РНК (мРНК) Р-селектина в тромбоцитах использова-
лась богатая тромбоцитами плазма (БТП), полученная 
из цельной венозной крови, из которой выделяли тоталь-
ную РНК. Для анализа был использован метод ПЦР, со-
вмещенный с обратной транскрипцией (ОТ) и детекцией 
результатов в  режиме реального времени. В  качестве 
референсного гена выбран конститутивно экспрессиру-
ющийся в клетках ген GAPDH.

Результаты. Уровень относительной экспрессии был 
оценен у 18-ти пациентов с ИБС (стабильная стенокардия). 
Из  них для 11-ти  человек был проанализирован уровень 
экспрессии в 2-х точках: до проведения коронарного шун-
тирования (КШ) и через 7 дней после операции. По резуль-
татам исследования уровень экспрессии гена SELP ва-
рьировался среди пациентов до КШ: от 0,0006 до 0,510 
(ср.знач. 0,123±0,11) и  через 7  дней после операции: 
от 0,0078 до 0,632 (ср.знач. 0,240±0,18).

При анализе не было выявлено достоверных отличий 
в уровнях экспрессии мРНК гена SELP в группах пациен-
тов до и после КШ. В то же время, уровень экспрессии 
исследуемого гена у  каждого конкретного пациента по-
сле операции был выше по  сравнению с  соответствую-
щим показателем до оперативного вмешательства.

Заключение. По предварительным данным наблюдает-
ся некоторое повышение экспрессии гена Р-селектина по-
сле КШ, которое, на данный момент не является достовер-
но значимым. Полученные показатели могут объясняться 
особенностями популяции, особой регуляцией экспрессии 
гена, наличием полиморфизмов в гене Р-селектина у ана-
лизируемых пациентов. Таким образом, для достоверной 
оценки уровня экспрессии Р-селектина при ИБС необхо-
димо увеличить выборку пациентов, а также обследовать 
всех участников эксперимента на  наличие полиморфиз-
мов и других факторов, влияющих на изменение экспрес-
сионного профиля таргетного гена.
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Хронические миелопролиферативные неоплазии 
(ХМН) относят к клональным заболеваниям, которые ха-
рактеризуются неконтролируемой пролиферацией кле-
точных линий миелопоэза. Установлено, что драйверные 
мутации в генах JAK2 и CALR лежат в основе патогене-
за Ph-негативных ХМН и  наблюдаются у  90% больных. 
На сегодняшний день для диагностики мутаций в данных 
генах применяются различные молекулярно-генетиче-
ские методы: секвенирование по  Сэнгеру, аллель-спец-
ифическая ПЦР, фрагментный анализ и  т. д. Каждый 
из  этих методов имеет свои преимущества и  недостат-
ки при анализе соматических мутаций. Например, сек-
венирование по  Сенгеру и  фрагментный анализ имеют 
низкую чувствительность (от 10–25% и 5–10% присут-
ствия мутантного аллеля, соответственно); аллель-спец-
ифическая ПЦР в  свою очередь имеет ограниченные 
возможности для обнаружения многочисленных и разно-
образных мутаций в гене CALR.

В  то  же  время, существует удобный высокочув-
ствительный (от  2,5% мутантного аллеля) метод high 
resolution melting (HRM-анализ). Его используют для 
скрининга образцов ДНК на наличие герминальных и со-
матических мутаций всех типов, встречающихся с  раз-
ной частотой и разным уровнем аллельной нагрузки сре-
ди пациентов с  ХМН. При HRM анализе соматических 
мутаций амплификатор CFX96 (Bio-Rad, США) исполь-
зуют гораздо реже амплификаторов Light Cycler (Roche, 
Франция).

Цель данной работы  — скрининг соматических му-
таций в  генах JAK2  и  CALR у  пациентов с  ХМН мето-
дом HRM-анализа с  использованием амплификатора 
CFX96 для пациентов с диагнозом ХМН.

Для постановки HRM-анализа была взята ДНК 
от  5  JAK2 положительных (V617F) и  5  CALR положи-
тельных пациентов с  подтвержденным диагнозом ХМН 
и ранее определенными мутациями и уровнем аллельной 
нагрузки, которая была в диапазоне 5–50%. ПЦР-HRM 
проводили на  амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, США). 
Результаты HRM оценивали с  помощью программы 
Precision Melt Analysis™ (Bio-Rad, США).

После проведения кластерного анализа в программе 
Precision Melt Analysis была видна четкая разница между 
образцами дикого типа и  остальными образцами с  му-
тациями в исследуемых генах. Для гена CALR продукты 
амплификации разделились на 3 кластера: первый кла-
стер — кривые плавления ДНК дикого типа, второй кла-
стер — кривые плавления ДНК от образцов с мутациями 
по типу инсерции (c.1154_1155insTTGTC и сочетанная 
c.1128_1129insCTTTGCTT + c.1131_1133delAGA), тре-
тий кластер — кривые плавления от образцов с мутация-
ми по типу делеции (c.1092_1143del и c.1099_1150del). 
Для гена JAK2  продукты амплификации разделились 
на 6 кластеров. Первый кластер соответствовал кривым 
плавления ДНК дикого типа, а остальные пять — кривым 
согласно своей аллельной нагрузке: второй кластер — об-
разец с уровнем аллельной нагрузки 5%, третий — 15%, 
четвертый — 20%, пятый — 27%, шестой — 35%.

Исходя из полученных результатов, можно заключить, 
что HRM является простым и быстрым методом для скри-
нинга соматических мутаций в гене в генах JAK2 и CALR.
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Эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) — фун-
даментальный процесс, необходимый на эмбриональном 
этапе развития для формирования трёхслойного орга-
низма и  органогенеза, в  постнатальном периоде ЭМП 
задействован в  регенеративных процессах. Изучение 
ЭМП является важной задачей онкологии, так как ЭМП 
является ключевой программой опухолевой прогрессии, 
запускающей инвазию и  метастазирование раковых 
клеток. Нами были проанализированы ранние собы-
тия ЭМП на  модели нормальных эпителиоцитов IAR-20, 
обработанных эпидермальным фактором роста (EGF). 
Контрольные клетки формировали стабильные линейные 
адгезионные контакты (АК), ассоциированные с кольце-
вым актиновым пучком, и демонстрировали выраженный 
контактный паралич. При индукции ЭМП под действием 
EGF уже на начальных этапах происходили выраженные 
динамические изменения. Спустя 5 минут после добавле-
ния EGF в среду, на межклеточных границах наблюдалась 
разборка кольцевого актинового пучка и формирование 
актиновой сети в составе псевдоподий, происходила утра-
та контактного паралича, при этом линейные стабильные 
АК замещались нестабильными Е-кадхериновыми ради-
альными АК. Радиальные АК  колокализировались с  ме-
ханосенсорным белком зиксином, что свидетельствует 
о возникновении натяжения на межклеточных границах. 
Иммунофлуоресцентное окрашивание выявило во вновь 
образующихся псевдоподиях эндосомы, содержащие 
α-катенина. Эти эндосомы не  включали Е-кадхерин, что, 
возможно, говорит о разделении пула кадхеринов и кате-
нинов на ранних этапах ЭМП и выполнении ими разных 
функций в клетке. Так же на межклеточных границах уже 
через 5  минут после добавления EGF наблюдалось воз-
никновение ретроградного тока, который может быть во-
влечён в появление у эпителиальных клеток передне-зад-
ней полярности и стимуляцию миграционной активности. 
Результаты Вестерн-блотинга показали, что после стиму-
ляции ЭМП возрастало фосфорилирование белка EPLIN, 
связанного с кольцевым актиновым пучком, что приводит 
к убиквитинилированию EPLIN и его деградации. Мы пред-
полагаем, что фосфорилирование EPLIN влечет за собой 
разборку кольцевого актинового пучка, а высвобождаю-
щийся мономерный актин идет на построение актиновой 
сети псевдоподий на межклеточных границах. Таким об-
разом, ранние этапы ЭМП не ограничиваются событиями 
на свободном крае клеток, но и включают в себя динами-
ческие изменения на межклеточных границах.
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Актуальность. Рабочая среда медицинских работ-
ников НМИЦ онкологии им.  Н.Н. Блохина, реализую-
щих химиотерапевтическое лечение онкопациентов, 
загрязнена препаратами, многие из  которых являются 
вероятными канцерогенами, а  14  — доказанными  [1]. 
Ежедневная экспозиция к  этим препаратам повышает 
риск онкологических заболеваний, нарушает репродук-
тивную функцию, приводит к развитию цитотоксических 
эффектов  [2]. Однако оценка влияния химиотерапевти-
ческих препаратов на  персонал Онкоцентра до  настоя-
щего времени проведена не была.

Цель исследования: оценить уровень генотоксиче-
ских повреждений у медицинских работников, реализую-
щих химиотерапию онкопациентов.

Материалы и методы. Проводили забор крови у ме-
дицинских работников и  контрольной группы, не  кон-
тактирующей с  химиотерапевтическими препаратами, 
в  трех значимых временных точках: до  отпуска (ДО), 
первый рабочий день после отпуска (ПО) и через месяц 
после отпуска (МПО). Двунитевые разрывы ДНК оцени-
вали методом ДНК-комет, структурные нарушения хро-
мосом — микроядерным (МЯ) тестом.

Результаты и  обсуждение. По  результатам 
ДНК-комет, у  57% медицинских работников в  точке 
ДО и у 43% в точке МПО, индекс повреждений (ИП) был 
статистически значимо повышен относительно ИП П О. 
В  контрольной группе наблюдали увеличение числа 
ДНК-комет ДО у 50%, что связано с особенностями об-
раза жизни участников исследования. В МЯ тесте у 50% 
работников отмечен статистически значимый уровень 
МЯ  в  двуядерных клетках ДО, и  снижение данного по-
казателя ПО с сохранением на том же уровне или ниже 
в точке МПО. В контрольной группе во всех точках коли-
чество МЯ было меньше 5%.

Таким образом, постоянный долговременный кон-
такт с  химиотерапевтическими препаратами в  рамках 
осуществления профессиональной деятельности при-
водит к появлению генотоксических повреждений и хро-
мосомным нарушениям у  медработников, что потенци-
ально повышает риск развития у  них онкологических 
заболеваний.
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Поиск новых соединений, оказывающих цитоток-
сический и/или цитостатический эффект на  опухо-
левые клетки, представляет собой перспективную 
задачу для современной науки. В  частности, многообе-
щающими претендентами являются ингибиторы киназы 
гликогенсинтазы-3β (GSK-3β)  [1], так как в  патологии 
данный фермент регулирует процессы возникновения 
рака молочной железы, поджелудочной железы, проста-
ты и других злокачественных новообразований [2].

Целью данной работы явилось изучение воздействия 
нового класса ингибиторов GSK-3β на основе 3-циано-4-
метил-2,6-диоксопиридинового скаффолда на  опухоле-
вые клетки.

Исследуемые соединения были синтезированы 
в НИЛ органического синтеза и ЯМР-спектроскопии НИУ 
«БелГУ». Согласно данным ELISA-анализа, ингибиторы 
способны подавлять активность киназы в концентрациях 
0,28 мкм/л и 1 мкм/л для 3-OH и 4-O-CH3 производных 
скаффолда соответственно. Исследования проводили 
на  клетках аденокарциномы человека MCF-7, клетки 
культивировали в 96-луночном планшете в среде DMEM 
с 5% содержанием FBS в течение 72-х часов. В опытные 
группы были добавлены 3-ОН  и  4-O-CH3  производные 
в концентрациях 1, 5, 10, 20, 30, 50 мкм/л. Для оцен-
ки жизнеспособности использовали метод окрашивания 
клеток кристаллическим фиолетовым, оптическую плот-
ность раствора определяли на  Multiskan FC. Для стати-
стического анализа полученных данных использовали 
U-критерий Манна-Уитни.

После культивирования клеток с 3-OH производным 
в концентрации 5 мкм/л в течение 48 ч. показатель кле-
точной жизнеспособности достоверно (p≤0.05) увели-
чился на 29,8%, при 50 мкм/л — уменьшился на 20,2%; 
с  4-O-CH3  производным в  концентрации 50  мкм/л  — 
уменьшился на 15,2%.

После культивирования клеток с 3-OH производным 
в концентрации 1, 5, 30 и 50 мкм/л в течение 72 ч. по-
казатель жизнеспособности достоверно (p≤0.05) умень-
шился на 20,6%, 21,3%, 24,8% и 30,7% соответственно.

Полученные данные свидетельствуют о  перспектив-
ности использования нового класса ингибиторов GSK-
3β на  основе 3-циано-4-метил-2,6-диоксопиридинового 
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скаффолда для разработки химиотерапевтических пре-
паратов и необходимости дальнейшего изучения.
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Многие заболевания человека и  животных связа-
ны с  агрегацией белков, частности с  образованием 
упорядоченных фибриллярных агрегатов (амилоидов) 
и их инфекционных вариантов (прионов), отличительной 
особенностью которых является способность распро-
страняться между клетками и  организмами. Прионные 
белки также обнаружены у  низших эукариот, таких как 
дрожжи Saccharomyces cerevisiae. Дрожжи активно ис-
пользуются как модель для изучения общих механизмов 
образования и передачи прионов. Наиболее хорошо из-
учен прион [PSI+], образуемый белком Sup35 (фактором 
терминации трансляции).

Гомологи белка Sup35  из  других видов дрожжей 
(или их прионные домены) могут агрегировать в клетках 
S. cerevisiae, и некоторые из них индуцируют формиро-
вание прионной формы эндогенного белка Sup35, хотя 
при сильной дивергенции белков этот процесс затруд-
нён из-за  так называемого «видового барьера». При 
этом, возможность межвидовой передачи прионных 
свойств не  обязательно коррелирует со  степенью эво-
люционного родства видов дрожжей и  уровнем иден-
тичности белковых последовательностей. В  частности, 

при отсутствии индукции приона Sup35  S. cerevisiae 
пронными доменами дрожжей Naumovosima castellii 
и  Lachancea kluyveri, наблюдается индукция приона 
Sup35  S. cerevisiae прионным доменом более удалён-
ного вида Ogataea methanolica. Мы  предполагаем, 
что белок O. methanolica индуцирует конверсию белка 
Sup35 S. cerevisiae в прион по механизму вторичной ну-
клеации (через взаимодействие неидентичных последо-
вательностей со сходными свойствами).

Мы также показали, что параметры агрегации бел-
ка Sup35 зависят от клеточного окружения. Например, 
прионный домен белка Sup35  из  эволюционно уда-
ленного вида дрожжей Lachancea klyuveri образует 
преимущественно точечные агрегаты при сверхпро-
дукции в клетках S. cerevisiae, тогда как сверхпродук-
ция эндогенного белка Sup35  S. cerevisiae, как было 
показано ранее, первоначально приводит к образова-
нию ленточных структур, представляющих собой про-
межуточную стадию формирования приона. Однако 
в клетках L. kluyveri, прионный домен Sup35 L. kluyveri 
формирует как точечные, так и  ленточные агрегаты. 
Таким образом, формирование ленточных структур 
происходит при агрегации белка в  клетках того же, 
но не другого вида.

Выяснение механизма возникновения и  распро-
странения гетерологичных прионов с  использованием 
дрожжевой модели способствует пониманию основ рас-
пространения прионов в других организмах, а также раз-
работке мер для выявления и лечения амилоидных и при-
онных заболеваний человека.

Работа выполняется при поддержке гранта РНФ 18-
74-00041  и  при технической помощи ресурсных цен-
тров «ЦКП ХРОМАС», «Биобанк» и  «РМиКТ» Научного 
парка СПбГУ.
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Одним из  наиболее распространенных и  тяжелых 
осложнений сахарного диабета (СД) является диабе-
тическая нефропатия (ДН). У больных СД второго типа 
диабетическая нефропатия занимает третье место сре-
ди причин смерти после заболеваний сердечно-сосуди-
стой системы и онкологических патологий. Причинами 
ДН  могут быть как повреждения артериол, так и  по-
вреждения фильтрующих структур в почке. Полученные 
экспериментальные и  клинические данные убедитель-
но доказывают, что основополагающую роль в  раз-
витии диабетической нефропатии играет гибель подо-
цитов  — эпителиальных клеток, образующих щелевую 
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диафрагму в  гломеруле. Изучение нарушений работы 
ионных каналов в подоцитах при ДН — актуальная зада-
ча, которая может позволить выделить перспективные 
мишени для коррекции данной патологии.

Основное внимание в  нашем исследовании было 
уделено влиянию СД  второго типа у  крыс на  кальцие-
вый гомеостаз в  изолированных клубочковых подоци-
тах. Для индукции диабета второго типа крысам линии 
Wistar в  течение 15  недель давали диету с  высоким 
содержанием жира и  одноразовую инъекцию 20  мг/
кг стрептозотоцина через 9 недель. Этот протокол при-
вел к  нарушению толерантности к  глюкозе у  крыс, по-
вышению уровня глюкозы, повышению креатининового 
клиренса. Для приведенных исследований гломерулы 
крыс были выделены по  стандартному протоколу про-
сеивания и нанесены на стеклянные покровные стекла, 
покрытые полилизином. Далее эти гломерулы были за-
гружены в растворе, содержащем 2 мкМ флуоресцент-
ного индикатора кальция Fura-2  AM  в  течение 50  ми-
нут. Изменения цитоплазматической концентрации Ca2+ 
были измерены с помощью отношения интенсивностей 
флуоресценции зонда при 340- и  380-нм  возбуждаю-
щей длины волны. Используя флуоресцентный метод, 
было показано, что подоциты в  гломерулах от  крыс 
с  СД  второго типа имеют более низкий уровень входа 
Ca2+, в ответ на опустошение Ca2+ депо, вызванное при-
менением 2 мкМ тапсигаргина (ΔF: 0,49 ± 0,03 против 
0,38 ± 0,02 а. е. для контрольных крыс и крыс с СД вто-
рого типа соответственно). В  то  же  время базальный 
уровень внутриклеточного кальция и вход кальция, ин-
дуцированный ангиотензином II, не  изменился (Fbasal: 
0,61 ± 0,01 против 0,6 ± 0,01 и ΔF: 0,13 ± 0,01 против 
0,16 ± 0,01, для контрольных крыс и крыс с СД второго 
типа соответственно).

Таким образом, были получены результаты, что 
СД второго типа влияет на депо-управляемый вход каль-
ция в  подоцитах. Следовательно, в  условиях паталогии 
в  подоцитах наблюдаются нарушения в  кальциевом го-
меостазе. Такие изменения могут приводить к  отклоне-
ниям в  работе клубочкового фильтрационного барьера 
и развитию ДН.

Работа поддержана грантами РНФ 19-14-
00114 и РФФИ № 19-315-90065.
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Получен ряд ассоциативных связей полиморфизма 
генов цитокинов, продуцируемых разными видами кле-
ток иммунной системы, с  развитием бронхиальной аст-
мы (БА). Интерлейкин-13 участвует в аллергическом вос-
палении, повышении гиперчувствительности бронхов, 
уровня эозинофилов и продукции IgE B-клетками, что де-
лает перспективным изучение полиморфизмов IL13 при 
БА в зависимости от характера развития заболевания.

Цель: оценить ассоциацию между rs1800925  IL13 
и Б А  с  различным уровнем контроля и  степенью тяже-
сти заболевания у детей европеоидного происхождения 
Восточной Сибири.

Группу обследуемых составили дети, страдаю-
щие бронхиальной астмой: тяжелая/среднетяжелая 
БА  с  неконтролируемым течением заболевания (НБА, 
n=107) и  среднетяжелая БА  с  контролируемым тече-
нием заболевания (КБА, n=95) и  популяционная вы-
борка г.  Красноярска (n=135). Выделение ДНК прово-
дилось сорбентным методом, генотипирование IL13 
(rs1800925) осуществлялось при помощи метода 
RT-PCR. Сравнение частот аллелей и  генотипов прово-
дили с  помощью online-калькулятора, теста χ-квадрат. 
Отношение шансов (ОR) с 95 %-ным доверительным ин-
тервалом (ДИ) проводилось для связи генетических мар-
керов с фенотипами патологии.

Показано, что частота генотипа СТ у больных средне-
тяжелой неконтролируемой БА  статистически значимо 
выше, чем в контрольной группе (46,6% / 36,3%, 1,51 
(1,03–2,19), р=0,033). Получены статистически значи-
мые отличия при сравнении частоты генотипа ТТ между 
группой с тяжелой БА и группой контроля (15,5% / 6,7%, 
OR  1,65 (1,06–2,56), р=0,027). Таким образом, можно 
предположить, что генотип СТ ассоциирован со средне-
тяжелой неконтролируемой БА, а генотип ТТ ассоцииро-
ван с тяжелой БА. Полученные нами данные согласуются 
с результатами других авторов. Так, Liu Z. et al. выявили 
ассоциацию между rs1800925 IL13 и риском развития 
БА у детей, так как генотипы CT и TT встречались чаще 
в  группе больных. Radhakrishnan A. et  al., исследовав 
rs1800925  IL13 у взрослого населения Малайзии, вы-
яснили, что частота аллеля Т* в группе больных значимо 
превышает частоту этого аллеля в  контрольной группе. 
Таким образом, результаты нашего исследования под-
тверждают, что rs1800925  IL13 ассоциирован с  тяже-
стью и уровнем контроля астмы.
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Ингибиторы гистоновых деацетилаз (ИГД) являются 
перспективными агентами для химиотерапии опухолевых 
заболеваний  [1]. Однако препятствием для успешного 
лечения является развитие множественной лекарствен-
ной устойчивости (МЛУ). Наиболее распространенной 
причиной МЛУ считается повышенная экспрессия АТФ-
зависимых трансмембранных переносчиков молекул [2], 
что вызывает снижение внутриклеточной концентрации 
лекарственного средства. Совместное применение те-
рапевтических препаратов и агентов, понижающих коли-
чество внутриклеточного АТФ, таких как ротенон, может 
быть перспективным подходом для преодоления МЛУ.

Было показано, что ингибитор дыхательной цепи 
митохондрий ротенон индуцирует апоптоз в  некоторых 
линиях раковых клеток  [3], однако механизм индукции 
апоптоза пока не  ясен. Цель работы заключалась в  из-
учении влияния ротенона на  опухолевые клеточные ли-
нии с  мутациями гена ras (аденокарцинома кишечника 
человека HCT116  и  трансформированные онкогенами 
E1A+Ras эмбриональные фибробласты мыши), а также 
клетки, экспрессирующие нормальный Ras (рак молоч-
ной железы MCF7). В  качестве контроля использовали 
мышиные фибробласты NIH/3T3  и  эмбриональные 
клетки почки человека HEK293. Методом проточной ци-
тометрии мы показали, что ротенон вызывает замедле-
ние клеточного цикла на границе фаз G2/M клеточного 
цикла. Для исследования влияния ротенона на  жизне-
способность клеток был использован МТТ-тест, который 
показал, что наименее чувствительными к  ротенону яв-
ляются условно нормальные клетки (HEK293, NIH/3T3). 
Наибольшую чувствительность проявляют раковые клет-
ки с диким Ras (MCF7). Опухолевые клетки с мутантным 
Ras (HCT116) и трансформанты E1A+Ras мало чувстви-
тельны к ротенону. Результаты кривых роста согласуют-
ся с результатами, полученными с помощью МТТ-теста. 
На основании полученных результатов можно предполо-
жить, что опухолевые клетки с нормальным и активиро-
ванным Ras отличаются по чувствительности к ротенону. 
Таким образом, ротенон может быть использован в тера-
пии опухолей с нормальным Ras.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
18-015-00230.
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Цель. В  России рак легкого занимает первое место 
в  структуре заболеваемости онкологией среди муж-
чин, третье место в  структуре общей заболеваемости. 
Предпочтительной терапией рака легкого остается ком-
бинация методов химиотерапии в  сочетании с  лучевой 
терапией. Лучевая терапия оказывает влияние на ядер-
ный аппарат опухолевых клеток и молекулу ДНК, воздей-
ствуя на  клеточный цикл, вызывая такие эффекты, как 
апоптоз, некроз, аномальный митоз. Целью нашей рабо-
ты являлось изучение эффекта лучевой терапии в дозе 
от  18  до  24 Г рей на  выживаемость и  апоптотическую 
активность клеточной линии немелкоклеточного рака 
легкого Н1299.

Материалы и  методы. Исследование проводили 
на  культуре немелкоклеточного рака легкого Н1299, 
любезно предоставленной коллегами из  коллекции 
ФГБУ Российский научный центр рентгенорадиологии 
Минздрава России. В  культуральные флаконы с  пло-
щадью поверхности 75  см2 (Corning, USA) пассировали 
клетки Н1299  по  5*106  кл/фл  в  среду DMEM (Gibco, 
USA) с  добавлением 10% эмбриональной бычьей сы-
воротки (Биолот, Россия), 0,5% гентамицина (Биолот, 
Россия). Клеточную линию культивировали 24 ч в инку-
баторе Binder (Германия) при 37oC, 5% СО2. Облучение 
клеточной линии Н1299 проводили на линейном ускори-
теле NovalisTx, Varian дозами от 18 до 24 Гр (шаг1), кон-
троль оставляли без облучения. Экспозицию проводили 
в  течение 24  ч  при 37oC, 5% СО2. Жизнеспособность 
клеток определяли в  автоматическом анализаторе EVE 
(NanoEntec, Корея). Оценку апоптотической активности 
проводили на  проточном цитофлуориметре FACSCantoII 
(BD, США) с  использованием набора Annexin V-FITC 
Apoptosis Detection Kit (BD Pharminogen, США).

Результаты. Наибольший процент живых клеток на-
блюдали в  контроле (95,9%). При воздействии суммар-
ной дозой облучения (СОД) 24 Гр процент живых клеток 
составил 91,6%. В группах с СОД от 20 до 24 Гр (шаг1) 
регистрировали наибольший процент клеток на  ранней 
стадии апоптоза (от  5% до  5,7%). Клетки, находящи-
еся на  поздней стадии апоптоза, определяли в  груп-
пах с  диапазонами облучения от  21  до  24 Г р  (шаг1) 
(от 2,4 до 2,5%).

Заключение. Полученные данные показали, что при 
воздействии на  клеточную линию Н1299  СОД более 
20 Гр (до 24Гр) уровень апоптоза выше, чем при подве-
дении СОД 18, 19 Гр, что свидетельствует о проапопто-
тической активности данного вида излучения.



МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ ОСНОВЫ ПАТОЛОГИИ 103

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

Е.П. Минина1, А.К. Величко2, О.Л. Кантидзе2

Исследование влияния поли(pr)-
пептида на компартментализацию 
клеточного ядра
1 � Факультет биоинженерии и биоинформатики, 

Московский государственный университет 
им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

2 � Институт биологии гена Российской академии наук, 
Москва, Россия

E.P. Minina1, A.K. Velichko2, O.L. Kantidze2

Investigation of poly(pr)-peptide 
influence on the cell nucleus 
compartmentalization
1 � Faculty of Bioengineering and Bioinformatics, 

Lomonosov Moscow State University, Moscow, 
Russia

2 � Institute of Gene Biology, Russian Academy 
of Sciences, Moscow, Russia

lisa.minina@gmail.com

Наиболее частой причиной развития таких нейроде-
генеративных заболеваний, как фронтотемпоральная 
деменция и боковой амиотрофический склероз, являет-
ся увеличение числа повторов GGGGCC в гене C9orf72, 
в результате чего в его белковом продукте увеличивает-
ся количество повторов пролин-аргинин (PR). Недавно 
на  генетически-модифицированных мышах, экспресси-
рующих зелёный флуоресцентный белок (GFP), сшитый 
с фрагментом из пятидесяти PR-повторов, было показа-
но, что накопление в нейронах поли(PR)-пептида приво-
дило к нарушениям в организации гетерохроматина [1].

Для детального изучения причин токсичности 
поли(PR)-пептида на клеточном уровне на основе векто-
ра pTagGFP-C2 была создана плазмида, кодирующая GFP 
с дополнительными 50 PR-повторами (далее — поли(PR)-
пептид). Полученная плазмида была использована для 
временной экспрессии поли(PR)-пептида в клетках HeLa 
и  фибробластах человека. С  помощью флуоресцентной 
микроскопии было показано, что поли(PR)-пептид лока-
лизуется преимущественно в  ядрышке. Окрашивание 
антителами к  ядрышковым белкам B23  и  нуклеолину 
продемонстрировало, что в  условиях гиперэкспрессии 
поли(PR)-пептида они не покидают ядрышко под действи-
ем камптотецина, в нормальных условиях вызывающего 
выход B23  и  нуклеолина в  нуклеоплазму. С  помощью 
окрашивания антителами к HP1, маркерному белку гете-
рохроматина, было установлено, что в условиях гиперэк-
спрессии поли(PR)-пептида гетерохроматин претерпева-
ет некоторые изменения. С целью выяснения детальной 
картины изменений в структуре хроматина под действи-
ем поли(PR)-пептида планируется изучить структуру 
хроматина с помощью метода Hi-C в клетках HeLa с вре-
менной экспрессией поли(PR)-пептида. Планируется 
создание стабильной клеточной линии, экспрессиру-
ющей поли(PR)-пептид, на  основе линии HeLa с  целью 
изучения эффектов долговременной гиперэкспрессии 
поли(PR)-пептида.

Работа выполнена при поддержке грантов РНФ 17-
74-20030 и РФФИ 17-00-00098.
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Витрификация эмбрионов млекопитающих, в частно-
сти человека, на сегодняшний день является перспектив-
ным методом для сохранения генетического материала 
и успешной приживляемости размороженных эмбрионов 
после трансплантации [1, 2]. В связи с этим разработка 
оптимального метода витрификации эмбрионов на  мо-
дели млекопитающих актуальна как для репродуктивной 
медицины, так и для животноводства.

Для исследования отобрали 50  ооцитов с  хорошей 
морфологией категории А и разной степенью зрелости. 
После процедуры дозревания (IVM) их  подвергли опло-
дотворению in vitro с помощью семени крупного рогато-
го скота (КРС). Витрификацию эмбрионов осуществля-
ли в  средах с  разными криопротекторами в  несколько 
этапов. После хранения в  криобанке опытные образцы 
разморозили и  провели как морфологическую оценку 
жизнеспособности, так и их флуоресцентный анализ при 
помощи Hoechst 33342, окрашивающий ДНК клеточ-
ного ядра, и  специального кита для мертвых/апопто-
тических клеток (PI/Alexa Fluor 488  Annexin, Molecular 
Probes).

В результате оплодотворения in vitro получили 32 эм-
бриона (64,0%). Морфологический анализ эмбрионов по-
сле витрификации показал, что у 27 эмбрионов (86.4%) 
морфология схожа с нативными. Оценка эмбрионов КРС 
на  апоптоз (Annexin) показала, что доля дегенератив-
ных эмбрионов, окрашенных в зеленый цвет, составила 
13.6% (5/32). Что не противоречит данным ни морфо-
логического анализа, ни визуализированное Hoechst на-
чало фрагментации ядер бластомеров, характерное для 
апоптоза. Отсутствие окраски бластомеров PI показало, 
что целостность блестящей оболочки после витрифика-
ции не нарушилась.

Таким образом, использованный в работе метод ви-
трификации и  анализ жизнеспособности эмбрионов 
млекопитающих при помощи флуоресцентных красите-
лей PI, Annexin и Hoechst могут успешно использоваться 
в  программах вспомогательных репродуктивных техно-
логий репродуктивной медицины.

Благодарности: работа была поддержана Фондом со-
действия развитию малых форм предприятий в  научно-
технической сфере (грант № 14269ГУ/2019).
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Введение. При культивировании клеток карциномы 
молочной железы (КМЖ) наблюдается гетерогенность 
клеточного состава и изменение преобладающей формы 
клеток в каждом пассаже.

Задачи. Определение изменения морфологии клеток 
КМЖ при культивировании.

Материалы и  методы. Биоптат КМЖ транспорти-
ровали в  лабораторию. Фрагменты образца помещали 
в среду для диссоциации и инкубировали около 20 часов 
при 37 °C и отсутствии CO2. Далее образец центрифуги-
ровали 3 минуты при 200g (осадок В), затем переносили 
супернатант и центрифугировали 5 минут при 350g (оса-
док С). Полученные осадки В и С смешивали, ресуспенди-
ровали с трипсином и центрифугировали при тех же обо-
ротах. Затем ресуспендировали с  диспазой и  ДНКазой, 
смешивали с  HF  (раствор Хэнкса с  2% FBS) и  центри-
фугировали. Полученный осадок разводили с  полной 
средой Mammocult и клетки высаживали в 5мл флакон, 
предварительно покрытый коллагеном. При пересадке 
клетки (каждые 7–10  дней) обрабатывали трипсином, 
центрифугировали при 350g и ресуспендировали со сре-
дой Mammocult. Для морфологического исследования 
клетки окрашивали гематоксилином-эозином, иммуно-
гистохимические реакции осуществлялись в автостейне-
ре «Ventana».

Результаты. Первичная опухоль при иммуногистохи-
мическом исследовании отнесена к тройному негативно-
му подтипу (ER-, PR-, HER2/neu -, Ki — 50%).

При морфологической оценке первого пассажа от-
мечено четыре группы клеток: большую часть (50,1%) 
составляли эпителиоподобные клетки, плотно прилега-
ющие друг к  другу, меньшую  — фибробластоподобные 
с  нечеткими границами (20,7%), макрофагоподобные 
клетки (18,8%), округлые (10,4%). Во  втором пасса-
же количество эпителиоподобных клеток значительно 
уменьшилось (15,5%), за  счет увеличения количества 
фибробластоподобных клеток с  нечёткими границами 
(62,1%). Мелкие округлые клетки в  данном пассаже 
единичны (3,2%). В  третьем пассаже сохранялась тен-
денция к увеличению доли клеток с фибробластоподоб-
ным фенотипом (77%) на  фоне еще большего умень-
шения эпителиопободных и  мелких округлых клеток 
(7% и  3.3% соответственно). В  четвертом пассаже при 
морфологическом анализе было обнаружено увеличе-
ние доли округлых клеток (61,9%) за  счет уменьшения 

фибробластоподобных клеток (23,2%). Кроме того, на-
блюдалось уменьшение размеров макрофагоподобных 
клеток при относительном сохранении их  доли во  всех 
пассажах (18,8%, 19, 1%, 12,7%, 14,9%).

Заключение. При культивировании клеток карци-
номы молочной железы тройного негативного подтипа 
отмечается увеличение фибробластоподобных клеток 
на втором и третьем пассаже.

Работа выполнена в  рамках государственного зада-
ния УГМУ № 056-00151-18-00.
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Целью нашего исследования было изучение воздей-
ствия тканеинженерной конструкции «Биологический экви-
валент кожи» (БЭК) на образование рубца в мышиной мо-
дели ишемизированной длительно незаживающей раны.

Тканеинженерная конструкция «БЭК» включает 
в  себя мышиные МСК и  кератиноциты, культивируе-
мые на  носителе, содержащем коллаген и  гиалуроно-
вую кислоту. Эксперимент проводили на мышах линии 
balb/c. Манипуляции с  животными осуществляли под 
общим наркозом с  одобрения Комиссии по  биоэтике 
ИБР РАН. Мыши были разделены на  три группы: «от-
крытая рана», «носитель» и «БЭК». Всем мышам хирур-
гическим путем формировали на  спине Н-образный 
кожный лоскут с  параметрами 10x30  мм  с  раной 
5–7  мм  по  центру. Далее животным из  групп «носи-
тель» и «БЭК» трансплантировали гиалуроносодержа-
щий носитель и БЭК соответственно. Раны промывали 
на  3–5  сутки после операции стерильным 0.7% рас-
твором гентамицина на DPBS.

На 14 сутки в раневом ложе у мышей всех групп был 
сформирован рубец. В группе «контроль» раневое ложе 
располагалось значительно ниже краев раны, что может 
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свидетельствовать о  формирующемся косметическом 
дефекте. Коэффициент сглаживания (КС) показывает от-
ношение толщины зоны ремоделирования ткани ранево-
го ложа к дерме краёв раны. Морфометрический и стати-
стический анализ показал, что КС мышей из групп «БЭК» 
достоверно выше, чем КС из группы контроль. Это свиде-
тельствует о том, что трансплантация БЭК способствует 
регенерации длительно незаживающей раны без косме-
тического дефекта.

Финансирование исследования. Работа выполнена 
в рамках Госзадания ИБР РАН на 2020 год.
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Из  эксплантата опухоли методом «переживающей 
культуры» была получена линия клеток аденокарциномы 
желудка человека.

Путем гистологического анализа было выявлено, 
что опухоль представляет собой недифференцирован-
ную аденокарциному желудка. При проведении им-
муногистохимического исследования в  клетках была 
показана ядерная экспрессия белка р53, что харак-
терно для низкодифференцированых опухолей. Клетки 
демонстрируют высокий индекс пролиферативной 
активности — Ki67 до 85%.

Культивирование клеток проводили в  флаконах 
(Nunc), в питательной среде. DMEM (Thermo Fisher) c до-
бавлением 10% сыворотки плода коровы (Gibco).

Клетки обладают типичной для эпителиальной ткани 
морфологией, имеют очаговый характер роста, образуя 
плотные островки, которые впоследствии сливаются 
в монослой. Характеризуются высокой степенью вакуо-
лизации. Проведя иммуногистохимический анализ кле-
точной линии был показан еще более высокий индекс 
пролиферативной активности- Ki67 до 95%.

Клетки аденокарциномы желудка обычно отличают-
ся высоким уровнем экспрессии цитокератинов 7 и 20. 
Клетки полученной культуры характеризуются отсутстви-
ем экспрессии этих белков, также они не экспрессируют-
ся и в клетках самой опухоли. Эта особенность указывает 
на соответствие клеток полученной культуры исходному 
материалу.

Клеточные кластеры представлены полиморфными, 
атипичными, отдельными резко анаплазированными 
клетками с  крупными ядрами, грубым глыбчатым хро-
матином, выступающими ядрышками, неравномерной, 
частью васкуляризированной цитоплазмой, единичными 
перстневидными клетками и  наличием патологических 
митозов. Эти же черты присутствуют и в операционном 
материале.

Была проведена оценка чувствительности клеточной 
культуры к  действию противоопухолевых препаратов: 
5-фторурацил (Veropharm, Россия), цисплатин (Teva, 
Израиль) лейковорин (Veropharm, Россия). В результате 
проведенных экспериментов было показано, что иссле-
дуемая линия клеток резистентна к этим препаратам.

Таким образом, в  результате работы была получена 
получена линия клеток недиффиренцированной адено-
карциномы желудка человека кишечного типа.

О.В. Надей, Н.И. Агалакова

Гиперстимуляция сигнального 
каскада кальпаина-1 как 
одна из причин снижения 
когнитивных способностей у крыс 
с экспериментальным флюорозом
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Избыточное поступление неорганического фтора в ор-
ганизм вызывает разнообразные неврологические и ког-
нитивные расстройства. Как известно, F- способен увели-
чивать содержание свободного Ca2+ в цитоплазме клеток, 
а  среди множества внутриклеточных эффекторов Ca2+ 
можно выделить протеазы кальпаин-1 и кальпаин-2, акти-
вация которых является одним из ключевых механизмов 
долговременной потенциации, лежащей в  основе обуче-
ния и формирования памяти. Целью данной работы было 
изучить взаимосвязь между развитием эксперименталь-
ного флюороза, когнитивными способностями крыс и экс-
прессией некоторых сигнальных молекул кальпаин-зави-
симых каскадов формирования памяти в гиппокампе.

Самцы крыс линии Wistar в течение года получали воду 
ad libitum с 5, 20 и 50 мг/л F- (в виде NaF). Маркером раз-
вития флюороза считали нарушение минерализации зу-
бов в виде белых пятен. Способность животных к простран-
ственному обучению оценивали с помощью водного теста 
Морриса, а формирование памяти — в тесте распознава-
ния нового объекта. Изменения экспрессии сигнальных 
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молекул каскадов кальпаина-1 и кальпаина-2 определяли 
методом вестерн-блоттинга в гомогенатах гиппокампа.

Длительное потребление крысами высоких доз F- 

не  оказывало достоверного влияния на  формирование 
кратковременной, но приводило к дефициту долговремен-
ной памяти. Интоксикация животных 5–50  мг/л  F- вы-
зывала дозо-зависимую стимуляцию кальпаина-1, в про-
цессе которой происходила его транслокация из цитозоля 
к мембранам. Этот процесс сопровождался активацией од-
ного из эффекторов кальпаина-1 — ГТФазы RhoA. Кроме 
того, потребление 20–50  мг/л  F- индуцировало протео-
литическую деградацию (стимуляцию) второго субстрата 
кальпаина-1 — фосфатазы PHLPP1, а также увеличивало 
экспрессию фосфорилированной формы протеинкиназы 
ERK1/2. В противоположность этому, длительная инток-
сикация животных F- не оказывала достоверного влияния 
на  активность кальпаина-2  и  его эффекторов  — фосфа-
тазы PTEN и киназы mTOR. Однако в клетках гиппокампа 
крыс, получавших избыток F-, дозо-зависимо снижалась 
экспрессия нейротрофического фактора CREB и  транс-
крипционного фактора BDNF, функционирование которых 
необходимо для стимуляции кальпаина-2. Таким образом, 
в основе снижения когнитивных способностей животных 
лежит гиперстимуляция кальпаина-1  и  его эффекторов 
на  фоне стабильной активности кальпаина-2, что свиде-
тельствует о  нарушении связи между ранней и  поздней 
фазами долговременной потенциации.

Работа выполнена в рамках государственного задания 
ФАНО России (тема № АААА-А18-118012290371-3).
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В работе исследовались клеточные линии дермальных 
фибробластов двух пациентов с  раком молочной железы 
РМЖ30  и  РМЖ55 (30  и  55  лет); трёх пациентов с  ри-
ском развития опухоли: носительница мутации 5382insC 
(c.5266dup) в  гене BRCA1  30 лет (BRCA1SP) и  гетеро-
зигоные носители мутации в  гене АТМ, мамы пациентов 
атаксии-телеангиэктазии 37 и 39 лет (AT8SMP и AT9MSP) 
соответственно; а  также линии пациентов с  синдромом 
ускоренного старения Синдром Коккейна 2 и 8 лет (CS7SP 
и  CS6SP) соответственно. В  качестве контроля исполь-
зовались линии от  здоровых доноров 2,5, 30  и  55  лет. 

В  исследуемых линиях методом проточной цитометрии 
были изучены клеточный цикл и  построена кривая роста; 
методом непрямой иммунофлюоресценции исследованы 
состояние ядерной ламины при помощи окрашивания ан-
тителами к LMNA A/C; при помощи коммерческого набора 
для окрашивания ассоциированной со старением фермен-
та бетагалактозидазу (SA-β-gal) определялось количество 
фермента. Результаты исследования изменения доли кле-
ток фаз клеточного цикла спустя 1 и 3 сутки после посева 
одинакового числа клеток во всех линиях и сопоставления 
данные с  кривой роста выявило существенное снижение 
прлиферативной способности клеток в линиях группы ри-
ска развития рака BRCA1SP, AT8MSP и  AT9MS. При ис-
следовании накопления морфологического изменения 
ядерной ламины с применением подхода, описанным нами 
раннее (Kaissi et  al., 2017), было показано, что наиболее 
сильнее выражены признаки старения клетки (одновремен-
но фрагментация и  блеббы, а  также фрагментация ядра) 
в  клеточных линиях BRCA1SP, CS6SP и  CS7SP. Однако 
характерный «ободок» ядерной ламины, свидетельствую-
щий о её истончении, наблюдался только в дермальных фи-
бробластах пациентов с синдромом ускоренного старения 
Синдроме Коккейна. Исследование оптической плотности 
фермента SA-β-Gal показало, что наибольшее количество 
фермента демонстрировали клетки линии BRCA1SP.

Результаты работы показали, что некоторые при-
знаки, характерные для клеточного старения, такие как 
накопления аберраций ядерной ламины и  количество 
фермента SA-β-Gal можно увидеть в  дермальных фи-
бробластах пациентов из  группы риска развития рака. 
Однако такая характеристика состояние ядерной лами-
ны, как наличие «ободка» детектируется только у пациен-
тов с ускоренным старением.

Работа поддержана Советом по грантам президента 
Российской Федерации МК-3638.2019.7.
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Ведущее место в  развитии слабовидения и  слепоты 
во всем мире занимает глаукома. В научной литературе 
имеются данные о механизмах структурных изменениях 
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ганглиозных клеток сетчатки при глаукоме, развитие 
в  них аутофагии и  апоптоза, однако отсутствуют сведе-
ния об  особенностях ультраструктурной перестройки 
фоторецепторных клеток.

Целью исследования была оценка ультраструктурных 
изменений в  цитоплазме фоторецепторных клеток сет-
чатки глаза человека при глаукоме.

Объектом исследования были фрагменты сет-
чатки энуклеированных по  медицинским показани-
ям глаз пациентов с  терминальной стадией глаукомы 
Новосибирского филиала МНТК «Микрохирургия глаза» 
им.  акад. С.Н. Федорова». Все исследования были про-
ведены с  разрешения биоэтического комитета и  пись-
менного информированного согласия пациентов на  ис-
следование биологического материала. Фрагменты 
сетчатки обрабатывали стандартным методом для изуче-
ния в  электронном микроскопе. Морфометрию фоторе-
цепторов проводили при увеличении x25 000  с  исполь-
зованием компьютерной программы ImageJ.

В  наружных сегментах дендритов палочковых ней-
ронов отмечали набухание мембранных дисков и их де-
зорганизацию. В  их  эллипсоидах отмечали набухание 
митохондрий, их  объемная плотность составляла 4%. 
Объемная плотность митохондрий с  нарушением струк-
туры крист равнялась 20%. Наблюдали аутофагосомы 
с митохондриями (4,5%).

В наружных сегментах дендритов колбочковых нейро-
нов мембранные полудиски располагались более упоря-
доченно, в их эллипсоидах не наблюдали набухания мито-
хондрий, отмечали единичные аутофагосомы (0,6%).

Выводы. Выявлена большая степень повреждения 
структуры и развития аутофагии в палочковых нейронах, 
чем в колбочковых. Аутофагия может играть двойствен-
ную роль в нейронах сетчатки, с одной стороны способ-
ствовать выживанию клеток путем удаления поврежден-
ных структур, а с другой стороны запускать апоптоз, что 
требует дальнейших исследований.

Работа выполнена в  рамках договора о  научном 
сотрудничестве с  МНТК «Микрохирургия глаза» име-
ни академика С.Н. Федорова Минздрава России, 
Новосибирский филиал.
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Миграции опухолевых клеток по  мезенхимальному 
механизму происходит за  счет формирования ламел-
липодии и  регулируется сигнальным путем Rac-WAVE-
Arp2/3, отвечающим за  полимеризацию сети акти-
новых филаментов. Недавно описан новый эффектор 
Rac, белок Anks1а, для которого не  было установлено 
определенной функции в нормальных клетках. Показано, 
что Anks1а оказывает влияние на миграцию опухолевых 
клеток, возможно, за  счет усиления интенсивности об-
мена рецепторов к эпидермальному фактору роста (EGF) 
ErbB2  на  поверхности опухолевых клеток. Экспрессия 
Anks1а повышена во  многих опухолевых клетках, ове-
рэкспрессия Anks1а в клетках немелкоклеточного рака 
легких ассоциирована с более продвинутой стадией за-
болевания. Задачей исследования было выяснение во-
проса, влияет ли  Anks1а на  подвижность нормальных 
и опухолевых клеток и каков механизм его действия.

Были использованы три линии клеток: MCF-10A  — 
условно нормальные клетки молочной железы; MDA-
MB-231 — трижды негативная аденокарцинома молочной 
железы человека (нет экспрессии HER2/ErbB2 рецепто-
ра); SK-BR-3  — аденокарцинома молочной железы че-
ловека (рецептор ErbB2 амплифицирован). Экспрессию 
белка Anks1а подавляли с помощью трансфекции малы-
ми интерферирующими РНК. Для выявления изменений 
актинового цитоскелета и миграционных характеристик 
клеток использовали иммунофлуоресцентное окрашива-
ние и прижизненную видеомикроскопию.

Эффект подавления экспрессии Anks1а различается 
в клетках, несущих рецепторы к EGF и нет. Так, супрессия 
белка Anks1а в клетках, в которых есть рецептор ErbB2 
(MCF-10A и  SK-BR-3) приводит к  подавлению стимули-
рующего действия EGF на  миграцию и  пролиферацию 
клеток. Однако в клетках, в которых данный рецептор от-
сутствует (MDA-MB-231), подавление Anks1а вызывает 
увеличение степени распластывания клеток на субстра-
те, увеличение их  псевдоподиальной активности и  из-
менение характера их движения. В целом эти изменения 
сходны с  теми, которые вызываются активацией малой 
ГТФазы Rac1, т. е. в  клетках, где нет рецептора к  EGF, 
Anks1 действует как антагонист Rac.

Полученные результаты указывают на то, что Anks1а 
действительно оказывает влияние на миграционные спо-
собности клеток через сигнальный путь, регулируемый 
EGF. Но  в  тех клетках, где отсутствует рецептор к  EGF, 
супрессия Anks1а также влияет на  клеточную подвиж-
ность (меняются распластывание, пролиферация, из-
менение краевой активности клеток). Это связано с уча-
стием Anks1а в сигнальных путях, регулируемых малой 
ГТФазой Rac. Уточнение молекулярных механизмов 
действия Anks1а требует дальнейших исследований, как 
и анализ перспективности использования белка Anks1а 
в  качестве прогностического фактора или объекта для 
терапевтического воздействия при лечении опухолей.

Работа поддержана грантом РФФИ 
18-54-16006 НЦНИЛ_а.
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Оценка атрофии слизистой оболочки желудка (СОЖ) 
является мерой стратификации риска развития рака же-
лудка кишечного типа. Выделяют два варианта атрофии: 
абсолютную (уменьшение числа желез) и метапластиче-
скую (изменение типа эпителия). Верификация второго 
варианта более воспроизводима за счёт того, что осно-
вывается на  обнаружении специфического морфоло-
гического феномена. Возможным способом детекции 
участков метапластической атрофии / кишечной ме-
таплазии (КМ) выступает применение иммуногистохи-
мического (ИГХ) маркера кишечной дифференцировки 
CDX-2 [1].

Цель работы — определить воспроизводимость оцен-
ки экспрессии белка CDX-2 как маркера атрофии СОЖ.

В исследование включили 125 биоптатов СОЖ с на-
личием КМ, исследованных гистологическим и ИГХ ме-
тодом. Использовали антитела CDX-2, клон EPR2764Y 
(Cell Marque, США). При подсчете экспрессии CDX-
2 учитывали интенсивность диффузного ядерного окра-
шивания: отсутствует  — 0, слабое/умеренное  — 1  или 
выраженное  — 2. Анализ согласованности заключения 
о наличии и выраженности КМ проводили путем оценки 
критерия согласия κ Коэна.

Очаги полной КМ  присутствовали во  всех фрагмен-
тах (125  биоптатов (100%)), неполной КМ  — в  49  био-
птатах (39,2%). Экспрессию CDX-2  отмечали во  всех 
эпителиоцитах. Очаги полной КМ характеризовались вы-
раженным (2) диффузным окрашиванием ядер, в зонах 
неполной КМ метки имели умеренную интенсивность (1) 
в 47 из 49 биоптатов и выраженную (2) — в 2 из 49 био-
птатов. CDX-2 позитивные метки слабой интенсивности 
обнаруживали за пределами гистологически определяе-
мых участков КМ в цилиндрических клетках желудочного 
фенотипа, преимущественно — в зоне перешейка желез 
и покровно-ямочном эпителии. При формировании серии 
срезов в таких участках в 42 из 56 биоптатов была об-
наружена очаговая полная КМ. При оценке выраженно-
сти КМ в гистологических препаратах, окрашенных г/э, 
и  ИГХ препаратах показатель межисследовательского 
согласия составил 0,83  и  0,98, соответственно (значи-
тельный уровень согласия).

КМ  является хорошо воспроизводимым морфоло-
гическим феноменом. Основным диагностическим ИГХ 
маркером КМ  является CDX-2. Наличие экспрессии 
CDX-2  в  желудочном эпителии может рассматриваться 
как суррогатный маркер КМ.
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Возбудитель описторхоза Opisthorchis felineus па-
разитирует в  гепатобилиарной системе рыбоядных 
млекопитающих и  вызывает формирование очагов 
хронического воспаления в  печени, неоплазию эпите-
лия желчных протоков. Хронический описторхоз может 
стать причиной холангиокарциномы, рака желчевыво-
дящих путей. Есть гипотеза, что механизм холангио-
канцерогенеза связан с  воздействием внеклеточных 
везикул O. felineus, эффект которых до  сих пор не  ис-
следован. Целью исследования было изучить влияние 
секретируемого продукта взрослых особей O.  felineus 
на  показатели пролиферации и  миграции иммортали-
зированной клеточной линии холангиоцитов человека 
H69. Взрослых особей выделяли из желчных протоков 
печени хомяков Mesocricetus auratus, инфицирован-
ных O. felineus. Клетки H69 культивировали без прямо-
го контакта с  1–6  взрослыми особями в  обедненной 
среде. Скорость клеточной миграции оценивали при 
помощи теста на  заживление раны. В  качестве кон-
троля были взяты опухолевые клетки печени человека 
HepG2. В отличие от HepG2, при бесконтактном сокуль-
тивировании было показано увеличение скорости про-
лиферации клеток H69 от 4 до 17 раз, что сопровожда-
лось также морфологическими изменениями клеток 
и  увеличением скорости миграции в  2  раза, а  также 
изменением типа миграции на индивидуальный харак-
тер. Внеклеточные везикулы взрослых особей опистор-
хов были получены методом ультрафильтрации сред. 
Эффект везикул на пролиферацию и миграцию клеток 
H69  был аналогичен эффекту от  со-культивирования 
со  взрослыми особями. В  отличие от  холангиоцитов, 
влияние на клетки HepG2 оказалось несущественным. 
Таким образом, впервые показан выраженный спец-
ифический митогенный эффект внеклеточных везикул 
трематоды O. felineus на холангиоциты человека H69, 
а также на изменение их скорости и характера мигра-
ции. Показанные изменения пролиферации и  мигра-
ции холангиоцитов in  vitro могут отражать неоплазию 
холангиоцитов in vivo.

Работа поддержана грантом РНФ № 18-15-00098.
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Получение бесклеточных органных матриксов, или 
децеллюляризация, представляет собой обработку на-
туральных тканей или органов с удалением всех клеточ-
ных элементов и  максимальным сохранением состава 
и структуры внеклеточного матрикса. Такие децеллюля-
ризованные (ДЦЛ) матриксы могут быть использованы 
в экспериментальной онкологии для репопуляции опухо-
левыми клетками и исследования роли неклеточного ком-
понента стромы в развитии опухоли и метастазировании.

Целью нашей работы являлось изучение возможно-
стей получения ДЦЛ матриксов, а также оценка их спо-
собности к  репопуляции. В  качестве объектов были 
использованы органы мыши: почки, печень, лёгкие, селе-
зёнка, яичники, кожа.

На основании экспериментального сравнения был вы-
бран метод химической децеллюляризации, признанный 
компромиссным по  таким характеристикам как целост-
ность архитектоники, скорость децеллюляризации и про-
стота относительно других способов. Органы животных 
последовательно выдерживались в  растворах Тритона 
Х-100, SDS и  SDC. В  ходе децеллюляризации наблюда-
ли постепенную потерю окраски органа, а  также помут-
нение децеллюляризирующего раствора, что свидетель-
ствует о  вымывании клеточного компонента. Итоговые 
матриксы, сохраняя свою структуру, становились почти 
прозрачными или беловатыми слабо-мутными.

Для оценки пригодности полученных матриксов была 
проведена их  репопуляция сокультурой эпидермоидной 
карциномы человека линии А431  и  фибробластов че-
ловека линии BJ-5ta. После инкубации каждый матрикс 
был подвергнут стандартной гистологической проводке 
с последующей окраской гематоксилин-эозином с целью 
оценки сохранности архитектоники матрикса, а  также 
была произведена количественная оценка содержания 
ДНК до и после рецеллюляризации.

По  результатам работы была показана достоверная 
элиминация клеток из матриксов органов с сохранением 
его архитектоники. После рецеллюляризации было вы-
явлено различие в  морфологических характеристиках 
опухолевых клеток, находящихся на  поверхности и  вну-
три матрикса. Мы предполагаем, что в дальнейшем ДЦЛ 
и РЦЛ матриксы могут быть использованы для исследо-
вания особенностей опухоль-матриксного взаимодей-
ствия, а также процессов метастазирования.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант 19-74-20168).
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В-зрелоклеточные лимфомы могут развивать-
ся как побочное заболевание при ВИЧ и  являются 
частой причиной смерти ВИЧ-инфицированных па-
циентов. Предполагаемым ВИЧ-ассоциированным 
индуктором онкогенеза является вирусный (14  кДa) 
Tat-белок (trans-activator of  transcription): некоторые 
данные указывают на  его способность вызывать ги-
перэкспрессию генов антиапоптотических белков, 
однако это свойство никогда не  ассоциировалось 
с В-клеточным лимфомагенезом. В данной работе для 
культуры В-лимфоцитов RPMI8866-Tat-GFP (с  посто-
янной экспрессией Tat) была показана гиперэкспрес-
сия транскрипционного фактора NFkB (IKKalpha/beta, 
p65, NFkB1/2), одного из универсальных сигнальных 
эффекторов, обеспечивающих выживание В-клеток, 
по  сравнению с  исходной культурой RPMI8866. Для 
данных клеточных линий была описана модель одно-
временного анализа клеточного цикла и апоптоза под 
действием классических митостатиков (ингибиторов 
микротрубочек с  разным механизмом действия: па-
клитаксела, винорельбина и  нокодазола). Было по-
казано, что митостатический ответ клеток является 
нелинейным (существуют пороговые концентрации 
митостатиков, обеспечивающие эффективное нако-
пление клеток в фазе G2/M) и одинаковым для обеих 
клеточных линий. Пороговые концентрации составили 
10 нМ для паклитаксела и винорельбина и 100 нМ для 
нокодазола. Арестованные в  G2/M-фазе клетки при 
этом погибали апоптозом. Однако, начиная с  порого-
вой митостатической и до максимальной использован-
ной (1000 нМ) концентрации каждого из веществ, про-
цент апоптотических клеток возрастал линейно и  был 
достоверно меньше в  клетках RPMI8866-Tat-GFP 
по сравнению с RPMI8866 (p<0.05) вне зависимости 
от  концентрации веществ и  способа оценки процента 
апоптотических клеток. Полученные данные позволя-
ют предположить несколько путей индукции апоптоза 
при воздействии ингибиторов микротрубочек, связан-
ных и  несвязанных с  митотическим арестом, а  также 
роль Tat-белка в защите от апоптоза через повышение 
уровня NFkB в В-лимфоцитах.

Работа поддержана грантом РНФ № 18-75-00033.
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Глиомы относят к распространенным и агрессивным 
опухолям головного мозга. Стандартные методы лече-
ния, включающие резекцию опухоли, ионизирующее 
излучение и  химиотерапию, не  исключают рецидивы. 
Это объясняется как особенностями локализации, так 
и  высокой гетерогенностью опухоли и  резистентностью 
к терапии. В настоящее время одним из важных звеньев 
злокачественного процесса считают изменение экспрес-
сии микроРНК, которые транспортируются, в том числе 
и  в  составе микровезикул. Однако эффективность ис-
пользования экзосом и  их  компонентов в  клинической 
практике в качестве онкомаркеров прежде всего зависит 
от методов выделения микровезикул.

Задачи исследования: сравнение методов выделения 
экзосом из культуральной среды и плазмы крови паци-
ентов с глиомой.

Объект и  методы исследования: плазма крови и  ма-
териал операционной биопсии пациентов со  злока-
чественными опухолями головного мозга (grade II-IV), 
диагноз верифицировался по  результатам МРТ, пато-
морфологического исследования, иммуногистохимии. 
Культивирование проводили в условиях инкубатора (5% 
CO2, 37 °C) в среде DMEM/F12 с добавлением феталь-
ной бычьей сыворотки без экзосом (Fetal Bovine Serum 
exosome-depleted; Thermo Fisher) и  в  среде DMEM/
F12, обогащенной FGF2, EGF и B27. Экзосомы выделя-
ли методами дифференциального центрифугирования 
в Exosome Isolation Kit (Invitrogen) и магнитной сепарации 
(Miltenyi Biotec). Верификацию выделяемых экзосом про-
водили методом просвечивающей электронной микро-
скопии и вестерн-блотт анализа маркера CD63.

Результаты исследования: культивирование опу-
холевых клеток в  DMEM/F12  с  добавлением бычьей 
сыворотки приводит к  дифференциации клеток опухо-
ли, потенциальной потере пролиферативных и  туморо-
генных свойств, что может искажать состав экзосом. 
Культивирование в  среде, обогащенной FGF2, EGF 
и B27, сохраняет способность опухолевых клеток к про-
должительному делению, способствует формированию 
глиосфер, способных образовывать новые колонии 
при пересеве. Оптимальный срок культивирования дис-
соцированных клеток глиомы для выделения экзосом 

составляет не  менее 3  дней, при сокращении срока 
культивирования наблюдается неспецифический сиг-
нал на  вестерн-блоте, характерный для плазмы крови, 
полученной от тех же пациентов, исчезающий при более 
длительном культивировании. Выделение экзосом c по-
мощью Total Exosome Isolation Kit (Invitrogen) требует 
дополнительной очистки проб от  сопутствующих липо-
протеинов, что снижает концентрацию экзосом в пробе. 
Эффективность и  селективность выделения микрове-
зикул с помощью магнитной сепарации (Miltenyi Biotec) 
значительно выше: интенсивность сигнала на блоте раз-
личается в 5 раз.

Работа поддержана внутренним грантом ФГБОУ 
ВО «Приволжский исследовательский медицинский уни-
верситет» Минздрава России.
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Болезнь Гентингтона (БГ)  — наследуемое аутосом-
но-доминантное нейродегенеративное заболевание, 
связанное с экспрессией мутантного белка гентингтина 
в  головном мозге и  периферических тканях. Развитие 
БГ  сопряжено с  селективной гибелью нейронов стри-
атума и  других отделов мозга, что приводит к  появле-
нию хореического гиперкинеза, нарушению поведения 
и когнитивных функций  [1]. Ряд исследований указыва-
ет на  связь развития БГ  с  патологическими процесса-
ми, протекающими не только в мозге, но и в скелетных 
мышцах, в  частности, с  атрофией мышц и  нарушением 
биоэнергетики митохондрий [2]. Поэтому поиск митохон-
дриальных изменений, которые могут служить потенци-
альным биомаркером появления и прогрессирования ме-
таболических нарушений при БГ, является актуальным.

Цель исследования: выявить изменения в  динамике 
дыхания митохондрий в  скелетных мышцах пациентов 
с  преманифестной и  манифестной стадиями болезни 
Гентингтона.

Объект исследования: образец биопсии мышеч-
ной ткани (в  среднем 5–6  мг) латеральной широкой 
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мышцы бедра пациентов с  преманифестной и  мани-
фестной стадиями БГ. После разделения и  пермеаби-
лизации мышечных волокон осуществлялась оценка 
величины митохондриального дыхания с  применением 
метода флюоресцентной высокоразрешающей респиро-
метрии (респирометр Oxygraph-2k, Oroboros Instruments, 
Австрия).

Было обследовано 32  пациента: по  8  пациентов 
с  преманифестной и  манифестной стадиями БГ, соот-
ветственно, и по 8 человек в группах контроля, подобран-
ных по полу и возрасту. У пациентов с преманифестной 
стадией БГ  в  сравнении со  здоровым контролем отме-
чено достоверное снижение интенсивности митохондри-
ального дыхания скелетных мышц при окислительном 
фосфорилировании (комплекс I, на 25%; комплексы I+II, 
на 25%), снижение коэффициента дыхательного контро-
ля (степени сопряжения процессов окисления и фосфо-
рилирования) (комплекс I, на 31%), уменьшение показа-
теля емкости цепи переноса электронов (комплексы I+II, 
на 19%). Напротив, у пациентов с манифестной стадией 
БГ  указанные показатели митохондриального дыхания 
не отличались от контроля.

Таким образом, выявленные характерные изменения 
митохондриального дыхания скелетных мышц пациентов 
с преманифестной стадией болезни Гентингтона свиде-
тельствуют о  вовлечении митохондриального аппарата 
не  только нервных клеток, но  и  скелетной мускулатуры 
в  патофизиологический механизм развития данного 
заболевания.

Исследование проведено при финансовой поддержке 
Минздрава России, рег. № 115061110020.
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Полимеразная цепная реакция с обратной транскрип-
цией в  реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ) является широ-
ко применяемым методом молекулярной биологии для 
амплификации определённых фрагментов нуклеиновых 
кислот. Однако для получения достоверных и  воспро-
изводимых данных необходимо провести оптимизацию 

всех параметров анализа, начиная с  первого этапа  — 
процесса получения исследуемой РНК-матрицы [1].

Качество выделенной РНК является одним из  важ-
нейших параметров, оказывающих влияние на  резуль-
таты ПЦР. Для получения суммарной РНК из  клеток 
HCT116 (клеточная линия рака толстой кишки человека) 
использовали 4  коммерческих набора для выделения: 
TRIzol™ (Invitrogen), ExtractRNA™ (Евроген), PureLink™ 
RNA mini kit (Ambion) и PureLink™ RNA mini kit с исполь-
зованием TRIzol™.

Для проверки чистоты полученной РНК-матрицы 
(от  примесей белков и  компонентов веществ, ис-
пользуемых для выделения) измеряли оптическую 
плотность образцов, устанавливали соотношение 
А260/280 и А260/230. Целостность и качество РНК 
определяли по соотношению интенсивности полос рРНК 
28S/18S в  1% агарозном геле. Воспроизводимость 
результатов оценивали путём последовательного про-
ведения трёх независимых экспериментов в  трёх 
повторностях.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(грант № 16-13-10358).
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Нарушения терминальной дифференцировки керати-
ноцитов являются причиной ряда заболеваний, таких как 
псориаз и атопический дерматит. Протекание этих забо-
леваний характеризуется появлением областей эпидер-
миса, в которых кератиноциты избыточно пролиферируют 
при сниженной способности к  дифференцировке. Есть 
основания полагать, что молекулярные механизмы, лежа-
щие в  основе данных заболеваний, могут быть связаны 
с биологией белков семейства р53. Белок р53 кодирует-
ся геном TP53 и является одним из ключевых регулято-
ров апоптоза и пролиферации. Контролирующая функция 
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р53  реализуется посредством широкой сети молекуляр-
ных механизмов; белок р53  является эффектором по-
рядка 350  генов  [1], отвечающих за  программируемую 
клеточную гибель, клеточное старение, репарацию ДНК. 
Важнейшей биологической функцией гена TP53 является 
сохранение постоянства генома за счет элиминации кле-
ток, подверженных генотоксическому стрессу, и  старею-
щих клеток. Появляются данные об участии данного белка 
в регуляции процессов пролиферации и дифференциров-
ки кератиноцитов в норме и при патологии.

Целью данной работы являлась разработка клеточ-
ной модели со сниженной экспрессией гена TP53 на ос-
нове нормальных кератиноцитов человека линии HaCaT. 
В ходе работы был разработан воспроизводимый прото-
кол нокдауна гена TP53 с помощью малых РНК, образу-
ющих шпильки (shRNA), которые доставлялись в клетки 
в составе генетических конструкций на основе лентиви-
русных частиц. Для отбора клеток с нокдауном TP53 ис-
пользовали селекцию на пуромицине. Нокдаун целевого 
гена верифицировали с  помощью ПЦР-РВ. Полученная 
в  ходе работы клеточная модель может быть использо-
вана для исследования влияния белка р53 на физиоло-
гию кератиноцитов и связей р53 с другими регуляторами 
жизнедеятельности клетки, а  также изучения роли дан-
ного гена в патогенезе заболеваний кожи, сопровождаю-
щихся нарушениями процесса кератинизации.

Работа выполнена в  рамках Программы фундамен-
тальных научных исследований государственных акаде-
мий наук на 2013–2020 годы.
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Неалкогольная жировая болезнь печени (НАЖБП) ли-
дирует среди заболеваний печени и характеризуется на-
коплением триглицеридов (ТГ) в гепатоцитах и развитием 
воспаления. Воспалительные заболевания кишечника 
(ВЗК) являются тяжелыми патологиями ЖКТ и  характе-
ризуются нарушением барьерной функции кишечника 
и воспалением слизистой оболочки. Общим для этих двух 
патологий является этиологический фактор  — дисбиоз 

кишечной микробиоты. Изменение состава или функци-
ональной активности кишечной микробиоты приводит 
к  изменению содержания продуктов микробного проис-
хождения. Повышение проницаемости кишечника способ-
ствует их попаданию в кровоток и через воротную вену — 
в печень, где они могут выступать в качестве источников 
энергии или оказывать регуляторное действие.

Цель: исследовать биологическую активность мета-
болитов кишечной микробиоты на  клеточных моделях 
НАЖБП и ВЗК.

Модель НАЖБП in vitro была получена путем воздей-
ствия на  клетки гепатокарциномы HepG2  пальмитино-
вой и олеиновой кислотами, что приводило к повышению 
уровня ТГ и провоспалительного цитокина ИЛ-8. Для соз-
дания модели ВЗК на клетки кишечного эпителия CaCo-
2  воздействовали ИЛ-1b, что приводило к  увеличению 
продукции клетками ИЛ-8 и повышению проницаемости 
монослоя.

С помощью данных моделей оценивали влияние ми-
кробных метаболитов на  липогенез и  воспаление в  ге-
патоцитах и  барьерные свойства кишечного эпителия 
и воспаление в энтероцитах.

Было протестировано 35  синтетических аналогов 
метаболитов кишечной микробиоты в  концентрациях 
10–10000  мкМ. Из  них были выделены метаболиты, 
снижающие накопление ТГ  и  уровень воспаления (3-ин-
долпропионовая, валериановая кислоты, глицин, лейцин, 
изолейцин) и повышающие эти показатели (янтарная, изо-
валериановая, фенилкарбоновые кислоты, валин) в моде-
ли НАЖБП. На модели ВЗК были выявлены метаболиты, 
снижающие воспаление и улучшающие барьерные свой-
ства кишечного эпителия (пропионовая, индолакриловая 
кислоты, индол). Таким образом, нами была выявлена био-
логическая активность микробных метаболитов в отноше-
нии заболеваний ЖКТ, что открывает перспективы для 
разработки препаратов (метабиотиков) для их лечения.

Работа выполнена при поддержке гранта Президента 
РФ № МК-2429.2020.4.
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Лице-лопаточно-плечевая миодистрофия (ЛЛПМД) — 
аутосомно-доминантное расстройство, характеризующе-
еся прогрессирующим ослаблением скелетных мышц. 
В  ходе развития заболевания происходит дегенерация 



МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ ОСНОВЫ ПАТОЛОГИИ 113

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

мышечной ткани с  последующим фиброзом. ЛЛПМД 
связана с  аберрантной экспрессией DUX4, закодиро-
ванного в массиве D4Z4 (Chr. 4q35). DUX4 — транскрип-
ционный фактор, который в  норме не  экспрессируется 
во  взрослых соматических тканях. Ранее показано, что 
экспрессия DUX4  в  миобластах индуцировала экспрес-
сию воспалительных цитокинов, включая CXCL12  и  ре-
цептор к  нему CXCR4. Исследования мышечных дис-
трофий в  основном сфокусированы на  выяснении 
молекулярно-генетических механизмов развития пато-
логии, в то время как клеточные взаимодействия в пора-
женных мышцах не были детально изучены.

Мы  исследовали взаимодействия миобластов (МБ) 
и  МСК и  их  роль в  развитии фиброза на  in  vitro моде-
ли ЛЛПМД. Показали, что МСК активнее мигрировали 
в  направлении МБ  со  сверхэкспрессией DUX4  по  срав-
нению с  контрольной группой. Мы  предполагаем, что 
DUX4  контролирует миграцию МСК через CXCL12-
CXCR4  ось, так как нейтрализация CXCL12  или инги-
бирование CXCR4  снижали миграцию МСК. Факторы 
МБ от пациентов с ЛЛПМД стимулируют пролиферацию 
МСК. Возможно, МСК в  очаге воспаления не  способ-
ствуют восстановлению поврежденных мышц, а  прово-
цируют фиброз. Мы показали, что в условиях воспаления 
ЛЛПМД-МБ  стимулируют увеличение уровня синтеза 
и секреции коллагена клетками МСК. В свою очередь МСК 
препятствуют дифференцировке МБ  в  условиях прямо-
го сокультивирования, оказывая наибольшее влияние 
на  ЛЛПМД-МБ. Мы  показали, что секретируемые МСК 
факторы увеличивают уровень синтеза и секреции VEGF 
в МБ от здоровых доноров (в 5 и 14 раз соответственно) 
и не влияют на эти показатели в МБ от больных доноров.

Таким образом, под влиянием миобластов МСК про-
лиферируют и  увеличивают продукцию коллагена. МСК 
ингибируют миогенную дифференцировку. Миобласты 
под влиянием МСК увеличивают выработку факторов 
ангиогенеза. Такое взаимное влияние, вероятно, может 
играть роль в  развитии фиброза и  реорганизации вне-
клеточного матрикса.
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Ранее мы показали, что устойчивость к развитию экс-
периментально-вызванных аутоиммунных заболеваний 
ассоциирована с  продукцией ревматоидного фактора, 
выявляемого методом агглютинации танизированных 
нагруженных IgG эритроцитов. Чтобы отличать данный 
ревматоидный фактор от классического ревматоидного 
фактора, продукция которого служит маркером ревмато-
идного артрита, мы назвали выявленный нами ревмато-
идным фактор регуляторным (регРФ). Было обнаружено, 
что иммунизация Fc фрагментами IgG, экспонирующими 
эпитопы, распознаваемые регуляторным ревматоидным 
фактором, редуцирует симптомы коллаген-индуцирован-
ного артрита крыс. Следовательно, лимфоциты, продуци-
рующие регРФ является потенциальной терапевтической 
биомишенью, а Fc фрагменты IgG могут быть эффектив-
ным средством ее стимуляции и лечения ревматоидного 
артрита. Целью исследования было выяснить структуру 
Fc фрагментов IgG человека и крысы, несущих эпитопы, 
распознаваемые регРФ. Обнаружено, что приобретение 
Fc  фрагментами IgG человека эпитопов специфичных 
к регРФ ассоциировано с восстановлением дисульфид-
ных связей шарнирной области и  конформационными 
изменениями доменов Fc фрагментов, о которых свиде-
тельствует увеличение оптической доступности аромати-
ческих аминокислот. Fc фрагменты IgG крысы, несущие 
эпитопы специфичные к регРФ состоят из цепей разной 
длины, одна из которых несет на 1 или 2 SH группы боль-
ше, чем другая. Fc  фрагменты IgG крысы подвергаются 
спонтанной реконфигурации, в ходе которой образуются 
Fc фрагменты, состоящие из одинаковых по длине цепей, 
несущих одинаковое количество SH  групп в  шарнире. 
Fc фрагменты IgG крысы, несущие неоэпитопы, склонны 
к агрегации. Агрегация не ведет к потере эпитопов, спец-
ифичных к регРФ, но способность Fc фрагментов крысы 
индуцировать продукцию регРФ в  организме при этом 
утрачивается.
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Согласно данным ВОЗ на 2017 год в мире насчиты-
вается около 36 миллионов людей, страдающих от сле-
поты. Одной из ведущих причин инвалидности по зрению 
является заболевание роговицы. Для эффективного ле-
чения часто требуется пересадка кадаверной роговицы, 
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однако остро стоит проблема дефицита донорского 
материала.

В  последние годы активно идет разработка ткане-
инженерных конструкций с  применением природных 
полимеров. Матрицы на  основе коллагена I  типа рас-
сматривается в качестве трансплантата для замещения 
пораженной стромы роговицы, а  также носителя тера-
певтических клеток. Такие матрицы отличаются высокой 
биосовместимостью и  слабой антигенностью, но  при 
этом они имеют низкую прочность и  высокую скорость 
биодеградации. Для улучшения характеристик матриц, 
их обрабатывают химическими сшивающими агентами, 
которые образуют ковалентные связи между полипеп-
тидными цепями коллагена.

В  большинстве случаев патология роговицы со-
провождаются повреждением эпителиального слоя. 
Восстановлению эпителия способствует лучшая адгезия 
и пролиферация терапевтических клеток. Модификация 
матриц коллагеном IV  типа, основным компонентом ба-
зальных мембран, предположительно будет способство-
вать этим процессам.

Целью данной работы является получение коллагенов 
I и IV типов и формирование на их основе сшитых и ком-
позитных матриц для культивирования клеток роговицы.

Коллаген I  типа выделяли из  сухожилий крысиных 
хвостов методом кислой экстракции. Коллаген IV  типа 
получали из плаценты человека методом ферментатив-
ной экстракции. Выделенные белки охарактеризовали 
методом электрофореза. На  основании полученных ма-
териалов методом полива формировали матрицы в виде 
пленок. Пленки на основе коллагена I типа сшивали кар-
бодиимидным методом.

Исследовали скорость деградации пленок, в зависи-
мости от концентрации сшивающего агента под действи-
ем фермента коллагеназы. Было показано, что присут-
ствие сшивающего агента снижает скорость деградации 
плёнок. Также исследовали механические свойства пле-
нок, обработанных различными концентрациями сшива-
ющего агента. Показано, что сшивание приводит к повы-
шению механической прочности плёнок. Исследовали 
влияние состава композитных матриц и добавления сши-
вающего агента на  морфологию и  жизнеспособность 
клеток линии Statens Seruminstitut Rabbit Cornea (SIRC).

Показано, что на пленках, модифицированных сшива-
ющим агентом, происходит изменение пролиферативной 
активности клеток, а  также их  распластанности. Также 
показано, что наличие IV  коллагена в  композитных ма-
трицах положительно влияет на адгезионную и пролифе-
ративную активность клеток.
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YB-1  — многофункциональный белок, выполняющий 
свои функции в  ядре и  в  цитоплазме  [1]. Он  переходит 
в ядро под воздействием различных стимулов. В литера-
туре имеются данные о  связи между ядерным накопле-
нием YB-1 и прогрессированием опухоли и ее резистент-
ностью к проводимой терапии. Последнее время интерес 
исследователей направлен на поиск малых молекул, ко-
торые бы  связывали YB-1  и  препятствовали его транс-
локации в ядро.

YB-1  состоит из  трех доменов: АР-домена, доме-
на холодового шока (CSD) и  С-концевого домена. CSD 
белка YB-1  содержит в  себе два регуляторных эле-
мента: РНК-связывающие РНП-мотивы и  серин 102 
(S102). Субклеточная локализация белка YB-1  зави-
сит как от  связывания его с  РНК, так и  от  фосфори-
лирования по  S102. Методом молекулярного докинга 
нами были отобраны низкомолекулярные вещества, 
взаимодействующие с  доменом холодового шока. 
Из  отобранных веществ в  настоящей работе исследо-
вали два, относящиеся к  классу галогенпроизводных 
триазолохиназолин-8-онов.

На  первом этапе мы  проверили, как влияют ото-
бранные вещества на  транслокацию белка YB-1  в  ядро 
на  клетках HeLa. Для активации перехода YB-1  в  ядро 
клетки обрабатывали актиномицином Д. Локализацию 
белка детектировали с  помощью флуоресцентной 
микроскопии, используя антитела против эндогенно-
го YB-1. Было обнаружено, что галогенпроизводные 
триазолохиназолин-8-онов оказывают ингибирующий 
эффект на  транслокацию YB-1  в  ядро. Для выяснения 
молекулярного механизма влияния изучаемых веществ 
на транслокацию YB-1 мы проверили их влияние на РНК-
связывающую способность белка YB-1 (с помощью свя-
зывания комплексов РНК-белок на  нитроцеллюлозных 
фильтрах) и на статус фосфорилирования YB-1 по S102 
(Western-blot).

Оказалось, что изучаемые галогенпроизводные 
триазолохиназолин-8-онов не  влияют на  фосфорилиро-
вание белка по S102, но снижают сродство YB-1 к РНК.

Работа поддержана грантом РФФИ 19-34-90067.



МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ ОСНОВЫ ПАТОЛОГИИ 115

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

Литература:
1.	 Елисеева, И.А. et  al., 2011. Y- бокс  — связывающий белок 

1 (YB-1) и  его функции. Успехи биологической химии, 51, 
pp.65–132.

Е.С. Соломатина1, А.В. Ковалева1, А.В Творогова2, 
А.А. Саидова1, И.А. Воробьев1, 2

Влияние миозина ii на параметры 
фокальных контактов и миграторный 
потенциал клеток линии а549
1 � Кафедра клеточной биологии и гистологии, 

Биологический факультет МГУ им. Ломоносова, 
Москва, Россия

2 � НИИ ФХБ имени А.Н. Белозерского, МГУ 
им. Ломоносова, Москва, Россия

E.S. Solomatina1, A.V. Kovaleva1, A.V. Tvorogova2, 
А.А. Saidova1, I.A. Vorobjev1, 2

Myosin ii effect on focal adhesion and 
migration parametrs in a549 cell line
1 � Cell biology and histology department, School 

of Biology, Moscow State University, Moscow, Russia
2 � A.N. Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, 

Moscow State University, Moscow, Russia

solomatinaj@gmail.com

Адгезия и контракция клетки, два условия клеточной 
подвижности, обеспечиваются фокальными контактами 
(ФК) и  немышечным миозином II  в  составе актомиози-
нового комплекса. В работе исследовали вклад миозина 
II в динамику ФК и эффективность миграции опухолевых 
клеток.

В работе анализировали динамику ФК в клетках A549 
(аденокарцинома базального эпителия легких человека) 
в норме и при воздействии ингибиторов киназ миозина 
II  ROCK и  MLCK. В  качестве маркера ФК  использовали 
структурный белок винкулин, конъюгированный с  RFP. 
Клетки контроля и эксперимент (час инкубации с 10 мкм 
Y-27632 или 10 мкм ML-7) снимали в режиме цейтра-
ферной съемки на протяжении 400 мин. (интервал меж-
ду кадрами 5  мин.). Для 20  клеток проанализированы 
время жизни и площадь ФК. Для оценки подвижности по-
строены треки миграции.

Большая часть (порядка 80%) ФК находится на пери-
ферии (не далее, чем 10 мкм от края клетки). Медиана 
времени жизни ФК  50  мин. (разброс 10–235  мин., 
N=100) на краю и 30 мин. (10–200 мин., N=100) в теле 
клетки. При ингибировании ROCK ФК в теле полностью 
разбираются, при ингибировании MLCK не изменяются. 
Время существования ФК  на  краю увеличивается, как 
в  Y-27632 (медиана 75.2  мин. (15–180, N=50)), так 
и в ML-7 (медиана 70 мин. (15–270, N=50)).

Медиана площади ФК в контроле на краю составила 
0.77 мкм2 (0.15–7.71 мкм2, N=472) и 0.83 мкм2 в теле 
(0.268–2.41). В Y-27632 ФК на краю уменьшаются (ме-
диана 0.45 мкм2, p<0.0001 (0.03–4.25, N=476)). По па-
раметру площади популяция ФК на краю гомогенна.

При ингибировании MLCK большинство ФК  умень-
шается: на краю медиана площади 0.28 мкм2, p<0.0001 
(0.06–4.59, N=372), в  теле  — 0.71  мкм2, р<0.0001 
(0.198–1.16, N=50). Под действием ML-7  на  краю со-
храняются единичные крупные и  яркие ФК, популяция 
гетерогенна.

Движение клеток в контроле направленное, медиана 
эффективности миграции 0.41 (0.10–0.61), медиана 

длины пути 100.16 (94.78–105.18) мкм, медиана ско-
рости 15.21 (14.40–15.97) мкм/час. Под действием 
Y-27632 движение менее направленно: медиана эффек-
тивности 0.32 (0.054–0.37), но проходят больший путь: 
медиана 108.30 (63.03–137.68) мкм, скорость при 
этом не  меняется относительно контроля (15.29  мкм/
час, разброс 9.57–20.65 мкм/час). ML-7 снижает под-
вижность клеток, медиана эффективности падает в два 
раза, медиана пройденного пути 92.00 (69.91–111.40) 
мкм, наблюдается небольшое снижение скорости 13.78 
(10.61–16.92) мкм/час.

Таким образом, миозин II  участвует как в  регуляции 
времени существования и  площади ФК, так и  в  регуля-
ции направленности и  скорости клеточной миграции. 
На  краю клетки оба ингибитора приводят к  уменьше-
нию площади и  увеличению продолжительности жизни 
ФК, в  теле действие ингибиторов различно, что опре-
деляет различие характера миграции. Сохраняющиеся 
под ML-7  в  теле клетки и  единичные крупные на  краю 
ФК  препятствуют движению клеток. Под Y-27632  мел-
кие ФК  на  периферии способствуют ненаправленной 
миграции.
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Белки семейства MIC (MHC class I  chain related 
proteins) представляют собой высокополиморфные 
трансмембранные гликопротеины и являются лигандами 
для килинг-активирующего рецептора NKG2D на  мем-
бране NK клеток. В норме MIC белки отсутствуют на по-
верхности клеток, за  исключением эпителия желудка 
и  кишечника, клеток эндотелия, синцитиотрофобласта. 
Экспрессия этих белков значительно увеличивается при 
повреждении ДНК, трансформации или инфицирова-
нии клеток. Взаимодействие MIC белков с  рецептором 
на мембране NK-клеток играет важную роль в элимина-
ции опухолевых клеток. Под действием металлопротеаз 
происходит образование растворимой формы MIC бел-
ков, что способствует избеганию распознавания опухо-
левых клеток NK клетками. С помощью моноклональных 
антител возможно ингибировать процесс образования 
растворимых MIC белков (de Andrade et al., 2018).

Целью данной работы была оценка экспрессии генов 
белков MICA и MICB в культивируемых клеточных линий 
опухолей человека.

Клетки HepG2 (карцинома печени), CaCo2 (аденокар-
цинома ободочной кишки), T2 (мультиформная глиома), 
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MeWo (меланома), MCF-7 (карцинома молочной желе-
зы), EA.hy926 (клетки эндотелия) культивировали в тече-
ние 30 минут при +42оС, через сутки повторно подверга-
ли тепловому шоку (за  исключением клеток эндотелия) 
и  затем выделяли тотальную РНК. Методом ПЦР пока-
зали, что в опухолевых клетках HepG2, MCF7 и T2 про-
исходила экспрессия обоих генов MICA и MICB. В клет-
ках эндотелия EA.hy926 выявлена только мРНК (кДНК) 
белка MICA, в  клеточных линиях MeWo и  CaCo2  обна-
ружена слабо выраженная экспрессия MICA и  MICB 
соответственно.

По  данным секвенирования кДНК экстраклеточ-
ной части MICA, выделенной из  клеток HepG2, соот-
ветствовала аллели MICA*008, фрагменты кДНК, по-
лученной из  клеток MCF-7, соответствовали аллелям 
MICA*001  и  MICB*005. В  европейской популяции ал-
лели MICA*008 и MICB*005 наиболее распространены 
(Carapito and Bahram, 2015).

Опухолевые клеточные линии, подвергнутые воздей-
ствию теплового шока, различались по экспрессии генов 
MIC и  обладали различными аллельными вариантами 
этих белков.
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Аральский кризис признан одной из  глобальных 
экологических проблем современности. Отрицательное 
воздействие окружающей среды находит свое отраже-
ние в  ухудшении демографических показателей, сни-
жении функциональных возможностей и  защитных сил 

организма, росте заболеваемости и смертности населе-
ния региона.

Анализ данных литературы показал, что практиче-
ски отсутствуют исследования влияния пыле-солевых 
аэрозолей на репродуктивную функцию. В связи с этим, 
целью нашего исследования явилось изучение влия-
ния пыле-солевых аэрозолей Аральского моря на  ги-
стологическую характеристику семенников в  условиях 
эксперимента.

Объектами исследования являлись беспородные кры-
сы, которые были разделены на контрольную и две опыт-
ных группы. Животные первой опытной группы подверга-
лись ингаляционной затравке в  течение 7  дней, второй 
опытной группы — в течение 24 дней.

Ингаляционное воздействие на  осуществлялось 
в специальной затравочной камере с внекамерным раз-
мещением животных по 4 часа в день. Для затравки при-
менялась пыле-солевая смесь со дна Аральского моря.

Оценивали следующие морфометрические параме-
тры семенников: диаметр извитых семенных канальцев 
и толщину герминативного слоя.

Было выявлено уменьшение диаметра извитого се-
менного канальца и  уменьшение толщины герминатив-
ного слоя в первой опытной группе. Это свидетельствует 
об  отрицательном воздействии компонентов пыле-со-
левых аэрозолей Аральского моря на  репродуктивную 
функцию крыс-самцов. При этом также определяется 
включение компенсаторно-восстановительных ресурсов 
организма животных, что иллюстрируется некоторым по-
вышением значений исследуемых показателей во  вто-
рой опытной группе. Несмотря на это, диаметр извитых 
семенных канальцев и толщина эпителиосперматогенно-
го слоя в семенниках крыс, подвергавшихся запылению 
в течении 24 суток, остаются достоверно меньшими, чем 
аналогичные показатели в контрольной группе.
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Сахарный диабет 1-го  типа (СД1) является тяже-
лым эндокринным заболеванием, причиной которого 



МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ ОСНОВЫ ПАТОЛОГИИ 117

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

является относительная или абсолютная инсулиновая не-
достаточность. В основе развития СД1 лежат нарушения 
в  инсулиновой сигнальной системе как в  перифериче-
ских органах-мишенях, так и в ЦНС [1, 2]. Патологические 
процессы в  сердце могут приводить к  развитию диабе-
тической кардиомиопатии (ДКМ), факт существования 
которой долгое время не признавался  [3]. Роль инсули-
новой сигнальной системы в  развитии ДКМ остается 
до конца не выясненной [4, 5].

Цель исследования — изучить в кардиомиоцитах крыс 
при мягком СД1 инсулин-зависимые сигнальные систе-
мы, предполагая их возможное участие в развитии ДКМ.

Результаты. При СД1, на  фоне гипоинсулинемии 
и  гипергликемии, уровень экспрессии гена ПКВ (Akt) 
снижался, а  гена инсулинового рецептора (Insr)  — воз-
растал; на  мембранах кардиомиоцитов возрастало 
число комплексов Na+/K+-АТФазы, содержащих α2-
субъединицу, при этом уровень экспрессии гена α2-
субъединицы (Atp1a2) не менялся. Интраназальное вве-
дение инсулина (ИВИ) диабетическим крысам снижало 
уровень инсулина, нормализовало экспрессию гена Akt 
и  число комплексов Na+/K+-АТФазы в  кардиомиоци-
тах. Выводы: регуляция трафики везикул, содержащих 
α2-субъединицы Na+/K+-АТФазы, является инсулин-за-
висимой; ИВИ может отменять возрастание активности 
миокардиальной Na+/К+-АТФазы у  диабетических крыс 
посредством регуляции экспрессии генов Akt и  Insr. 
Полученные данные вносят вклад в расшифровку пато-
физиологических основ развития ДКМ.

Работу проводили с  использованием оборудования 
ЦКП ИЭФБ РАН при частичной финансовой поддерж-
ке РФФИ (проект № 19-015-00139) и  по  гос. заданию 
№ АААА-А18-118012290427.
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Несмотря на  комбинированный подход в  лечении 
мультиформной глиобластомы головного мозга, который 
включает в  себя хирургическое удаление опухоли с  по-
следующими курсами радио- и  химиотерапии, общая вы-
живаемость больных не  превышает 15  месяцев. Один 
из перспективных подходов в диагностике и лечении (те-
раностика) может быть основан на  применении суперпа-
рамагнитных наночастиц, специфически направленных 
к опухолевым клеткам. В данном исследовании в качестве 
лиганда была использована сериновая протеаза гран-
зим В, которая распознаёт белок теплового шока Hsp70, 
представленный на мембране раковых клеток (но не нор-
мальных клеток организма). В серии in vitro эксперимен-
тов c применением методов конфокальной и электронной 
микроскопии, проточной цитометрии было показано, что 
магнитные конъюгаты GrB-SPIONs специфически нака-
пливались в  клетках опухоли головного мозга (GL261, 
U87, C6), оказывая проапоптотическое воздействие. В мо-
дели ортотопической опухоли головного мозга человека 
U87 у иммунодефицитных животных было продемонстри-
ровано, что при внутривенном введении наночастицы спу-
стя 24 часа аккумулировались в глиоме, приводя к её кон-
трастному усилению (по  данным магнитно-резонансной 
томографии). Серийное введение препарата GrB-SPIONs 
за счёт активации процессов апоптоза приводило к замед-
лению прогрессии опухоли и, как следствие, увеличению 
выживаемости животных. Инъекция наночастиц в комби-
нации с лучевой терапией (10 Гр) также приводила к синер-
гетическому терапевтическому эффекту. Таким образом, 
полученные магнитные конъюгаты с гранзимом В, по дан-
ным доклинических исследований, могут применяться для 
тераностики новообразований головного мозга.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 19-08-00024.
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Е3  убиквитин лигаза MDM2  является негативным 
регулятором белка-супрессора опухолей р53, консти-
тутивно убиквитинилируя p53, что способствует его 
протеасомальной деградации. Р53, в  свою очередь, 
трансактивирует MDM2. Помимо p53, субстратами 
убиквитин-лигазы MDM2  являются как белки-супрес-
соры опухолей (Rb, Е-кадгерин и  др.), так и  известные 
онкогены (hTert, Snail, Slug). Полноразмерный белок со-
держит 491  аминокислоту и  состоит из  N-концевого 
p53-связывающего домена, центрального «кислотного» 
и высоко консервативного С-концевого RING-домена, ко-
торый обеспечивает E3-лигазную активность.

Во  многих опухолях человека наблюдается ове-
рэкспрессия как полноразмерной формы MDM2, так 
и сплайс-изоформ. На данный момент известно более 
70  различных вариаций продуктов альтернативно-
го сплайсинга MDM2, однако наиболее часто обна-
руживаемыми являются изоформы MDM2-A  (ALT2), 
MDM2-B  (ALT1) и  MDM2-C  (ALT3), которые являются 
результатом канонического сплайсинга. Общей осо-
бенностью трёх основных сплайс-изоформ MDM2  яв-
ляется делеция больше части p53-связывающего, 
а  также центрального «кислотного» домен. При этом, 
у  них сохраняется С-концевой участок, включающий 
RING-домен, что способствует их  взаимодействию 
и  негативной регуляции полноразмерного белка 
MDM2 (MDM2-FL). Таким образом, вышеперечислен-
ные сплайс-изоформы не способы взаимодействовать 
и  убиквитинилировать р53, но  обладают убквитин-
лигазной активностью и  могут подавлять активность 
основной изоформы. Несмотря на  часто детектиру-
емую экпрессию сплайс-изоформ MDM2 (MDM2-A, 
MDM2-B и MDM2-C) во многих типах опухолей, на се-
годняшний день нет чёткого понимания их  функций 
в раковых клетках.

Нами была проведена оценка уровня экспрессии 
эндогенных полноразмерной, а  также сплайс-изоформ 
MDM2 (А-, -B и -C) при помощи методов ПЦР в реальном 
времени и  иммуноблоттинга в  панели клеточных моде-
лей рака лёгкого и молочной железы. Мы показали, что 
клетки данных линий экспрессируют различные уровни 
как полноразмерной, так и сплайс-изоформы MDM2.

Для выяснения свойств и  молекулярных функций 
сплайс-изоформ MDM2  нами были созданы клеточные 
линии карциномы молочной железы и немелкоклеточной 
аденокарциномы лёгкого с  оверэкспрессией полнораз-
мерного MDM2, сплайс-изоформ (-A, -B  и  –C), а  также 
«мутантного» варианта белка MDM2 (С464А), не облада-
ющего убиквитин-лигазной каталитической активностью. 

Полученные клеточные линии будут использованы для 
оценки влияния сплайс-изоформ MDM2  на  пролифе-
ративный и  миграционный потенциал раковых клеток, 
их способность к репарации двунитевых разрывов ДНК 
и  устойчивость к  широко используемым химиотерапев-
тическим препаратам.

Работа выполнена при поддержке грантов РНФ 
№ 18-75-10076 и РФФИ № 18-315-20013.
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Лимфоциты врожденной иммунной системы (ILC1s) 
представляют собой гетерогенную популяцию иммун-
ных клеток, открытую в  конце 2000-х  годов. ILC1s, 
ILC2s и  ILC3s являются конститутивными эквивален-
тами хелперов адаптивной иммунной системы (CD4+ 
T-хелперов): Th1, Th2 и Th17, соответственно, и имеют 
как одинаковые, так и уникальные функции. Недавние 
исследования показывают, что ILCs обнаруживают-
ся в  тканях различных опухолей. Однако отсутствуют 
сведения о распространенности и колокализации ILCs 
в ткани инвазивной карциномы. Исследование прове-
дено на  образцах 30  больных с  морфологически ве-
рифицированным диагнозом инвазивной карциномы 
молочной железы не  специфического типа (ИКНТ), 
не  получавших предоперационного лечения. ILC1s 
и  ILC2s были идентифицированы в  ткани методом 
мультиплексной иммуногистохимии с  использовани-
ем антител против CD3 (RTU, Dako), Tbet (RTU, Cell 
Marque), GATA-3 (RTU, Cell Marque) и CK7 (RTU, Dako). 
Для статистического анализа использовался точный 
критерий Фишера. В  нашем исследовании как ILC1s, 
так и ILC2s обнаруживались в микроокружении ИКНТ. 
Не было ни одного случая, когда в опухоли отсутство-
вали ILCs. В 30% случаев в опухоли одновременно об-
наруживались и  ILC1s, и  ILC2s. Интересно, что, когда 
в  опухоли отсутствовали ILC2s  — всегда обнаружива-
лись ILC1s, но не наоборот (р=0,026). Дальнейшие ас-
социативные исследования требуются для того, чтобы 
изучить связь ILCs, обнаруженных в ткани ИКНТ, с па-
раметрами, характеризующими течение и прогрессию 
заболевания.

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
Совета по грантам Президента Российской Федерации, 
НШ-2701.2020.7.
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Глиомы являются наиболее распространенным типом 
первичных опухолей головного мозга, обладают инфиль-
тративным характером роста и имеют тенденцию к уве-
личению степени злокачественности с течением време-
ни. Эффективным подходом для исследования глиальных 
опухолей является 3Д- моделирование злокачественных 
новообразований in vivo. In vivo подобные модели имити-
руют микроокружение опухоли, поэтому источник клеток 
для 3D-биопечати должен учитывать способность клеточ-
ной культуры к пролиферации и стабильному метаболиз-
му. При резекции опухоли используют флюоресцентный 
краситель 5-АЛК, для повышения уровня протопорфири-
на IX в опухолевых клетках в течение нескольких часов. 
Однако воздействие 5-АЛК на клетки in vitro не известно.

Целью исследования было создание стабильной жиз-
неспособной первичной клеточной линии из опухолевой 
ткани после резекции глиальной опухоли с  использова-
нием флуоресцентного красителя 5-ALA для дальнейше-
го применения в 3D-биопринтинге.

В качестве материала для получения первичной гли-
альной клеточной культуры были использованы образцы 
ткани опухоли пациентов с  анапластической астроци-
томой и  глиобластомой с  введенной предоперационно 
5-АЛК. Клеточные линии глиобластомы культивировали 
согласно разработанному протоколу [1].

На  протяжении 10  пассажей не  наблюдалось вы-
раженных морфологических изменений в  клетках, что 
косвенно указывает на низкое содержание протопорфи-
рина IX  в  полученных первичных клеточных культурах. 
Наличие глиальной морфологии подтверждали положи-
тельной экспрессией GFAP. Индекс пролиферации Ki-
67 составил 70%.

Материал, полученный во время резекции с исполь-
зованием 5-ALA, является надежным источником био-
материала для создания in vivo-подобной модели глиомы 
с помощью 3D-биопринтинга.

Работа была одобрена этическим комите-
том ФГБУ «РНИОИ» Минздрава России, протокол 
№ 33/1  от  29.11.2018г. Все пациенты подписывали 
информированное согласие.
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Ранее было показано, что растительные гормоны 
могут индуцировать стресс эндоплазматического ре-
тикулума (ЭПР) в культивируемых иммортализованных 
кератиноцитах человека линии НаСаТ. Целью нашего 
исследования было установить, оказывают ли  расти-
тельные гормоны такое же действие на клетки другого 
тканевого происхождения. В связи с этим мы оценили 
влияние растительных гормонов абсцизовой кислоты 
(АБК) и  гиббереллиновой кислоты (ГК) на  состояние 
ЭПР с помощью световой и электронной микроскопии 
и  на  активацию генов стресса ЭПР с  помощью ПЦР 
в  реальном времени в  культивируемых дермальных 
фибробластах человека. Анализ морфологии ЭПР по-
казал, что при воздействии ГК наблюдалось набухание 
цистерн ЭПР (что является одним из признаков стрес-
са этой органеллы), при этом общая морфология сети 
ЭПР сохранялась. При воздействии АБК изменений 
обнаружено не было. Кроме того, АБК и ГК оказывали 
влияние на  уровень экспрессии генов белков, активи-
рующих стресс ЭПР и адаптивный ответ на этот стресс 
(IRE1α, XBP-1, ATF4, CHOP и GRP78). Это влияние но-
сило сходный характер у всех исследуемых генов, кро-
ме CHOP, и в целом соответствовало эффекту, наблю-
даемому при действии индуктора стресса ДТТ. Более 
того, при действии ДТТ и  исследуемых растительных 
гормонов наблюдалось повышение уровня экспрессии 
одного из  генов дифференцировки дермальных фи-
бробластов в  миофибробласты  — гладкомышечного 
актина (α-SMA). Полученные нами данные могут сви-
детельствовать о том, что растительные гормоны АБК 
и Г К  стимулируют дифференцировку фибробластов 
в  миофибробласты через индукцию стресса ЭПР, по-
этому в дальнейшем мы планируем исследовать интен-
сивность синтеза белков-маркеров стресса ЭПР после 
воздействия АБК и ГК, а также влияние этих раститель-
ных гормонов на проявление других признаков диффе-
ренцировки фибробластов, таких как повышение про-
дукции коллагена первого типа.

Работа выполнена при поддержке гранта Российского 
фонда фундаментальных исследований (грант 
№ 19-015-00233).
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Существует алгоритм обследования пациентов с эри-
троцитозами разной этиологии, при котором на первом 
этапе ДНК пациентов исследуют на  наличие мутаций 
в 14 и 12 экзонах гена JAK2 с целью исключения такого 
клонального заболевания, как хроническое миелопро-
лиферативное заболевания (ХМПЗ). Также в последнее 
время в  литературе встречаются данные о  редких слу-
чаях выявления мутаций в  гене CALR, ассоциирован-
ных с  ХМПЗ. Вследствие этого ставится вопрос о  не-
обходимости проведения анализа мутаций в гене CALR 
пациентам с  эритроцитозами, а  также внесением до-
полнений в алгоритм генетического обследования таких 
пациентов. Кроме того, для пациентов отрицательных 
по JAK2 и CALR, у которых отсутствуют мутации, ответ-
ственные за развитие клонального заболевания, необхо-
димо проводить исследование в генах белков кислород — 
чувствительного пути (EPOR, VHL, HIF2α), приводящих 
к различным типам семейного эритроцитоза.

Цель работы — дополнить алгоритм генетического об-
следования пациентов с эритроцитозом.

В  исследование были включены образцы ДНК 
от  38  JAK2 (12  и  14  экзоны)-негативных пациентов 
с изолированным эритроцитозом, высокими значениями 
гематокрита и гемоглобина. Качественный анализ мута-
ций в гене CALR у пациентов с эритроцитозом проводили 
с  использованием разработанной ранее в  лаборатории 
молекулярно- генетических методов исследований СФУ 
технологии гетеродуплексного анализа с детекцией про-
дуктов амплификации методом электрофореза в  вер-
тикальном ПААГ. Исследование на  наличие мутаций 
в  генах EPOR, VHL, HIF2α, ответственных за  развитие 
первичного и вторичного эритроцитозов проводили с ис-
пользованием секвенирования по Сенгеру.

На первом этапе работы всем пациентам был прове-
ден анализ на наличие мутаций в гене CALR с целью ис-
ключения ХМПЗ. У 1 человека была обнаружена мутация 
в  гене CALR, в  совокупности с  клиническими данными 
и результатами морфологического исследования костно-
го мозга был выставлен диагноз ХМПЗ. На втором этапе 
работы для 37 пациентов был проведен анализ на нали-
чие мутаций в  генах EPOR, VHL, HIF2α. Мутации в  гене 
EPOR, ответственного за развитие первичного врожден-
ного эритроцитоза, обнаружены у 2 пациентов, мутации 
в гене VHL, приводящие к вторичному врожденному эри-
троцитозу третьего типа обнаружены у 2 человек, причем 
у  одного из  них обнаружена мутация, ассоциированная 
с Чувашской полицитемией. Мутации в гене HIF2α в 9 эк-
зоне, приводящие к вторичному врожденному эритроци-
тозу четвертого типа обнаружены у 3 человек.

С целью дифференцировки между клональным забо-
леванием и случаем семейного эритроцитоза для паци-
ентов с эритроцитозами неясной этиологии предлагаем 
дополнить алгоритм генетического анализа путем про-
ведения исследований в  генах белков кислород  — чув-
ствительного пути. Использование предложенного до-
полненного алгоритма позволило уточнить диагноз для 
8 из 38 пациентов с эритроцитозами неясной этиологии. 
Одному из пациентов установлен диагноз ХМПЗ, 7 паци-
ентов имеют различные типы семейных эритроцитозов.

И.А. Филонова, В.В. Лемещенко

Структурная незавершенность 
компонентов миокарда 
у новорожденных ягнят

Крымский федеральный университет имени 
В.И. Вернадского, Симферополь, Россия

I.A. Filonova, V.V. Lemeshchenko

Structural uncompleteness 
of components of myocardium 
in neonatal lambs

V.I. Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, 
Russia

Inna29Filonova@rambler.ru

Современные изыскания особенностей миокарда 
млекопитающих указывают на его незавершенную мор-
фологию на ранних этапах постнатального развития с со-
хранением определенных черт структуры предыдущих 
возрастных периодов. При этом превалируют данные, 
полученные на  материале от  человека и  лабораторных 
животных [1, 2].

Цель исследований  — установить соотношение мио-
кардиоцитов и  стромальных компонентов в  различных 
участках сердца у суточных ягнят.

Исследовали сердце ягнят суточного возраста (n=7), 
используя комплекс микроморфологических, морфоме-
трических и статистических методик.

В  правом предсердии у  суточных ягнят кардиомио-
циты со  слабо выраженной порперечной исчерченно-
стью формируют пучки и имеют относительную площадь 
83,13±2,41%, из них рабочих — 83,02±2,21%, проводя-
щих — 0,11±0,05%. Относительная площадь рыхлой во-
локнистой соединительной ткани достигает 6,93±4,21%. 
Артерии и вены мышечного типа, а также кровеносные 
сосуды микроциркуляторного русла (9,94±6,30%) про-
ходят в рыхлой волокнистой соединительной ткани. В ле-
вом предсердии кардиомиоциты так же, как и в правом 
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расположены пучками. Их  относительная площадь со-
ставляет 77,37±0,57%, из них рабочих — 77,09±1,26%, 
а  проводящих  — 0,28±0,02%. Относительная пло-
щадь рыхлой волокнистой соединительной ткани  — 
7,12±0,23% и  кровеносных сосудов  — 15,51±2,93%. 
В  правом желудочке относительная площадь кардио-
миоцитов составляет 87,46±0,46%, в  том числе ра-
бочих  — 76,04±3,71% и  проводящих  — 8,57±0,62%. 
Относительная площадь рыхлой волокнистой соеди-
нительной ткани  — 5,71±0,34%, а  кровеносных сосу-
дов  — 6,83±0,03%. В  миокарде левого желудочка 
кардиомиоциты достигают 68,72±1,52%. Из  них ра-
бочих  — 58,01±0,51% и  проводящих  — 10,71±0,47%. 
Относительная площадь рыхлой волокнистой соедини-
тельной ткани составляет 19,08±4,25% и  кровеносных 
сосудов  — 12,2±0,57%. В  межпредсердной и  межжелу-
дочковой перегородках относительная площадь карди-
омиоцитов наибольшая  — 94,45±4,61%, соответствен-
но 84,83±1,56% рабочих и  9,62±0,51% проводящих. 
Относительная площадь рыхлой волокнистой соедини-
тельной ткани составляет 1,43±0,04%, а  кровеносных 
сосудов — 4,12±0,45%.

Таким образом, у  суточных ягнят наибольшая отно-
сительная площадь кардиомиоцитов, имеющих слабую 
поперечную исчерченность, проявляется в перегородках 
камер сердца и  правом предсердии с  превалировани-
ем рабочих кардиомиоцитов. Количество же  стромаль-
ных компонентов существенно меньше вне зависимо 
от их органотопии.
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Эндоглин (CD105) — гликопротеин, который активно 
экспрессируется на поверхности эндотелия в ходе ангио-
генеза и рассматривается как мишень антиангиогенной 
терапии опухолей.

Целью работы явилась характеристика развития со-
судистой сети солидных опухолей, полученных в резуль-
тате гетеротопических прививок крысам глиом линий 
С6  и  C6-hLEng. Линия С6  не  экспрессирует эндоглин 
крыс, ее используют для создания моделей глиом крыс, 
обладающих биологическими свойствами глиом челове-
ка. Линия C6-hLEng, полученная из клеток С6 в результа-
те трансфекции, имеет мембранный эндоглин человека.

Васкуляризацию опухолевой ткани оценивали путем 
рутинного гистологического окрашивания. Локализацию 
CD105  выявляли с  помощью моноклональных антител, 
перекрестно реагирующих с CD105 человека и крысы.

Через 4–8 суток после прививки крысам клеток линий 
C6 или C6-hLEng в месте инъекции развивались опухоли. 
При подкожной прививке клеток (в  загривок или в  сто-
пу) наблюдалась интенсивная васкуляризация опухолей, 
причем инъекция в загривок отличалась более высокой 
степенью формирования сосудистой сети. В случае вну-
тримышечной прививки васкуляризация глиом была су-
щественно меньше. В тканях опухолей на поздних сроках 
были выявлены множественные очаги некроза. Характер 
васкуляризации глиом не зависел от использованной ли-
нии опухолевых клеток.

Экспрессия CD105  крыс была выявлена на  поверх-
ности эндотелия формирующихся сосудов в  опухолях 
C6 и C6-hLEng при всех использованных способах приви-
вок. Экспрессия CD105 человека в опухоли из привитых 
клеток C6-hLEng сохранялась, однако со временем коли-
чество CD105+ клеток уменьшалось в результате разви-
тия иммунного ответа, приводящего к позитивной селек-
ции клеток, потерявших экспрессию антигена человека.

Таким образом, характер васкуляризации глиом 
С6 и C6-hLEng при гетеротопических прививках крысам 
определяется местом прививки опухоли и  не  зависит 
от экспрессии CD105 человека опухолевыми клетками.
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В  предшествующих работах были исследованы ме-
ханочувствительные каналы (МЧК), обеспечивающие 
вход катионов, в том числе ионов кальция, в клетки ми-
елоидной лейкемии человека К562. С помощью метода 
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локальной фиксации потенциала (патч-кламп) нами был 
показан феномен сопряженной активации МЧК и  каль-
ций-зависимых калиевых каналов (KCa) в  плазматиче-
ской мембране клеток К562  [Chubinskiy-Nadezhdin V.I. 
et al. 2014, Чубинский-Надеждин В.И. и др. 2019]. Мы по-
казали, что локальный вход кальция через МЧК активи-
рует колокализованные с ними KCa каналы, не имеющие 
собственной механочувствительности. По  значениям 
унитарной проводимости в  физиологических условиях 
в качестве молекулярных коррелятов KCa каналов могут 
рассматриваться как каналы малой проводимости (SK), 
так и средней проводимости (IK). Однозначная идентифи-
кация молекулярной принадлежности каналов возможна 
с помощью селективного ингибиторного анализа. Кроме 
того, важным вопросом остается уровень интегральной 
активности KCa каналов и их вклад в транспорт ионов ка-
лия в клетках К562.

Целью настоящей работы было осуществить оцен-
ку вклада кальций-зависимых калиевых каналов ма-
лой (SK) и  средней проводимостей (IK) в  калиевые 
интегральные токи клеток К562. Были использова-
ны селективные блокаторы SK  и  IK  каналов: компо-
нент яда пчелы  — апамин и  синтетический аналог 
клотримазола — TRAM-34 соответственно.

Для регистрации интегральных ионных токов исполь-
зовали метод patch-clamp в  режиме отведения от  всей 
клетки (whole-cell). SK и IK каналы активируются при вну-
триклеточной концентрации кальция от  10–7 М  и  выше. 
В связи с этим, в наших опытах для достижения макси-
мального уровня активности SK  и  IK  каналов использо-
вали раствор, имитирующий внутриклеточный, с концен-
трацией кальция 10–6М. После формирования whole-cell 
конфигурации записывали токи от всей клетки в контро-
ле (до  подачи ингибиторов) и  после добавления апами-
на и  TRAM-34  во  внеклеточный раствор. Запись токов 
производили с  помощью автоматического протокола 
(voltage step) при значениях мембранных потенциалов 
от -20 мВ до +80 мВ, подаваемых в течение 2 сек с шагом 
10 мВ. Для оценки вклада SK и IK каналов рассчитывали 
средние значения интегрального тока на  потенциалах 
от +20 до +80 мВ в контроле и после добавления ингиби-
торов. Достоверность изменений оценивали с помощью 
дисперсионного анализа (ANOVA, p<0.05). Обработка за-
писей интегральных токов показала, что средний вклад 
калиевых токов, переносимых каналами SK, составля-
ет 42,68 ± 5,59% (N=3), а  суммарный вклад каналов 
SK и IK — 71,10 ± 9,96% (N=3) от контрольных значений 
калиевого тока в клетках К562. Таким образом, с помо-
щью селективного ингибиторного анализа мы  выявили 
функциональную экспрессию каналов SK и IK в плазма-
тической мембране клеток К562. Результаты опытов 
демонстрируют, что исследуемые KCa каналы являются 
основной компонентой интегральных токов, переноси-
мых ионами калия в клетках К562.

Работа поддержана грантом Российского Научного 
Фонда № 19-75-00046 (Чубинский-Надеждин В.И., 
Васильева В.Ю.) и РФФИ № 19-015-00211 (Сударикова 
А.В.)
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Коллаген 6-ассоциированные миопатии  — одна 
из  распространенных групп врожденных миодистро-
фий, включающая миопатию Бетлема (OMIM #158810), 
Ульриха (OMIM #254090) и  промежуточные феноти-
пы. Причина заболевания  — мутации в  генах COL6A1, 
COL6A2 (21q22.3) и COL6A3 (2q37), кодирующих субъ-
единицы коллагена VI типа: α1, α2, α3.

Представляем наблюдение 5  сибсов с  фенотипиче-
ским полиморфизмом врожденной миопатии вследствие 
новой гомозиготной мутации chr21: 47402679 T>C в ка-
ноническом сайте сплайсинга интрона 2 (c.227 + 2T>C) 
гена COL6A1. У 3 сибсов (48, 53 и 2,5 года) установлена 
миопатия Ульриха, у одного сибса (58 лет) — миосклеро-
тическая миопатия Бетлема. Мать пробанда — носитель 
гетерозиготной мутации (c.227 + 2T> C) в гене COL6A1.

Анализ мРНК выявил у всех сибсов пропуск 2 экзо-
на — причину делеции 925 аминокислот в 94–95% абер-
рантных транскриптов. Сохранено 5–6% нормальных 
транскриптов. ПЦР с  обратной транскрипцией выявила 
дополнительную полосу мРНК с более быстрой миграци-
ей на дорожках всех сибсов.

Оценка секретируемого коллагена VI типа определи-
ла отсутствие внеклеточных волокон и  диффузное на-
копление фибробластами предшественников коллагена 
VI типа.
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Анализ мРНК, пролиферативных и  культуральных 
свойств фибробластов и оценка секретируемого коллагена 
VI не выявили различий между сибсами. Внутрисемейный 
фенотипический полиморфизм, вероятно, объясняется 
влиянием еще не известных генов модификаторов.
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Дисферлинопатии  — группа наследственных нерв-
но-мышечных заболеваний, в  основе которых лежат 
мутации в гене DYSF. Дисферлин — белок сарколеммы, 
участвующий в  формировании временной заплатки 
(«патча») при повреждении мышечного волокна (МВ), что 
препятствует его дальнейшей гибели. Для изучения дис-
ферлинопатий in vivo выведен ряд нокаутных животных, 
одними из которых являются мыши линии Bla/J с отсут-
ствием экспрессии дисферлина.

Целью исследования стала патоморфологическая 
оценка физиологического и  репаративного миогистоге-
неза у  мышей линии Bla/J. Материалы и  методы. Для 
оценки состояния скелетных мышц в  онтогенезе были 
взяты мышцы голеней мышей линии Bla/J  и  C57Bl/6 
(дикий тип) в возрастах от 1, 10, 20 сут., 1, 2, 3, 4, 5, 7, 
9, 12, 15  и  18  мес. жизни. Для оценки репаративной 
регенерации скелетных мышц в  медиальную головку 
правой икроножной мышцы всем животным вводили 
100  мкл 0,1% раствора новокаина: 16  мышам линии 
Bla/J  и  16  мышам линии C57Bl/6. Выведение живот-
ных осуществляли на 2, 4, 10 и 14 сутки после инъекции 
(n=4). Парафиновые срезы окрашивали гематоксилином 
и эозином, по Маллори, иммуногистохимически с антите-
лами к альфа-ГМА, Ki-67, миогенину. Морфометрия сре-
зов была произведена в программе ImageJ (NIH, США).

Было выявлено статистически достоверное от-
личие в  доле некротизированных МВ  у  мышей линии 
Bla/J с 3 мес. жизни с постепенным ростом показателя 
до  18  мес. Доля миогенин-позитивных ядер была ниже 
по  сравнению с  контрольной группой с  максимальным 
значением 1,29(1,1;2,45) % в 4 мес. Постепенное увели-
чение размеров МВ до 7 мес. у мышей Bla/J сменилось 
их  последующей атрофией. Сосудистая плотность (со-
отношение количества МВ  к  количеству сосудов) была 

выше в контрольной группе с максимальным значением 
90,0 (78,3;94,1)% в 7 мес., в то время как для мышей ли-
нии Bla/J этот показатель был максимальным в 3 мес.

По результатам сравнительного патоморфологического 
анализа у мышей двух линий было выявлено снижение ре-
паративных способностей (более высокая доля некротизи-
рованных МВ, компенсаторная гипертрофия МВ с последу-
ющей их атрофией, снижение пролиферативной активности 
и  уровня миогенной дифференцировки) мышечной ткани 
у мышей с наследственной патологией скелетных мышц.

При исследовании реактивности скелетных мышц 
в ответ на острое химическое повреждение было обнару-
жено, что репарация в условиях отсутствия дисферлина 
претерпевает те же стадии, что и в нормальной мышеч-
ной ткани, однако с некоторыми отличиями: альтерация 
протекает интенсивнее с  большей долей некроза, про-
цессы восстановления замедленны, пролиферативная 
активность снижена, дифференцировка отсроченная 
и не завершенная, степень ремоделирования ниже.
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Установлена тесная связь между патогенезом ате-
росклероза и липидным обменом, в частности перегруз-
кой транспортной емкости крови липидами. При этом 
не  ясно, является ли  гиперлипидемия вторичной по  от-
ношению к дисбалансу липидного обмена или занимает 
ключевую роль в его происхождении. Целью настоящей 
работы была оценка вклада системных и клеточных ме-
ханизмов в формирование адаптации к гиперлипидемии, 
вызванной инъекциями жировой эмульсии препарата 
липофундин.

В  работе использовали жировую ткань интактных 
кроликов и  животных с  экспериментальной гиперлипи-
демией. Мультипотентные мезенхимные стромальные 
клетки (МСК) выделяли из целых эксплантов или после 
их  ферментативной обработки коллагеназой. Клетки 
поддерживали на  среде DMEM с  добавлением сыво-
ротки. Спонтанный и  индуцированный адипогенез ве-
рифицировали окраской липофильным красителем Oil 
Red O. Добавление липофундина к  среде роста in  vitro 
способствовало спонтанному адипогенезу клеток, полу-
ченных от  интактных животных, а  в  присутствие индук-
торов адипогенеза меняло морфологию клеток, делая 
их  полигональными и  обеспечивая накопление мелких 
жировых капель. Предшествующая системная липид-
ная нагрузка повышала адипогенный потенциал МСК 
в культуре. Полученные результаты свидетельствуют, что 
тканевая адаптация к  гиперлипидемии сопровождается 



124 VII МОЛОДЁЖНАЯ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦИЯ по молекулярной и клеточной биологии 

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

увеличением доли быстро пролиферирующих и  комми-
тированных преадипоцитов. Для оценки роли раство-
римых факторов экспланты жировой ткани культиви-
ровали в  присутствии различных сывороток. Клетки 
из  эксплантов контрольных животных уверенно обра-
зовывали монослой в  присутствии бычьей сыворотки 
(BS), но не сыворотки кролика. Напротив, клетки из экс-
плантов экспериментальных животных размножались 
и в присутствии сыворотки кролика. По способности сти-
мулировать пролиферацию сыворотки разных доноров 
располагались в  ряд: сыворотка интактных кроликов > 
сыворотка на высоте гиперлипидемии > сыворотка после 
нормализации показателей крови.

Таким образом системная липидная нагрузка уве-
личивает пролиферативный потенциал жировой ткани. 
В  формировании тканевого ответа принимают участие 
растворимые факторы сыворотки крови.
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Сателлиты 2, 3  человека (HS2,3)  — тандемно рас-
положенные формирующие перицентромерные участки 
хромосом. В клетках здоровой ткани транскрипция этих 
последовательностей блокируется, однако соответству-
ющие РНК обнаруживают в клетках солидных опухолей, 
что, предположительно, играет роль в прогрессии забо-
леваний. Однако информация об  их  распределении при 
онкогематологических заболеваниях ограничена. Целью 
работы было сравнение транскрипционной активности 
HS2,3 в мезенхимных стромальных клетках (МСК) паци-
ентов с множественной миеломой (ММ) при разной эф-
фективности лечения.

Работа проводилась на  первичных культурах МСК, 
полученных из  материала стернальной пункции 3  здо-
ровых доноров (ЗД) и  12  пациентов с  ММ. Пациенты 
были разделены на  две группы по  типу ответа на  те-
рапию: группу с  неэффективным лечением (НЛ, n=3) 
и  группу с  частичным или полным ответом на  лече-
ние (Ч/ПОЛ, n=9). Для полученных культур опреде-
ляли иммунофенотип, пролиферативную активность, 

потенциал к  остеогенной дифференцировке, наличие 
маркеров опухоль-ассоциированных фибробластов 
(α-гладкомышечный актин (α-ГМА), ассоциированная 
со  старением β-галактозидаза). Транскрипты выявляли 
с  помощью ДНК-РНК FISH. Для определения влияния 
клеток ММ на МСК проводили бесконтактное и контакт-
ное сокультивирование МСК ЗД с клетками линии RPMI-
8226 из крови ММ пациента с дальнейшим выявлением 
транскриптов в клетках.

Количество гибридизационных сигналов 
HS2,3  в  МСК коррелировало с  уровнем синтеза мар-
керов опухолевого микроокружения и  увеличивалось 
в ряду ЗД < Ч/ПОЛ < НЛ. Кроме того, наблюдалось сни-
жение скорости пролиферации и остеогенно-дифферен-
цировочного потенциала. Сокультивирование с клетками 
ММ  приводило к  увеличению синтеза α-ГМА и  транс-
крипции HS2,3 в МСК ЗД. До сокультивирования в МСК 
ЗД  транскрипты HS2,3  не  выявлялись. В  клетках ли-
нии RPMI-8226 транскрипты не обнаруживались ни до, 
ни после сокультивирования с МСК.

Таким образом, транскрипция HS2,3  в  МСК опухо-
левого микроокружения пациентов с  ММ  коррелирует 
с  прогрессией заболевания. Опухолевые клетки могут 
индуцировать транскрипцию HS2,3  одновременно с  ин-
дукцией остальных признаков опухоль-ассоциированных 
МСК. Мы полагаем, что транскрипция прицентромерных 
сателлитов является одной из составных частей опухоль-
ассоциированного фенотипа МСК.

Работа выполнена в  рамках грантов Президента 
Российской федерации для государственной поддержки 
молодых российских ученых № МК-6706.2018.7, РНФ 
19-74-20102 и РФФИ 19-34-80032.
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Одной из  самых распространенных проблем при за-
живлении ран является развитие гиперпластических 
процессов, приводящих к  образованию гипертрофиче-
ских и келоидных рубцов. Оба варианта рубцов являют-
ся проявлением фибропролиферативного расстройства, 
для которого характерна чрезмерная активация фибро-
бластов в  ране и  аберрантное образование внеклеточ-
ного матрикса, ассоциированные с высокой пролифера-
тивной активностью других типов клеток, участвующих 
в регенерации (кератиноциты, макрофаги, эндотелиоци-
ты). Моделирование патологических процессов откры-
вает новые возможности для исследования их  патоге-
неза и разработки новых эффективных средств лечения 
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и  профилактики. Однако задача экспериментального 
моделирования гипертрофических и/или келоидных руб-
цов в полной мере не решена.

Целью исследования была разработка клеточной мо-
дели для изучения патологических гиперпластических 
процессов в области послеоперационного рубца, получа-
емой на основе сфероидов фибробластов кожи челове-
ка, культивируемых в условиях контролируемой стандар-
тизованной профиброгенной стимуляции.

В рамках работы использовались различные клеточные 
линии фибробластов кожи человека. Для каждой из клеточ-
ных линий было изучено влияние фиброгенных факторов 
(TGFβ1, FGF2) на пролиферативную и миграционную актив-
ность, морфологию клеток, а  также на  экспрессию ряда 
генов, повышенная активность которых характерна для ги-
перпластических процессов в локусах повреждения кожи. 
Для моделирования трехмерных процессов в области руб-
ца фибробласты кожи культивировали в U-образных план-
шетах с низкой адгезией поверхности.

Была установлена дозозависимая способность 
TGFβ1  и  FGF2  увеличивать пролиферативную и  ми-
грационную активность фибробластов кожи человека. 
Охарактеризованы морфологические изменения кле-
ток различных линий на  фоне профиброгенной стимуля-
ции, особенности процесса формирования сфероидов. 
Показано, что использованные в  работе фиброгенные 
факторы оказывали влияние на размер сфероидов и уве-
личивали экспрессию маркерных генов, активность кото-
рых характерна для гиперпластических процессов в  ло-
кусах повреждения кожи. Продемонстрировано наличие 
в сфероидах некротического центра, аналогичного гипок-
сическому центру в гипертрофических и келоидных рубцах.

Таким образом, разработанный подход к  моделиро-
ванию патологических гиперпластических процессов 
в области послеоперационного рубца является перспек-
тивным и может быть использован для in vitro исследо-
вания их патогенеза, а также доклинической разработки 
профилактических и терапевтических средств.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства науки и высшего образования Российской 
федерации (соглашение № 05.604.21.0219, Уникальный 
идентификатор проекта RFMEFI60419X0219).
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В  настоящее время оксид графена (ОГ) является 
перспективным материалом, применяемым в  терапии 
и диагностике заболеваний. Известно, что модификация 
наночастиц ОГ  некоторыми полимерами способствует 
уменьшению токсичности и  улучшению биосовмести-
мости с  клетками иммунной системы  [1]. В  нашем ис-
следовании были использованы наночастицы ОГ, функ-
ционализированные полиэтиленгликолем (ОГ-ПЭГ). 
Взаимодействие новых наноматериалов с  клетками 
иммунной системы находится в фокусе современной на-
уки. Нашим объектом были миелоидные супрессорные 
клетки (myeloid-derived suppressor cells, MDSC)  — гете-
рогенная популяция незрелых клеток миелоидного про-
исхождения, которые при патологических состояниях 
приобретают супрессорный фенотип. Целью работы яв-
лялось изучение влияния наночастиц ОГ–ПЭГ на диффе-
ренцировку MDSC человека в условиях in vitro.

В  работе были использованы частицы ОГ  размером 
1–5 мкм (Ossila Ltd., Великобритания), модифицирован-
ные ПЭГ. Для генерации MDSC мононуклеарные клетки 
из периферической крови доноров-добровольцев (МПК) 
сепарировали центрифугированием на  градиенте плот-
ности фиколл-верографина (1,077  г/см3). Затем МПК 
культивировали в  96-луночном планшете в  концентра-
ции 1х106 кл/мл в ППС с внесенными цитокинами IL-6 
(20 нг/мл), GM-CSF (40 нг/мл) в течение 7 суток при 5% 
CO2 и 370C. На 4 сутки производили замену среды и вно-
сили ОГ-ПЭГ в концентрациях 2,5; 5 и 10 мкг/мл. После 
стандартных процедур отмывки оценивали общее ко-
личество MDSC (LIN–HLA-DR–CD33+CD11b+), учитывая 
субпопуляции: полиморфноядерные (PMN-MDSC) и  мо-
ноцитарные (M-MDSC) [2]. Измерения проводили на ци-
тометре CytoFlex S  (Beckman Coulter). Статистическую 
обработку данных осуществляли в  GraphPad Prism 
6, с  использованием непараметрического критерия 
Манна — Уитни.

В  результате экспериментов было установлено, что 
процент MDSC в  культурах с  низкими концентрациями 
ОГ-ПЭГ (2,5 и 5 мкг/мл) повышался, а в культурах с бо-
лее высокой концентрацией (10 мкг/мл), наоборот, сни-
жался. При анализе субпопуляций MDSC было показано, 
что ОГ-ПЭГ (2,5  и  5  мкг/мл) вызывал снижение про-
цента процента PMN-MDSC, то есть повышение общего 
уровня MDSC в данном случае было обусловлено именно 
моноцитарным пулом MDSC. В целом, мы впервые пока-
зали, что наночастицы ОГ-ПЭГ могут разнонаправленно 
регулировать дифференцировку MDSC, в  зависимости 
от  концентрации снижая или стимулируя дифференци-
ровку этих клеток. Таким образом, наночастицы ОГ обла-
дают потенциалом к  манипулированию MDSC, которые 
являются супрессорами иммунного ответа.

Работа выполнена в  рамках гранта РНФ 
19-15-00244.
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Семеногелины 1 и 2 (СГ1 и 2, СГ1/2) — аутосомные ра-
ково-тестикулярные антигены (РTA). Они являются основ-
ными белками семенной жидкости человека; регулируют 
подвижность и созревание сперматозоидов. Помимо ре-
продуктивных тканей, СГ1/2  экспрессируются в  злока-
чественных новообразованиях, включая аденокарциному 
легкого, почечную карциному, а  так же  некоторые гема-
бластозы. Однако их биологическая роль в неопластиче-
ских клетках в настоящее время не изучена.

Мы  показали, что СГ1  и  2  часто экспрессируются 
на  уровне белка в  опухолевых клеточных линиях чело-
века различного происхождения. При этом в  зависи-
мости от  клеточной линии они могут иметь различную 
внутриклеточную локализацию. Используя биоинформа-
тический анализ, мы  продемонстрировали, что уровни 
экспрессии СГ1 и 2 отрицательно ассоциированы с вы-
живаемостью онкобольных пациентов.

Мы создали клеточные модели рака легких, молочной 
и поджелудочной желез со стабильной сверхэкспресси-
ей и  нокдауном семеногелинов и  продемонстрировали, 
что они способствуют снижению пролиферации, увели-
чению апоптоза и восприимчивости клеток к генотокси-
ческим препаратам.

Чтобы идентифицировать белки-интерактанты семе-
ногелинов, мы  использовали метод GST pull-down в  со-
четании с  последующей жидкостной хроматографией 
и  масс-спектрометрией (LC-MS  / MS). Всего мы  иден-
тифицировали 86  белков, ассоциированных с  СГ1  и  2. 
Среди всех функциональных групп белков, мы  сосредо-
точились на двух важных ферментах онко-ассоциирован-
ного метаболизма  — LDHA и  PKM2. Мы  показали, что 
семеногелины повышают количество этих ферментов, 
а так же гликолиз, дыхание и продукцию АФК.

Таким образом, семеногелины повышают энергети-
ческий метаболизм исследуемых опухолевых моделей, 
но  при этом обладают антипролиферационными свой-
ствами и повышают их восприимчивость к генотоксиче-
скому стрессу.

Работа поддержана проектами РНФ № 18-75-
10076 и РФФИ № 18-315-20013.
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Соединения фтора  — потенциально генотоксич-
ны за  счет сильных окислительных свойств элемента. 
Исследования подтвердили способность фторидов зна-
чительно увеличивать уровень повреждения ДНК и  ча-
стоту хромосомных аберраций в  клеточных культурах, 
однако вопрос их  генотоксическом воздействии на  че-
ловека при сверхнормативной экспозиции остается 
открытым. Хронический контакт с  фторсодержащими 
соединениями может вызывать тяжелую патологию  — 
скелетный флюороз, влияние которого на  частоту хро-
мосомных нарушений так же  малоизучено. Цель иссле-
дования — оценить частоту ХА в лейкоцитах крови у лиц, 
контактирующих с фтористым фактором, индуцируемым 
Новокузнецким алюминиевым заводом.

Материалом для исследования послужила перифери-
ческая венозная кровь 29  работников Новокузнецкого 
алюминиевого завода, с  диагностированным заболева-
нием «костный флюороз», 15 работников без патологии, 
23  человек постоянно проживающих в  непосредствен-
ной близости от  завода и  30  человек, проживающих 
в значительном отдалении от завода.

Цитогенетический анализ проводился на  рутинной 
окраске путём оценки 200 метафазных пластинок лим-
фоцитов периферической крови. Измерение уровня 
фторид-иона в  плазме крови было выполнено методом 
прямой потенциометрии. Сравнение частот переменных 
между группами проводили с помощью непараметриче-
ского критерия Манна-Уитни.

В  результате исследования было отмечено, что у  ра-
ботников Новокузнецкого алюминиевого завода, больных 
скелетным флюорозом наблюдался повышенный уровень 
суммарной частоты ХА, по  сравнению с  рабочими без 
патологии (4,77[4,28–5,26] против, 3,15[2,50–3,81]), 
(p<0,05). В  целом у  работников алюминиевого завода, 
не  страдающих патологией, также наблюдается тенден-
ция к  увеличению суммарной частоты ХА  по  сравнению 
с  жителями прилегающего района (3,15[2,50–3,81] про-
тив, 2,24[1,23–3,24]). По результатам измерения уровня 
фторид-иона в  плазме крови работников алюминиевого 
производства было отмечено значимое повышение уров-
ня фторид-иона в плазме работников завода, страдающих 
патологией (4,47 ± 1,17 мг/л против, 3,12 ± 1,84 мг/л). 
Значимое увеличение частоты ХА  у  работников алюми-
ниевого завода по  сравнению с  контрольными группами, 
может объясняться хронической экспозицией фторида-
ми. Наблюдаемое увеличение ХА у рабочих с флюорозом 
по сравнению с рабочими без патологии вероятно объяс-
няется повышенным содержанием в плазме крови фторид-
иона, но  нельзя исключить влияние патологических про-
цессов. Повышенная концентрация фторид-иона у рабочих 
с патологией по сравнению со здоровыми работниками, ло-
гично объясняется характером патологического процесса.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ и администрации Кемеровской области (№ 18-
44-420012  р_а, соглашение с  АКО № 8  от  28  июня 
2018  г.), а  также стипендии Президента Российской 
Федерации для молодых ученных № СП-2310.2018.4.
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Несмотря на  то, что для всех птиц доказано наличие 
генетического механизма определения пола с  системой 
половых хромосом ZW, до сих пор не найдено конкретных 
генов, которые могут регулировать переключение половой 
дифференцировки  [1]. В то же время, в составе половой 
хромосомы W у курицы (Gallus gallus domesticus) описан 
повторяющийся элемент (GGAAA)n, который диспергиро-
ван в интерфазных ядрах и может участвовать в образова-
нии регуляторных РНК [2]. Этот повтор был ранее описан 
в составе регулируемого промотора гена промежуточного 
нейрофиламента (NF-M) курицы [3]. В центральной нерв-
ной системе продукты данного гена могут принимать уча-
стие в формировании полового поведения.

Настоящее исследование посвящено поиску генов, 
в составе промоторных и регуляторных областей кото-
рых присутствует повторяющийся элемент (GGAAA)n. 
В анализе использовалась последняя доступная сбор-
ка генома курицы GRCg6a (GCF_000002315.6); для 
поиска гомологии использовались инструменты BLAST 
и Unipro UGENE.

В  результате исследования на  хромосоме 3  найден 
участок, содержащий 20 копий повтора (GGAAA) в составе 
интрона гена NRXN1 (Neuronal cell recognition molecule), 
а также участок, содержащий 36 копий повтора (GGGAA) 
в его 5’ области. Ген NRXN1 кодирует мембранные белки 
нейрексины, которые являются продуктами трансляции 
различных мРНК, образующихся в  результате альтерна-
тивного сплайсинга. Они функционируют преимуществен-
но в  пресинаптической мембране нейронов и  отвечают 
за  особенности социального поведения. Мы  предполага-
ем, что этот ген может быть кандидатом на роль мишени 
регуляторных РНК, продуцирующихся с тандемных повто-
ров половой хромосомы W. Тонкая регуляция может вли-
ять на соотношение различных типов мРНК и участвовать 
в определении полового поведения самок.

Работа выполнена в  рамках проекта РФФИ 
№ 19-14-50096.
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Характерной особенностью гена Nxf1 и его ортоло-
гов среди представителей группы Opisthokonta, при-
надлежащих к различным таксонам, является наличие 
интрон-сохраняющих транскриптов. Примечательно, 
что зачастую в  сохраненном интроне содержится пре-
ждевременный стоп-кодон, за счет чего белок, соответ-
ствующий данному транскрипту, оказывается короче 
стандартного и может отличаться от него по вторичной 
структуре и  набору функций. Содержащие преждевре-
менный стоп-кодон транскрипты обычно подвергаются 
действию механизма NMD (nonsense mediated mRNA 
decay) на  посттранскрипционном этапе, при этом ин-
трон-сохраняющие транскрипты подлежат деградации. 
Интронсодержащие транскрипты гена Nxf1  избегают 
NMD за счет специфических механизмов.

Так, у млекопитающих в интроне гена Nxf1 показано 
наличие последовательности CTE (constitutive transport 
element), благоприятствующей экспорту транскрипта 
из ядра в цитоплазму.

Особенно примечателен тот факт, что сохраняющий-
ся интрон входит в состав эволюционно-консервативно-
го блока с  фланкирующими экзонами длиной 110  п. н. 
и 37 п. н., схожего у представителей различных таксоно-
мических групп. Этот эволюционно-консервативный блок 
в наших предшествующих работах получил обозначение 
«кассетный интрон».

По  нашим данным и  данным наших коллег, укоро-
ченный вариант белка Nxf1  имеет нейроспецифичные 
функции. Можно предположить, что различия в структу-
ре кассетного интрона гена Nxf1 могут рассматриваться 
в эволюционном плане.

Помимо CTE, в  кассетном интроне млекопитаю-
щих присутствуют и  другие консервативные после-
довательности, так начало интрона совпадало у  всех 
рассматриваемых видов. У  членистоногих, например, 
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дрозофилы, нет участков протяженной гомологии, ха-
рактерных для млекопитающих, но присутствуют поли 
(A) протяженные последовательности, схожие с  CTE 
в функциональном плане. Отмечены значительные от-
личия в  строении кассетного интрона у  нематод. Для 
рода Caenorhabditis характерны меньший размер ин-
трон-экзонного блока, повышенное содержание тими-
на (T) и  отсутствие преждевременного стоп-кодона, 
также отсутствуют CTE-подобные последовательно-
сти. В отличие от представителей рода Caenorhabditis, 
у нематоды Pristionchus pacificus структура кассетно-
го интрона имеет иной набор особенностей, и  черты, 
характерные для рода Caenorhabditis, выражены лишь 
частично.

Структура кассетного интрона нематод, членистоно-
гих и  млекопитающих сохраняет общие черты, но  при 
этом имеет свои, характерные для отдельных таксономи-
ческих групп, отличительные особенности. Эти особен-
ности строения могут быть использованы при анализе 
последовательностей кассетного интрона, для исследо-
вания вопросов, связанных с эволюцией генов и выявле-
ния механизмов сохранения интронов.
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Язвенный колит относится к  группе мультифакто-
риальных заболеваний с  невыясненной этиологией. 
Предполагается, что нарушенный состав и  сниженное 
разнообразие микробиоты кишечника являются факто-
рами возникновения воспалительных заболеваний ки-
шечника и влияют на их патогенез [1].

Актуальность данного исследования прописана раз-
витием персонализированного подхода в медицине, про-
ведением забора материала до  медицинского вмеша-
тельства в протекание заболевания.

В  исследовании принимали участие 25  пациен-
тов с  язвенным колитом, у  которых были отобраны 

биоптаты в пораженной и здоровой области толстой киш-
ки. Секвенирование 16S рРНК проводилось на генетиче-
ском анализаторе HiSeq 2500. Метагеномные данные 
были классифицированы при помощи Kraken 2, проана-
лизированы программой Pavian, визуализированы для 
сравнительного анализа в Recentrifuge.

Таксономический анализ выявил следующие изме-
нения относительно 4  основных типов бактерий в  био-
птатах пораженной области толстой кишки по  срав-
нению со  здоровой: снижение Firmicutes на  2.43%, 
Proteobacteria на  2.70%, увеличение Bacteroidetes 
на 5.62%, Actinobacteria на 0.09%.

На  следующим этапе исследования будет прове-
дено сравнение имеющихся данных с базой образцов 
микробиоты здоровых людей, кроме этого, планиру-
ется увеличить размер выборки пациентов и  разра-
ботать критерии оценки сравнения значений выборок 
в  метагеномном анализе из-за  индивидуальных раз-
личий микробиоты. Важными параметрами выбора 
метагеномной базы данных будут являться: особен-
ности образцов, взятых для анализа: биопсия или кал; 
возраст исследуемых пациентов; метод секвенирова-
ния; используемый метагеномный пайплайн, количе-
ство образцов, забор биоптата с  определенных отде-
лов кишечника.
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Муковисцидоз (МВ) является наиболее распростра-
ненным, опасным для жизни, аутосомно-рецессивным 
заболеванием. Варианты нуклеотидной последователь-
ности в  гене трансмембранного регулятора проводи-
мости муковисцидоза (CFTR) приводят к  нарушению 
синтеза цАМФ-зависимого хлорного канала CFTR или 
к образованию белка со сниженной функциональной ак-
тивностью. На сегодняшний день зарегистрировано свы-
ше 2000  генетических вариантов CFTR, большинство 
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из  которых являются редкими. Частота варианта 
CFTRdele2,3  составляет 5% всех аллелей МВ, он  отно-
сится к  I  классу. Редкий генетический вариант E403D 
(p.Glu403Asp, c.1209G>Т) относится к миссенс мутаци-
ям, представляет собой замену глутаминовой кислоты 
на  аспарагиновую в  положении 1209  9-го  экзона гена 
CFTR. На сегодняшний день данные о клинической зна-
чимости варианта E403D, а также о влиянии CFTR моду-
ляторов на активность белка отсутствуют.

Цель: изучение функциональной активности канала 
CFTR и  эффективности CFTR модуляторов у  пациента 
с генотипом CFTRdele2,3/E403D.

Материалы и методы. Из биоптатов толстого кишеч-
ника пациента была получена культура кишечных орга-
ноидов. Функциональную активность канала CFTR иссле-
довали при помощи форсколинового теста. В  качестве 
контролей использовали культуры кишечных органои-
дов, полученные от пациентов МВ с генотипами E92K/
F508del и F508del/F508del и здоровых добровольцев.

Результаты. В анамнезе пациента 2013 г. р. с  ге-
нотипом CFTRdele2,3/E403D и  смешанной формой 
течения заболевания указаны хронический обструк-
тивный бронхит, хроническая панкреатическая недо-
статочность, хроническая стафилококковая инфекция, 
интермиттирующий высев Pseudomonas aeruginos, 
аллергический бронхолегочный аспергилез. Одним 
из  маркеров патогенности вариантов нуклеотидной 
последовательности гена CFTR являются морфоло-
гические особенности органоидов, они неправиль-
ной формы, с  утолщенными стенками и  с  редуциро-
ванным люменом. CFTRdele2,3/E403D органоиды 
внешне не  отличаются от  контрольных культур паци-
ентов с  МВ. Данные форсколинового теста указыва-
ют на  полное нарушение проводимости канала CFTR. 
Эффекты корректора (VX-809) и  потенциатора (VX-
770), в отличие от контрольных образцов, не выявле-
ны, что доказывает «тяжесть» исследуемого генотипа 
и его вариантов нуклеотидной последовательности.

Выводы. Было показано, что генетический вариант 
E403D  — патогенный. Генотип CFTRdele2,3/E403D яв-
ляется «тяжелым» и не поддается коррекции существую-
щими модуляторами CFTR.
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Рак лёгкого (РЛ) относится к  патологиям с  наиболь-
шим уровнем смертности [1]. В последние годы активно 
обсуждается роль генетической предрасположенности 
и специфики состава микробиома в развитии онкологи-
ческих заболеваний. Целью настоящей работы является 
изучение особенностей микрофлоры мокроты в  связи 
с полиморфизмом гена TP53 у больных РЛ.

В  качестве материала для исследования было ис-
пользовано по  23  образца мокроты и  периферической 
крови, взятых у  больных РЛ  мужчин, а  также 16  пар 
проб здоровых доноров. Генотипирование варианта гена 
TP53 в режиме реального времени производилось с ис-
пользованием амплификатора CFX96 (BioRAD). Для из-
учения состава микрофлоры мокроты использовали вы-
сокопроизводительное секвенирование (MiSeq Illumina). 
Биоинформатический анализ выполняли с  использова-
нием ППП QIIME2. Статистическая обработка резуль-
татов осуществлялась средствами программы StatSoft 
STATISTICA 10 (модуль непараметрической статистики).

В  результате проведения таксономической характе-
ристики были получены процентные содержания бакте-
риальных таксонов. При сопоставлении профилей микро-
биома в зависимости от полиморфизма гена ТР53 был 
получен ряд значимых результатов (таблица).

Таблица. Сопоставление профилей микрофлоры (%) у обладателей различных вариантов G215C гена TP53 
(rs1042522)

Таксон
Генотип

GG GC CC

Больные РЛ

Peptostreptococcus 0 0,55 ± 0,93* 0

Actinobacillus 0,90 ± 1,37* 0 0

Rothia terrae 1,30 ± 2,00*** 2,82 ± 2,82 9,50 ± 0,71**

Bifidobacterium 0 0,36 ± 0,92 0,50 ± 0,71***

Здоровые индивиды

Peptostreptococcus anaerobius 0,18 ± 0,60 1,50 ± 1,29* 0

Prevotella nigrescens 0,18 ± 0,40 2,25 ± 2,63* 0

Treponema socranskii 0 0,50 ± 0,58* 0

Примечание. Отличия (p<0,05):* GC vs GG; ** GC vs CC;*** GG vs CC Известно, что потеря активности белка p53 способствует 
снижению барьерной функции эпителия и может создавать условия для возникновения дисбиоза, что в свою очередь, инициирует 
развитие воспалительных реакций — важных факторов опухолеобразования [2]. Таким образом, взаимодействие гена 
TP53 и легочной микрофлоры, может являться одним из потенциальных механизмов, приводящих к формированию РЛ.
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Геномные острова (ГО)  — генетические элемен-
ты, передающиеся между бактериями одного или раз-
ных видов посредством горизонтального переноса 
и  сайт-специфически встраивающиеся по  генам тРНК. 
Функциональное значение ГО определяется генами, вхо-
дящими в их состав.

Проведен in  silico анализ наличия ГО  в  хромосомах 
26  штаммов азотфиксирующих симбионтов люцерны 
Sinorhizobium meliloti (GenBank), в  числе которых три 
штамма, геномы которых были секвенированы (Illumina 
и  Oxford Nanopore) и  собраны (Unicycler) в  рамках про-
екта РНФ 17-16-01095. Всего выявлено 88 Г О, из  ко-
торых 17  встроены в  изоакцепторные тРНК-Thr. ГО  ре-
ференс штамма Rm1021 (Sme19T; 18.6  т. п. н.) также 
встроен в указанную тРНК (Румянцева и др. 2018).

Проанализированы нуклеотидные последовательно-
сти 10 ГО, встроенных в тРНК-Thr(GGT). Анализ Sme19T 
у  родственных штаммов Rm1021  и  Rm2011, которые 
хранятся в разных мировых коллекциях, показал их пол-
ную идентичность, тогда как в  составе ГО  (15.3  т. п. н.) 
штамма USDA1106, сходного с  указанными штамма-
ми (Epstein et  al. 2018) отсутствовал фрагмент длиной 
3  т. п. н. Анализ остальных 7-ми Г О  показал: i-группа  — 
ГО (13 т. п. н.) штамма KH46 содержал уникальные после-
довательности; ii-группа — ГО (12.7 и 17.6 т. п. н.) штам-
мов GR4  и  M162  имели протяженные (0.7–3.1  т. п. н.) 
на  89% гомологичные блоки; iii-группа  — ГО  штаммов 
АК58, AK83, RU11/01  и  USDA1157, отличались 
от выше рассмотренных тем, что их протяженность была 
в 2.5 раза выше (48.0–50 т. п. н.). Кроме того, установле-
но, что 70% последовательностей ГО этих штаммов по-
парно были гомологчны на 96%.

Проведен анализ ОРС, выявленных в  составе 
ГО. Показано, что в Г О  iii-ей  группы практически отсут-
ствовали транспозазы IS-элементов, а ОРС, относящихся 
к процессам хранения, обработки информации и защиты 
клетки, было в  2.5  раза меньше, чем в  Sme19T. Более 
17% ОРС в их составе кодировали вирусные белки. В со-
ставе ГО ii-ой группы не выявлено ОРС мобильных генети-
ческих элементов и фагов, однако более половины ОРС 
задействовано в  процессах репликации и  репарации 

ДНК, в метаболических процессах и в процессах защиты 
клетки, тогда как остальные кодировали гипотетические 
белки. В ГО, относящихся i-iii группам, элементы системы 
CRISPR/Cas не выявлены.

Таким образом, впервые проведен анализ последо-
вательностей ГО, встроенных сайт-специфически в  ген 
тРНК-Thr(GGT), у штаммов S. meliloti. Показано, что такие 
ГО  могут иметь 100–82.3% гомологии у  родственных 
штаммов, тогда как в  случае генетически неродствен-
ных штаммов их  гомология может достигать 70% как 
у  штаммов одной популяции, так и  между географиче-
ски удаленными штаммами. Следовательно, при сайт-
специфической интеграции в  определенную тРНК ве-
роятность встройки чужеродных последовательностей, 
имеющих до 70% гомологии может достигать 86%.

Работа была поддержана грантом РНФ 20-16-00105 
(биоинформатический анализ систем иммунитета бак-
терий), РФФИ 18-04-01278 (функциональный анализ 
ОРС).
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Одним из сенсоров щелочного рН является рецептор, 
подобный рецептору инсулина (IRR), член минисемей-
ства рецептора инсулина, которое также включает ре-
цептор инсулина и  рецептор инсулиноподобного факто-
ра роста. Наибольшее количество IRR было обнаружено 
в  почке, где IRR экспрессируется в β-интеркалирующих 
клетках, выстилающих дистальные канальцы, которые 
секретируют бикарбонат. Для поиска новой клеточной 
модели для изучения pH-чувствительности, нами была 
получена на базе линии C57BL/6 уникальная линия но-
каутных по гену insrr мышей. Отсутствие IRR может по-
влиять на чувствительность к pH главного экскреторного 
органа — почки. Для проверки этой гипотезы были взяты 
две линии мышей (дикий тип и нокаутные) в условиях ще-
лочной нагрузки — в воду для питья животных добавляли 
250 мM NaHCO3. Был проведен сравнительный анализ 
транскриптомов почек мышей дикого типа и  нокаутных 
в нормальных условиях и в условиях экспериментального 
алкалоза при помощи широкомасштабного секвениро-
вания. Были получены четыре набора данных об уровне 
экспрессии белков, которые были обсчитаны при помо-
щи биоинформатических методов.
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В  результате были выявлены гены, сопряженные 
с  экспрессией щелочного сенсора IRR и  регулируемые 
экспериментальным алкалозом. Общие гены для ней-
тральных и щелочных условий, которые имеют наиболь-
шую разницу экспрессии в  разных типах мышей, были 
аннотированы и  объединены в  кластеры, которые со-
ставили несколько групп: рибосомальные гены (rpl35, 
rpl29, rpl23); митохондриальные гены (mt-Nd1, mt-Cytb, 
mt-Nd6, chchd10, apoo); остальные гены (atn1, zfp36l1, 
tnfsf12, fxyd1, clec2d). Различающиеся при алкалозе 
гены  — igf2  ccl27a, irs2, cys1, в  нейтральной среде  — 
fabp1, csf2ra, creb3l3, clic6. Были выделены гены, свя-
занные с pH-чувствительностью — slc51b, slc26a4, btc, 
slc16a1.

Работа выполнена в  рамках грантов РФФИ 19-34-
90177, 19-04-01042, 19-34-51034, 18-04-01369.
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Спонтанные и  индуцированные генотоксическими 
факторами повреждения ДНК могут блокировать ре-
пликацию и транскрипцию, что в свою очередь приводит 
к уменьшению жизнеспособности и даже гибели клетки. 
Для предотвращения негативного влияния повреждений 
ДНК на  передачу и  экспрессию генетической инфор-
мации в  клетках всех живых организмов реализуются 
различные программы ответа на повреждения ДНК, та-
кие как, репарация или прямая коррекция повреждений. 
С развитием жизни на Земле, возникли дополнительные 
механизмы, которые позволяют снижать воздействие 
повреждений ДНК и  направлены, главный образом, 
на преодоление блоков репликации. Один из таких меха-
низмов заключается в  смене основной репликативной 
ДНК-полимеразы Polδ или Polε на специализированную 
ДНК-полимеразу, способную осуществлять синтез ДНК 
на  поврежденных участках. Данный процесс называет-
ся TransLesion DNA Synthesis (TLS, синтез ДНК в обход 

повреждения). TLS полимеразы обладают низкой точно-
стью, поэтому нарушение регуляции их  активности мо-
жет приводить к увеличению частоты спонтанного мута-
генеза, и как следствие, повышать риск наследственных, 
нейродегенеративных или онкологических заболеваний. 
Это определяет актуальность изучения факторов, уча-
ствующих в регуляции активности TLS ДНК-полимераз.

Ранее мы описали мутацию дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae pol3-13, которая нарушает взаимодей-
ствие  [Fe-S] кластера с С-терминальным доменом ката-
литической субъединицы Polδ, приводит к  возрастанию 
частоты спонтанного мутагенеза и  нарушению индуци-
рованного мутагенеза, который зависит от TLS полиме-
разы Polζ. Эти данные говорят о том, что для привлечения 
высокоошибочной Polζ, на повреждённую матрицу, необ-
ходим  [Fe-S] кластер. Однако Polζ может привлекаться 
и  на  неповрежденную матрицу ДНК по  механизму, ко-
торый не  зависит от  [Fe-S] кластера, ассоциированного 
с С-терминальным концом Polδ.

В  данной работе мы  осуществили поиск факторов, 
которые регулируют активность Polζ на  неповрежден-
ной ДНК. Для этого мы провели скрининг, направленный 
на поиск мутаций, снижающих частоту спонтанного мута-
генеза на фоне pol3-13. В частности, мы оценили частоту 
возникновения прямых мутаций у штаммов дрожжей, не-
сущих аллель pol3-13, совмещенную с мутациями по ге-
нам, которые как было показано ранее, участвуют в кон-
троле индуцированного мутагенеза: REV1, REV3, POL30. 
Полученные результаты позволили нам сделать заклю-
чение, что привлечение неточной Polζ на  неповрежден-
ную матрицу частично зависит от  структурной функции 
другой TLS ДНК-полимеразы Rev1, но не от ее каталити-
ческой активности, а также от моноубиквитинированного 
фактора процессивности PCNA и  [Fe-S], ассоциирован-
ного с Polζ.

Таким образом, полученные нами данные подтверж-
дают опубликованные нами данные о том, что активность 
неточной Polζ на поврежденной и неповрежденной матри-
цах регулируется посредством различных механизмов.

Работа выполнена при поддержке гранта 
РФФИ-20-04-00663.
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Горизонтальный перенос генов (ГПГ)  — это переда-
ча генетической информации между неродственными 
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организмами. Этот процесс хорошо описан для прокари-
отических организмов. В то же время накоплено большое 
количество данных о случаях ГПГ от прокариот к эукари-
отам. В нашей предыдущей работе показано, что в бел-
ках эукариот встречается специфическая последова-
тельность — цистеин-богатые повторы. Цистеин-богатые 
повторы, были обнаружены у  грибов и  многоклеточных 
животных, однако на основании наших данных не встре-
чаются у архей, бактерий или вирусов.

Белки, содержащие цистеин-богатые повторы, часто 
так же содержат консервативные домены, типичные для 
прокариот или вирусов. Было выдвинуто предположение, 
что такие домены появились в результате горизонталь-
ного переноса. В  данной работе для детального анали-
за был выбран белок гриба Neocallimastix  californiae. 
Этот белок содержит цистеин-богатые повторы а  так 
же  два консервативных домена характерных для про-
кариот: гликозил-гидролаза семейства 25  и  пептидаза 
М15А_С. Гликозил-гидролазный домен имеет достовер-
ное сходство с  ферментом бактерии рода Clostridium 
(E‑value  3.4e-27), а  так же  с  последовательностью 
из  генома бактериофага Clostridium phage PHICTP1 
(E‑value 2e-24). Тогда как пептидазный домен имеет до-
стоверное сходство с  последовательностью бактерии 
рода Bacteroides (E-value 2.6E‑33), а так же с последова-
тельностью из  генома бактериофага Bacteroides phage 
B124‑14 (E-value 9e-14). Мы предполагаем, что обнару-
женные бактерии могли являться донорами последова-
тельностей, кодирующих отдельные домены, а бактерио-
фаги векторами их  переноса в  эукариотический геном. 
Таким образом, на  примере белка N.  сaliforniae, содер-
жащего цистеин-богатые повторы, можно проследить со-
бытия горизонтального переноса последовательностей, 
кодирующих отдельные домены.

Среди всех белков, содержащих цистеин-богатые по-
вторы, для 86 доменов удалось найти близкое сходство 
с  бактериальными последовательностями. Из  них для 
60  так же  наблюдается достоверное сходство с  вирус-
ными последовательностями. Белки, содержащие эти 
домены, принадлежат грибам и  многоклеточным жи-
вотным. Грибы относятся к  таксономическим группам 
Ascomycota, Basidiomycota и  Chytridiomycota. Среди 
многоклеточных животных присутствуют представи-
тели Mollusca, Crustacea, Brachiopoda, Echinodermata, 
Chordata и Placozoa.

Таким образом, цистеин-богатые повторы белков 
эукариот во  многих случаях ассоциированы с  домена-
ми прокариотического происхождения. Эта закономер-
ность прослеживается для большого разнообразия ор-
ганизмов. Однако роль самих повторов пока остаётся 
неизвестной.

Работа выполнена в  рамках грантов РНФ 
(19‑74‑20102), РФФИ (19‑34‑80032), при поддержке 
совета по грантам при президенте РФ.
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Изучение стадии оогенеза на  опытах по  клонирова-
нию показало, что репрограммирование генома зави-
сит от составов ооплазмы и нуклеопазмы. В результате 
сравнения транскрипотомов  ядра X. laevis (без кариос-
феры) и ооплазмы было выявлено, что в ооплазме пре-
обладают белок-кодирующие гены, в  нуклеоплазме  — 
транскрипты повторов. Многие повторы ДНК активно 
транскрибируются в  раннем эмбриогенезе при актива-
ции родительского генома и при их ингибировании даль-
нейшее развитие эмбриона невозможно. Предполагают, 
что адгезивность тандемных повторов играет ключевую 
роль при перемещении хромосомных территорий в  ин-
терфазном ядре.

Объектами данного исследования были выбраны 
ооциты травяной лягушки, ввиду их  большого размера 
и  наличия кариосферы, содержащей хромосомы, окру-
женные белковой капсулой, что удобно для выделения 
и последующей локализации транскриптов. В настоящей 
работе поставлена задача качественного и количествен-
ного анализа состава транскриптома с акцентом на на-
личие повторяющихся элементов.

Полученная на основе выделенной РНК кДНК секве-
нирована на Illumina HiSeq 2500, было получено 11 552 
749  парных ридов. Риды были очищены от  адаптеров 
и  оптических дупликатов, после чего собраны с  помо-
щью программы Trinity. В собранном транскриптоме про-
аннторировано с  помощью Trinotate 3961  или 14.6% 
последовательностей соотвественно. Большинство 
(93.48%) несобранных ридов локализованы в черновой 
версии сборки генома R. Temporaria (NCBI assembly: 
GCA_009802015.1) с  помощью программы STAR. 
Дополнительно мы  сравнили все собранные контиги 
с базой данных NCBI Nucleotide, но только для 4078 по-
следовательностей найдено совпадение (9.91%). В ходе 
анализа данных обнаружили, что несмотря на  присут-
ствие в  черновой сборке генома, большинство транс-
криптов отсутствует в  нуклеотидных базах данных. 
Были найдены повторы (сателлитная ДНК) размерами 
от  5  до  114  Mb  с  наиболее высокой частотой встреча-
емости, большинство из них не описаны в базах данных, 
кроме CR1 и мажорного сателлита S1a. Высокая копий-
ность двух повторов представлена в  ридах различных 
данных. В  настоящее время благодаря полученным ре-
зультатам были выбраны олигонуклеотиды для карти-
рования FISH и  RNA-FISH, в  дальнейшем планируется 
детальное аннотирование повторов.
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Разработка новых и совершенствование существую-
щих методов выявления генетических нарушений являет-
ся актуальной задачей как для изучения фундаменталь-
ных механизмов мутагенеза и  дестабилизации генома, 
так и для выявления потенциальной мутагенной активно-
сти новых лекарственных средств, пищевых добавок и др. 
Разрабатываемый нами метод выявления генетических 
нарушений различных типов основан на  особенностях 
переключения типов спаривания α→а  у  гетероталлич-
ных дрожжей S.cerevisiae и представляет собой усовер-
шенствованный альфа-тест. Гаплоидные клетки дрож-
жей могут быть двух типов спаривания: а или α. В норме 
только клетки противоположных типов а и α могут скре-
щиваться. Клеточный тип α или а находится под контро-
лем локуса МАТα и МАТа, соответственно. При наруше-
нии экспрессии локуса МАТα клетка α типа спаривания 
переключает свой тип спаривания на противоположный, 
приобретая фенотип а, и  способность скрещиваться 
с другими α клетками. В альфа-тесте переключение типа 
спаривания α→а  фиксируют по  образованию гибридов 
двух штаммов одинакового типа спаривания α на селек-
тивной среде. Повышение частоты переключения типа 
спаривания α→а, вызванного повреждением локуса 
MATα, отражает уровень дестабилизации генома при 
воздействии мутагеном. Альфа-тест позволяет выявлять 
широкий спектр генетических нарушений, как наслед-
ственные изменения различных типов (генные мутации, 
потери хромосом и  ее  плеча, рекомбинационные собы-
тия), так и временные (предмутационные) изменения ге-
нетического материала.

В  данной работе мы  предложили способ усовер-
шенствования процедуры тестирования, направлен-
ный на  снижение доли ручного труда при проведении 
альфа-теста. Для выявления нарушений генетического 
материала, способных приводить к  переключению типа 
спаривания α→а, мы  предлагаем использовать систе-
му репортерного гена GFP под контролем промотора 

а-специфичного гена MFA1  и  с  помощью проточной 
цитометрии проводить оценку частоты клеток, переклю-
чивших тип спаривания α→а, по  наличию флюоресцен-
ции GFP. Мы подтвердили эффективность этого подхода 
с  использованием генотоксического вещества кампто-
тецина. Предложенные нами модификации альфа-теста 
дают возможность сократить объем питательных сред 
для культивирования дрожжей и ручного труда при про-
ведении тестирования, что позволит в  дальнейшем ис-
пользовать предлагаемую тест-систему как экспресс-ме-
тод для быстрого выявления потенциальной мутагенной 
активности различных веществ.

Работа выполнена при государственной финансо-
вой поддержке ведущих университетов Российской 
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Повторяющиеся кластеры генов рРНК (18S, 5,8S, 
28S) составляют чрезвычайно важную часть генома, 
так как уровень их  активности влияет на  образование 
ядрышек, где осуществляется сборка субъединиц рибо-
сом, а также контроль белков, регулирующих клеточный 
цикл. Несмотря на  интенсивные исследования гено-
мов птиц, полная информация об  организации класте-
ра генов рРНК есть только для курицы Gallus gallus  [1]. 
Цитогенетическими методами было показано наличие 
трех пар ядрышкообразующих хромосом в  кариотипе 
японского перепела Coturnix japonica в отличие от боль-
шинства птиц, имеющих только одну пару таких хромо-
сом. Цель настоящего исследования  — поиск в  доступ-
ных базах данных последовательностей, относящихся 
к  кластеру генов рРНК C.japonica и  их  сборке в  полную 
последовательность.
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Для анализа были использованы контиги полногеном-
ного секвенирования C.japonica (NCBI: LSZS01004495.1, 
LSZS01002975.1, LSZS01001001.1), последователь-
ность гена 18S Coturnix pectoralis (AF173611.1), а так-
же полученные нами клонированные и секвенированные 
последовательности, содержащие фрагменты гена 18S 
рРНК C.japonica. В  работе использовали инструменты 
BLAST, Homology segment analysis и Geneious.

В  результате работы был собран фрагмент длиной 
4094  п. н. (18S  — 1777  п. н., ITS1  — 2160  п. н., 5,8S  — 
157 п. н.). Для определения границ между генами и вну-
тренними транскрибируемыми спейсерами использова-
ли выполненную ранее сборку рДНК домашней курицы 
(KT445934). Расшифровка полной последовательно-
сти кластера рДНК японского перепела усложнена из-
за  большого количества повторов, насыщенных GC-
парами. Полученные данные необходимы для создания 
консенсусной последовательности, которая позволит 
в будущем собрать кластеры, локализованные на разных 
хромосомах.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 19-14-50096.
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Рак поджелудочной железы является одним из самых 
агрессивных новообразований в мире. В среднем пяти-
летняя выживаемость при раке поджелудочной железы 
колеблется от 5 до 7% [1]. Специфической этиологии для 
неоплазии в ткани поджелудочной железы в настоящий 
момент времени, не  выявлено. Однако, ряд исследова-
ний демонстрирует, что предрасполагающими фактора-
ми для развития рака поджелудочной железы являются: 
курение, злоупотребление алкоголем, сахарный диабет, 

ожирение, отягощенный наследственный анамнез, хро-
нический панкреатит [1]. Молекулярный ландшафт рака 
поджелудочной железы характеризуется высокой гете-
рогенностью, что возможно, обуславливает ее  способ-
ность к  ускоренному росту, развитию химиотерапевти-
ческой резистентности, инвазии и  метастазированию. 
Среди наиболее распространенных мутаций в образцах 
PDAC (pancreatic adenocarcinoma  — аденокарцинома 
поджелудочной железы) наиболее часто выявлялись 
нарушения в  генах KRAS, TP53, SMAD4, CDKN2A, 
TGFBR1,2 и др [1,2].

В нашей работе было проанализировано 736 транс-
криптомов рака поджелудочной железы из  трех баз 
данных (TCGA  — 183, Bailey  — 96, DKFZ  — 457  образ-
цов соответственно). Для оценки клинически значимых 
сигналов опухоли, коррелирующих с  показателями вы-
живаемости пациентов использовался метод независи-
мых компонент (ICA  — independent component analysis), 
который разделяет сложные сигналы с нормальным рас-
пределением на множество статистически независимых 
сигналов  [3]. Анализ данных осуществлялся в  режиме 
динамического программирования при помощи R-Studio. 
Для проведения ICA использовался пакет consICA 
(https://gitlab.com/biomodlih/consica).

В результате исследования были получены отдельные 
компоненты, отражающие экспрессию генов, регулирую-
щих физиологические процессы в  опухоли поджелудоч-
ной железы а также соответвующие различным клеточ-
ным типам (раковым, иммунным, клеткам стромы). Был 
проведен анализ выживаемости с  помощью регрессии 
Кокса и  получены кривые Каплана-Майера для каждой 
компоненты, которые позволили изучить их  влияние 
на выживаемость среди пациентов с раком поджелудоч-
ной железы. Анализ сигнальных путей и  процессов ак-
тивированных таковыми проводился с  использованием 
ресурса функциональной аннотации Enrichr.

Было установлено, что активация клеточного цикла, 
неоангиогенез, пролиферация соединительной ткани, 
кератинизация и активация ERK-сигнального пути отри-
цательно коррелирует с выживаемостью у групп пациен-
тов. Положительно влияет на выживаемость сохранение 
нормальной секреторной активности поджелудочной же-
лезы. Влияния таких факторов, как иммунный ответ, пол, 
нейрогенез на  выживаемость пациентов установлено 
не было.

Работа была выполнена в  рамках гранта C17/
BM/11664971 «DEMICS» при поддержке Luxembourg 
Institute of Health, Luxembourg.
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Болезнь Альцгеймера (БА) — это нейродегенератив-
ное заболевание, поражающее в  большинстве случаев 
людей преклонного возраста, отличительной чертой 
которого является прогрессирующая потеря памяти, 
вызванной синаптической дисфункцией. Настоящая 
работа основана на  кальциевой гипотезе нейродегене-
ративных заболеваний  [1]. В  данной работе представ-
лены результаты исследований взаимодействия био-
активных соединений производных пиперазина (ПП) 
на  неселективные кальциевые каналы TRPC6, которые 
вовлечены в  процесс патогенеза БА. Ранее было пока-
зано, что ПП  и, в  частности, 51164, который был взят 
из  базы данных IBS (г. Черноголовка, Россия), являет-
ся потенциальным активатором TRPC6  [2]. В  качестве 
контроля был использован гиперфорин взятый из базы 
данных PubChem (CID:441298). Трехмерную структуру 
TRPC6 взяли из UniProt с номером KB: Q9Y210. Докинг 
анализ проводился с использованием AutoDock Vina [3]. 
Полученные пространственные и  энергетические па-
раметры взаимодействия свидетельствуют, что гипер-
форин и  51164  взаимодействуют с  активным центром 
(АЦ) белка TRPC6 с энергиями связывания –7,7 ± 0.38 
и –7,1± 0.35 ккал/моль соответственно. Были рассчита-
ны значения констант связывания для обоих взаимодей-
ствий, которые ровны 4,6X105 для гиперфорина и 1,7X 
105 для 51164. Полученные результаты конформацион-
ного анализа свидетельствуют, что у 51164 взаимодей-
ствия несет гидрофобный характер, когда у гиперфорина 
наблюдается единичные водородные связи с аминокис-
лотными остатками ILE613, ASN617.

Работа поддержана грантом РНФ № 20-75-10026.
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В течение последних двух десятилетий были опреде-
лены детальные принципы иерархической укладки хро-
мосом эукариот. Наряду со структурами, составляющими 
трехмерную (3D) геномную организацию (хроматиновые 
компартменты, топологически ассоциированные доме-
ны, хроматиновые петли и т. д.), были идентифицированы 
и исследованы молекулярные механизмы, участвующие 
в  их  установлении и  поддержании. При этом, основное 
внимание было сосредоточено на  исследовании спец-
ифических ДНК-белковых и  белок-белковых взаимо-
действий. Однако, становится все более очевидным, что 
сегрегации хромосом на структурные и функциональные 
единицы способствуют слабые взаимодействия, обуслов-
ленные, в частности, явлением жидкостного разделения 
фаз (liquid-liquid phase separation, LLPS). В  этой работе, 
используя методы геномики (Hi-C) и микроскопии сверх-
высокого разрешения (STORM и SIM) была исследована 
роль LLPS в поддержании трехмерной организации гено-
ма. Было показано, что наибольший вклад в  простран-
ственную организацию генома LLPS вносит на  уровне 
хроматиновых компартментов и  энхансер-промоторных 
взаимодействий. В  целом, необходимо отметить, что 
полученные результаты свидетельствуют о  достаточно 
ограниченном вкладе LLPS в  трехмерную организацию 
генома в живых клетках.

Работа поддержана грантом Российского фонда фун-
даментальных исследований № 17-00-00098.
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Медицинская геномика играет ключевую роль в уста-
новлении взаимосвязи геномных вариантов и  мутаций 
с  предрасположенностью к  возникновению болезни, 
ее  течению и  индивидуальной чувствительностью к  ле-
карственным препаратам. Клеточные культуры и гумани-
зированные животные модели в сочетании с геномными 
технологиями стали факторами ее  быстрого прогресса. 
С  помощью технологий рекомбинантных ДНК и  систем 
редактирования генома были установлены генетические 
причины развития множества наследственных заболева-
ний (спинальная мышечная атрофия, хроническая грану-
лематозная болезнь и пр.).

В нашей лаборатории с использованием ряда клеточ-
ных и животных моделей с выключенными генами Plaur, 
Duox2  удалось установить связь между дисфункцией 
данных генов и  развитием ряда патологий. При этом 
knock-out модели являются достаточно грубым инстру-
ментом и не способны отразить все нюансы молекуляр-
ных механизмов развития заболевания. Современные 
разновидности технологий редактирования генома 
позволяют моделировать отдельные SNP, как самую 
распространенную форму генетической изменчивости 
в развитии патологий. Еще одним вызовом для медицин-
ской геномики является изучение роли некодирующих 
областей генома в развитии заболеваний.

В  соответствии с  этими тенденциями в  нашей лабо-
ратории разрабатываются технологические подходы, 
позволяющие изучать функциональную роль отдельных 
SNP и некодирующих РНК.

Развитие медицинской генетики, в том числе и с ис-
пользованием экспериментальных методов, будет спо-
собствовать разработке новых терапевтических подхо-
дов и приблизит наступление эры персонализированной 
медицины.

Исследование выполнено за счёт гранта Российского 
фонда фундаментальных исследований — проект № 18-
015-00535. В  работе были использованы коллекции 
клеток и  генетических конструкций, собранных и  сохра-
няемых в рамках проекта «Ноев ковчег», и оборудования, 
приобретенного за  счет средств Программы развития 
МГУ имени М.В. Ломоносова.
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Амилоиды  — упорядоченные белковые агрегаты фи-
бриллярной природы, которые формируются за  счет 
образования межмолекулярных кросс-бета структур. 
Особый интерес к амилоидам связан с тем, что они ас-
социированы с целым рядом неизлечимых заболеваний 
человека, наиболее известными из которых являются бо-
лезни Альцгеймера и Паркинсона, диабет II типа, прион-
ные заболевания. Наряду с  патогенными амилоидными 
белками, в последние годы появляется все больше дан-
ных о  функциональных амилоидах, которые выполняют 
важные биологические функции у различных организмов

В  ходе исследований, проведённых с  использовани-
ем оригинальной дрожжевой тест-системы  [1] был вы-
явлен ряд потенциально амилоидогенных белков мле-
копитающих, включая короткие изоформ 5  и  6  белка 
PHC3  человека. Амилоидная агрегация коротких изо-
форм белка PHC3 была подтверждена с помощью биохи-
мических и цитологических методов в клетках дрожжей, 
а  также в  бактериальных культурах с  использованием 
системы С-DAG [2]. В ходе данной работы мы показали, 
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что короткие изоформы белка PHC3, слитые с  флуоро-
фором, формируют детергент-устойчивые цитоплазма-
тические агрегаты при сверхпродукции в культуре клеток 
человека HEK293T. С  использованием РНС3  антител 
было показано что при агрегации укороченных изоформ, 
полноразмерный белок PHC3  колокализуется с  агрега-
тами и преимущественно накапливается в цитоплазме.

Полноразмерный белок PHC3 является одним из клю-
чевых компонентов поликомб группы (PcG) — комплекса, 
модулирующего укладку хроматина и необходимого для 
поддержания репрессированного состояния многих ге-
нов, включая Hox-гены во  время развития организма. 
Функции коротких изоформ РНС3  до  настоящего вре-
мени не  были известны. Наши данные указывают, что 
агрегация коротких изоформ белка PHC3 может сопро-
вождаться секвестрированем в  агрегаты его полнораз-
мерной изоформы, что приводит к  перемещению части 
белка РНС3  из  ядра в  цитоплазму. Мы  предполагаем, 
что это может влиять на активность поликомб комплек-
са укладку хроматина и уровень экспрессии ряда генов. 
Таким образом, короткие амилоидогенные изоформы 
белка РНС3  могут регулировать его биологическую ак-
тивность. В настоящее время ведутся исследования, на-
правленные на проверку данной гипотезы.

Работа была поддержана грантами РФФИ № 19-34-
51054, № 19-34-90153 и СПбГУ ID 51140332, а так-
же при поддержке ресурсных центров «ЦКП ХРОМАС», 
«Биобанк» и «РМиКТ» Научного парка СПбГУ.
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Хроматин обладает динамичной структурой, которая 
регулируется в  ответ на  внутренние и  внешние стиму-
лы клетки. В  нормально функционирующей клетке по-
стоянно происходит синтез белковых молекул, для чего 
необходимо достаточное количество рРНК. В  клетках 
млекопитающих множественные копи генов рРНК рас-
положены последовательно и  разделены межгенными 
спейсерами. Основные сигнальные пути, влияющие 
на рост и развитие клетки, регулируют в первую очередь 
скорость синтеза рРНК. В настоящее время хорошо из-
учены внутрихромосомные взаимодействия, но  появля-
ются данные о  возможности межхромосомных взаимо-
действий и их значимости в регуляции активности генов. 

Изменение состояния хроматина кластеров генов рРНК 
может иницировать репрессию или активацию транс-
крипции в определенных районах хромосом, что позволя-
ет предполагать участие контактов рДНК в регуляции ак-
тивности генов. Методом 4С, который дает возможность 
определять взаимодействующие участки генома, было 
обнаружено, что кластеры рДНК контактируют со  спец-
ифическими областями разных хромосом, в  том числе 
с генами DUX4 человека. Оказалось, что контакты генов 
рРНК с  генами DUX4  пропадают при тепловом шоке. 
Гены DUX4 кодируют транскрипционные факторы, необ-
ходимые только на стадии двух бластомеров. Их экспрес-
сия на более поздних стадиях приводит к одному из ви-
дов мышечной дистрофии. Методами флуоресцентной 
гибридизации (FISH) были определены места межхромо-
сомных контактов и их частоты в норме и при тепловом 
шоке. Пробы ДНК генов рРНК метили Alexa-3, а  генов 
DUX4 — Alexa-5. Обнаружено, что на клетку приходится 
около 10  фокусов гибридизации зонда DUX4. При те-
пловом шоке число контактов генов DUX4  с  ядрышка-
ми уменьшается почти в  2  раза. Общее число фокусов 
гибридизации пробы DUX4, приближенных к  ядрышку, 
не изменяется. При тепловом шоке возрастает среднее 
расстояние между фокусами гибридизации проб рРНК 
и DUX4. Модальное значение расстояния между генами 
DUX4  и  ядрышками увеличивается и  повышается доля 
мест гибридизации генов DUX4, не  связанных с  обла-
стью гибридизации пробы рРНК. Таким образом, наши 
данные свидетельствуют о  том, что при тепловом шоке 
гены DUX4 дистанцируются от ядрышек. Результаты экс-
периментов согласуются с данными, полученными мето-
дом 4С и  позволяют выявить разнообразие контактов 
в отдельных клетках.

Работа выполнена в  рамках гранта РНФ 
№ 18-14-00122.
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Сигнальный путь Wnt хорошо известен в  качестве 
наиболее консервативного и  мультифункционального 
регулятора жизнедеятельности многоклеточных живот-
ных. Участие Wnt в  разметке осей зародыша, управле-
нии клеточной судьбой, миграцией и пролиферацией де-
лает его незаменимым инструментом индивидуального 
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и  эволюционного развития  [1]. Для всестороннего по-
нимания этих процессов крайне важно изучать модели 
с  уникальными свойствами, приобретенными в  разных 
филогенетических линиях. Среди таких свойств у  коль-
чатых червей следует отметить наличие невероятно кон-
сервативного паттерна раннего развития в  сочетании 
с большим разнообразием планов строения сегментиро-
ванного тела. Участвует ли канонический сигналинг Wnt 
в реализации этих признаков мы проверили с помощью 
комплексного анализа геномной организации, экспрес-
сии и экспериментального подавления его компонентов 
у полихет Alitta virens и Platynereis dumerilii.

В  геноме нереид был обнаружен наиболее полный 
набор из  12  недуплецированных генов Wnt, 4  из  кото-
рых организованы в консервативный кластер. По транс-
криптомным данным, все эти гены дифференциально 
экспрессируются у растущих и регенерирующих червей, 
преимущественно в  заднем конце тела. С  помощью 
фармакологических ингибиторов и  изучения морфо-
логических признаков, паттернов пролиферации и  экс-
прессии генов-мишеней нами впервые были получены 
согласующиеся между собой доказательства участия 
Wnt в контроле над морфогенезом, сегментацией и кле-
точной дифференциацией на  различных стадиях раз-
вития и регенерации A. virens. На ранних этапах эмбри-
огенеза мы обнаружили асимметричное распределение 
β-катенина в ассоциации с центросомами, что указывает 
на  уникальный способ Wnt-зависимой спецификации 
сестринских бластомеров при спиральном дроблении.

Работа выполнена на  базе морской биоло-
гической станции СПбГУ (УНБ «Беломорская»), 
РЦ ММ и РЦ РМиКТ СПбГУ при поддержке грантов РНФ 
№ 17-14-01089 (биоинформационный анализ) и РФФИ 
№ 18-04-01335 (анализ развития мезодермы).
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Рекомбинантный бактериофаг АР16-3  выделен 
из почв горного района Дагестана (Кавказ) с использо-
ванием типового штамма-ловушки Sinorhizobium meliloti 
L5-30. Его геном секвенирован (MiSeq, Illumina), собран 
до  замкнутого кольца (61.0  т. п. н.), и  аннотирован с  ис-
пользованием биоинформатических подходов (SPAdes, 
Flye, Racon, Medaka, Pilon, Prokka для вирусных геномов, 
BLASTn, BLASTp, Prosite, I-TASSER).

Геном АР16-3 представлен дцДНК и кодирует 94 ОРС. 
Среди продуктов этих ОРС выявлены структурные эле-
менты вириона: капсид, хвост, базальная пластинка, 
терминаза, интеграза, эксцизионаза и портальный ком-
плекс. Гомология АР16-3 и ранее выявленного и изучен-
ного умеренного фага Sinorhizobium 16-3 (NC_011103) 
(семейство Siphoviridae) составила 68.53% (BLASTp).

У AP-16-3 выявлен белок размером 430 а. о. (AP-16-
3_26), входящий в состав портального комплекса, через 
который происходит инъекция ДНК бактериофага в клет-
ку бактерии. Установлено, что белок AP-16-3_26  го-
мологичен портальному белку YP_002117561  фага 
16-3 на 98.99% (покрытие 91.9%, Evalue = 0), а одна ами-
нокислотная замена в AP-16-3_26 приводит к формиро-
ванию дополнительного сайта модификации миристино-
вой кислотой. Моделирование третичной структуры этого 
портального белка позволило установить, что ближай-
шим гомологом (идентичность 12.4%, покрытие 86.5%) 
с известной кристаллографической структурой является 
портальный белок (pdb4ZJN) бактериофага G20C (се-
мейство Siphoviridae), инфицирующего термофильную 
бактерию Thermus thermophilus, модельный организм 
структурной биологии.

Анализ аминокислотных последовательностей 
АР16-3, продуктов 33 ОРС, негомологичных фагу 16-3, 
показал, что продукты 16  ОРС сходны с  таковыми Gr+ 
и Gr- бактерий, а также с белковыми продуктами однокле-
точных эукариот и бактериофагов порядка Caudovirales; 
15 аминокислотных последовательностей были сходны-
ми с таковыми бактерий семейства Rhizobiaceae, а так-
же грамположительных бактерий, гриба Colletotrichum 
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fructicola Nara gc5 и рыбы Carassius auratus, одна ОРС 
гомологична последовательности из  Escherichia phage 
ECD7, а другая ОРС, наоборот, не имела гомологов среди 
известных (гипотетический белок размером 55 а. о.).

Таким образом, нами выделен почвенный бактери-
офаг, геном которого сходен с  геномом Sinorhizobium 
16-3  на  68.53%. Отличающаяся часть генома AP16-
3  несет последовательности, гомологичные бактериям 
из  семейства Rhizobiaceae, грамположительным бак-
териям и  эукариотам, что позволяет рассматривать по-
чвенный бактериофаг AP16-3  как природную рекомби-
нантную форму Sinorhizobium phage 16-3. Специфичные 
для бактериофага AP16-3  однонуклеотидные замены 
в  портальном белке, могут быть использованы для по-
лучения фагорезистентных штаммов, применяемых при 
приготовлении биопрепаратов.

Работа выполнена в  рамках РФФИ 18-04-01278a 
и  РНФ 20-16-00105 (секвенирование генома фага 
АР16-3).
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За  последние несколько лет система CRISPR-
Cas9  стала популярным и  довольно эффективным ин-
струментом для генной инженерии. Эта система исполь-
зуется не  только в  исследовательских целях, но  также 
для разработки новых возможных методов терапии.

Возможные применения системы CRISPR-
Cas9  не  ограничиваются генной инженерией в  привыч-
ном понимании, но также включают в себя генетический 
скрининг, регуляцию экспрессии генов, посредством 
инициации трансляции, или же, наоборот, ингибирова-
ния, а также метилирования геномной ДНК или гистонов 
и инкорпорация ДНК последовательностей в целевые по-
зиции генома.

Все ныне существующие модификации систе-
мы CRISPR-Cas9  направлены в  основном на  рас-
познавание целевой последовательности ДНК 
РибоНуклеоПротеидным (РНП) комплексом, основанной 
на  комплементарности относительно короткой олигону-
клеотидной последовательности. Эффективность и спец-
ифичность связывания спейсерной части гидовой РНК 
и  целевой ДНК особенно важна для терапевтического 
применения этой системы. Однако селективность этой 

системы все еще недостаточна для повсеместного при-
менения в терапии. Неконтролируемые инсерции и деле-
ции, которые происходят в нецелевых участках геномной 
ДНК, могут приводить к онкотрансформации клеток по-
сле ex vivo или in vivo генной инженерии.

В  нашей работе мы  использовали комбинацию уже 
известных и новых РНК модификаций с целью улучшить 
характеристики системы CRISPR-Cas9  для получения 
возможности применять ее  в  терапевтических целях. 
Новые модификации показали стабилизацию РНК in vivo, 
а  также меньшую токсичность по  сравнению с  тиофос-
фатными модификациями, которые в основном исполь-
зуются для предотвращения деградации синтетической 
РНК in  vivo. Мы  исследовали паттерны модификаций, 
которые могут в дальнейшем улучшить терапевтическую 
эффективность и  специфичность системы CRISPR-
Cas9 без критического уменьшения эффективности ген-
ного редактирования и сопоставили эти результаты с уже 
имеющимися паттернами. Так же мы проанализировали 
влияние новых модификаций на  эффективность систе-
мы CRISPR-Cas9, в которых использовались мутантные 
версии белка, обладающие большей специфичностью 
по сравнению с диким типом белка Cas9.

Работа выполнена при поддержке гранта 
Российского фонда фундаментальных исследований 
№ 19-04-00298.
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Для изучения процессов регуляции генов использу-
ется модель дозовой компенсации у  самцов Drosophila 
melanogaster, включающая в  себя как генетические, 
так и  тонкие эпигенетические механизмы регуляции 
экспрессии генов. Процесс дозовой компенсации (ДК) 
сам по  себе является предметом интереса исследова-
телей: как благодаря фундаментальным чертам дан-
ного механизма, так и  из-за  происходящего при этом 
специфического нацеливания белковых комплексов 
на  Х-хромосому. У  дрозофилы основную роль в  этом 
процессе играет комплекс дозовой компенсации или 
MSL-комплекс (MSL: male-specific lethal), включаю-
щий в себя белки MSL1-MSL3, две некодирующие РНК 
(roX1 и roX2), ацетилтрансферазу MOF и РНК геликазу 
MLE [1].

В рамках данной работы нас интересует, прежде все-
го, консервативный хроматин-ремоделирующий фактор 
CHD1, участвующий в специфических преобразованиях 



140 VII МОЛОДЁЖНАЯ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦИЯ по молекулярной и клеточной биологии 

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

хроматина, связанных с  активной транскрипцией. 
Показано, что мутации кодирующего его гена Chd1 ведут 
к  сильной деформации и  деконденсации Х-хромосомы 
самцов [2]. Нами показано, что в норме данный фактор 
активно привлекается к  сайтам связывания комплекса 
MSL на Х-хромосоме, необходимым условием этого явля-
ется функционирующий комплекс ДК. У нуль-мутантных 
по  гену Chd1  самцов весь соответствующий белок ма-
теринского происхождения связывается исключительно 
с Х-хромосомой [3].

На  данный момент нами изучается ряд факторов: 
представитель того же семейства, что и CHD1 — kismet, 
и  близкий по  функциям к  CHD1  белок ISWI, а  также 
представители двух других семейств — Ino80 и brahma. 
Известно, что картина изменений Х-хромосомы самцов 
у мутантов по гену Iswi схожа с таковой Chd1, но получен-
ные результаты иммуноокрашивания политенных хро-
мосом антителами к  ISWI показали отсутствие для дан-
ного белка специфического привлечения к Х-хромосоме 
у самцов дикого типа и дополнительных сайтов связыва-
ния. У нуль-мутантных по гену Chd1 самцов этот фактор 
также не показал какого-либо специфического привлече-
ния к половой хромосоме. Такой же эксперимент прове-
ден для brahma, kismet и Ino80. Все они не привлекались 
специфически к  Х-хромосоме самцов дикого типа или 
Chd1  мутантов, что свидетельствуют о  специфической 
и незаменимой роли фактора CHD1 в подвергающейся 
ДК Х-хромосоме самцов дрозофилы.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 20-04-00864.
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Амилоиды  — белковые агрегаты фибриллярной 
природы, формирующие межмолекулярные кросс-ß-
структуры, связанные с  более чем 50  заболеваниями 
(амилоидозами), среди которых наиболее социально 
значимыми являются такие как болезни Альцгеймера 
и Паркинсона и диабет II типа. В последние годы появля-
ется всё больше данных о так называемых функциональ-
ных амилоидах, выполняющих важные биологические 
функции, такие как регуляция долговременной памяти, 
участие в  полимеризации меланина, хранение пептид-
ных гормонов и др.

Несмотря на  то, что амилоиды активно изучаются, 
имеющиеся о них данные носят разрозненный характер 
и  не  позволяют в  полной мере оценить распространён-
ность и  значимость амилоидов в  живой природе, в  том 
числе у  человека. В  рамках данного проекта, мы  иден-
тифицируем новые амилоидогенные белки и  изучаем 
биологическую роль амилоидогенеза в  жизнедеятель-
ности организмов. Разработанная ранее дрожжевая 
тест-система позволяет проводить масштабный поиск 
амилоидных белков в протеомах различных организмов, 
включая и человека  [1]. Для такого анализа нами была 
получена библиотека химерных генов, пригодная для экс-
прессии в  клетках дрожжей Saccharomyces cerevisiae. 
Библиотека включает последовательности кДНК чело-
века, слитые с  прионным доменом дрожжевого белка 
Sup35N. Прионный домен дрожжевого белка не форми-
рует амилоид самостоятельно в  отсутствие предсуще-
ствующих амилоидов. Слияние с  амилоидогенным бел-
ком человека приводит к  образованию фенотипически 
детектируемого амилоида. Первичный скрининг выявил 
ряд белков человека, потенциально обладающих амило-
идными свойствами, включая несколько рибосомальных 
белков. Поскольку рибосомальные белки представляют 
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собой эволюционно древние белки, в  норме продуциру-
емые в  стехиометрических соотношениях и  включён-
ные в  высокомолекулярные комплексы, их  способность 
к агрегации может быть связана с биологическими регу-
ляторными механизмами.

Представленные в  работе данные посвящены даль-
нейшему анализу агрегационных свойств рибосомаль-
ных белков человека с  использованием генетических, 
биохимических и цитологических методов.

Работа выполняется при поддержке грантов РФФИ 
№ 19-34-51054 и СПбГУ ID 51140332, а также ресурс-
ных центров «ЦКП ХРОМАС», «Биобанк» и «РМиКТ» на-
учного парка СПбГУ.
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Низкая пролиферативная активность клеток in  vitro 
в  5–42% случаев не  позволяет определить кариотипы 
спонтанных абортусов (СА) методами стандартной цито-
генетики  [1]. Для характеристики хромосомной консти-
туции в данном типе биологического материала исполь-
зуются молекулярно-цитогенетическачалокие методы, 
в  частности метод метафазной сравнительной геном-
ной гибридизации (Conventional Comparative Genomic 
Hybridization — cCGH).

В  настоящем исследовании методом cCGH нами 
были проанализированы фрагменты плодного мешка 
57  СА  с  низкой пролиферативной активностью in  vitro, 
полученных от 45 женщин.

По результатам cCGH в 50,9% (29/57) СА был отме-
чен несбалансированный хромосомный набор. При этом 
средняя частота хромосомных аномалий у СА по литера-
турным данным составляет около 50%  [2]. Нами была 
выявлена статистически значимая связь между часто-
той хромосомных аберраций СА  и  наличием в  анам-
незе у  женщин диагноза «привычное невынашивание 
беременности (ПНБ)» и  «спорадический аборт». В  груп-
пе СА от женщин с ПНБ частота абортусов с несбалан-
сированным кариотипом составила 29,2%, а  в  группе 

женщин со спорадическим СА — 66,7% (р = 0,006), что, 
вероятно, обусловлено значительным влиянием негене-
тических факторов в группе женщин с ПНБ. Вероятность 
того, что молекулярный кариотип первого и последующе-
го СА у женщин с ПНБ будет сбалансированным, соста-
вила 58,3%, что несколько ниже вероятности, получен-
ной на основе стандартного цитогенетического анализа 
(86,7%) [2].

Полученные данные сопоставимы с  результата-
ми стандартного цитогенетического анализа тканей 
СА с нормальной пролиферативной активностью in vitro, 
представленными в литературе.
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Использование плюрипотентных клеток в  качестве 
моделей заболеваний человека является одной из  наи-
более динамично развивающихся направлений совре-
менной биомедицины, имеющим огромный потенциал 
применения в  фармакологии, токсикологии, регенера-
тивной медицине и  лечении наследственных болезней. 
Плюрипотентные клетки, культивируемые в  лаборатор-
ных условиях, активно используются для тестирования но-
вых лекарственных соединений на ранних этапах их раз-
работки. С  появлением более эффективных и  простых 
в  использовании технологий направленного редактиро-
вания геномов, таких как CRISPR/Cas9, появились новые 
возможности исследования роли генов и других элемен-
тов генома в  нормальных и  патологических процессах. 
Кроме того, стало возможно создание клеточных линий, 
которые несут в  геномах трансгены, предназначенные 
для исследования экспрессии генов, визуализации вну-
триклеточной локализации белков и их взаимодействий, 
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а  также количественной оценки концентрации различ-
ных низкомолекулярных соединений. Использование 
генетически кодируемых белков-биосенсоров позволяет 
исследовать такие важные физиологические параметры 
клетки как соотношение окисленной и восстановленной 
формы глутатиона, концентрация перекиси водорода, ди-
намика внутриклеточного кальция и т. д. в живых клетках, 
в  режиме реального времени. Более того, с  помощью 
биосенсоров можно детектировать активность регуля-
торных каскадов, например, системы ответа на  стресс 
эндоплазматического ретикулума.

В докладе речь пойдет о совместном использовании 
технологий индуцированной плюрипотентности, CRISPR-
опосредованной гомологичной рекомбинации и  генети-
чески кодируемых биосенсоров для создания моделей 
нейродегенеративных заболеваний человека, исследо-
вании молекулярно-генетических механизмов данных 
болезней и поиске новых средств терапии.

Работа поддержана грантом РФФИ 19-29-04011 мк.
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В  нашей работе было проанализировано 56  транс-
криптомов клеток назального лаважа, полученных 
из  базы данных Gene Expression Omnibus (GSE30326, 
GSE51392). В  исследование были включены пациенты 
с обострением бронхиальной астмы (БА) на фоне пикор-
навирусной инфекции (n=32), пациенты с БА и здоровые 
люди (без аллергопатологии), у  которых проводилась 
стимуляция изолированных эпителиальных клеток пре-
паратом полицитидиловой кислоты (n=24). Для анали-
за транскриптомных данных использовали программ-
ное обеспечение Transcriptome Analysis Console (TAC) 
Software, ThermoFisher.

Анализ транскриптомных данных пациентов 
с БА и здоровых людей при моделировании вирусной ин-
фекции выявил активацию сигнального пути эндотели-
ального ростового фактора, интерлейкина-18, системы 
Toll-like рецепторов, интерферона альфа/бета, сигналь-
ного пути интерферона II (IFNG), снижение активации ци-
лиарного сигнального пути и клеточного цикла. Следует 
отметить, что значимость данных путей была более вы-
ражена у здоровых пациентов.

При обострении БА  на  фоне пикорнави-
русной инфекции в  сравнении с  состоянием 

после вирус-индуцированного обострения БА  (через 
7–14  дней) наблюдалась гиперэкспрессия ряда генов, 
участвующих в сигнальном пути эндотелиального росто-
вого фактора, интерлейкина-18, Toll-like рецепторов, ин-
терферона альфа/бета и сигнального пути интерферона 
II (IFNG).

Таким образом, функциональный анализ транскрипто-
мов клеток назального лаважа у пациентов с БА на фоне 
пикорнавирусной инфекции и  в  модели «БА  + вирусная 
инфекция» демонстрирует активацию сигнальных путей, 
направленных на  мобилизацию системы адаптивного 
противовирусного иммунного ответа, связанного с повы-
шенной продукцией интерферонов, активацией системы 
Toll-like рецепторов и интерлейкина-18. При этом у паци-
ентов с БА на фоне вирусной инфекции наблюдается им-
муносупрессия в сравнении со здоровыми людьми (без 
аллергопатологии).

Работа выполнена в  рамках темы НИР 
№ 20180308  Витебского государственного медицин-
ского университета «Разработка новых методов диагно-
стики, лечения и профилактики аллергических и иммуно-
дефицитных заболеваний».
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Выявление генов, лежащих в  основе явления инди-
видуальной радиочувствительности, является одной 
из приоритетных задач в современной лучевой терапии 
онкологических заболеваний.

В  предварительных исследованиях были выявлены 
гены, дифференциальная экспрессия которых оказалась 
связана с  эффективностью репарации двунитевых раз-
рывов ДНК. Клеточные линии HeLa с  нокаутом по  дан-
ным генам подвергались воздействию γ-излучения 60Co 
в  дозе 2 Г р, после чего был проведен анализ с  помо-
щью экспрессионных микрочипов SurePrint G3 (Agilent 
Technologies).

Нокаут генов ADAMTS1 и THBS1 приводил к сниже-
нию их собственной экспрессии: в 2,3 раза и в 2,1 раза 
соответственно. Кроме того, в  линии с  нокаутом 
ADAMTS1  экспрессия 57  генов изменялась более чем 
в  2  раза по  сравнению с  исходной линией HeLa (повы-
шалась для 33  и  снижалась для 24  генов). Условию 
FDR  <  0,05  удовлетворяли 12  генов: 7  генов повы-
шали экспрессию, а  5  — снижали. В  линии с  нокаутом 
THBS1  изменялась экспрессия 64  генов (повышалась 
для 30  и  снижалась для 34  генов). Условию FDR < 
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0,05 удовлетворяли 3 гена: 1 — с повышенной экспрес-
сией; 2 — с пониженной. После облучения в линии с нока-
утом ADAMTS1 экспрессия 56 генов была выше (9 генов 
с FDR < 0,05) а 47 генов — ниже по сравнению с облу-
ченной исходной линией HeLa (6  генов с  FDR < 0,05). 
В линии с нокаутом THBS1 50 генов экспрессировались 
сильнее, а 44 гена — слабее, чем в облученной исходной 
линии HeLa. Три гена соответствовали критерию FDR < 
0,05: 1 — с повышенной экспрессией и 2 — с понижен-
ной экспрессией.

Результаты полнотранскриптомного анализа были 
подтверждены с  помощью ПЦР в  реальном времени: 
при нокауте ADAMTS1  оказалась значимо повыше-
на экспрессия гена SEPP1, селенопротеин, и  значимо 
снижена экспрессия гена LXN, кодирующего ингибитор 
карбоксипептидаз.

Таким образом, нокаут генов ADAMTS1 и THBS1 при-
водит к  значительным изменениям транскрипционного 
профиля опухолевых клеток как до, так и после воздей-
ствия ионизирующего излучения.
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Температура является одним из наиболее важных эко-
логических факторов, влияющих на все аспекты жизне-
деятельности организмов на всех уровнях организации.

Целью данного исследования являлась оценка экс-
прессии ключевых генов энергетического метаболиз-
ма и  оценка межвидовых различий в  энергетическом 
метаболизме у  байкальских эндемичных амфипод 
видов Eulimnogammarus verrucosus (Gerstf., 1858) 
и Eulimnogammarus cyaneus (Dyb., 1874), а также голар-
ктического Gammarus lacustris Sars, 1863  в  условиях 
постепенного повышения температуры среды.

Перед экспериментом амфипод акклимировали в ла-
бораторных условиях не  менее 3  дней. Контрольную 
группу содержали при температуре 6 ± 0,8 °С на протя-
жении всего эксперимента. Экспериментальную группу 
экспонировали в  условиях постепенного повышения 
температуры среды (0,8 °C/день) в  течение 24  дней. 
Для дальнейших исследований животных фиксирова-
ли в  жидком азоте при достижении температур 12.4, 
18.8 и 23.6 °C. По результатам исследования показано 
значимое повышение экспрессии генов белков теплово-
го шока 70 (БТШ70) у байкальского вида E. verrucosus 
при повышении температуры среды, тогда как экспрес-
сия генов Na+, K+-АТФазы, АТФ-синтазы (субъединица 
альфа) и  фосфофруктокиназы в  данных условиях, на-
оборот, снижалась. Для термоустойчивого байкальского 
вида E. cyaneus наблюдали значимое повышение экс-
прессии генов БТШ70, а  также гексокиназы, оксоглу-
таратдегидрогеназы, актина, АТФ-синтазы (субъедини-
ца гамма), тогда как экспрессия генов Na+, K+-АТФазы 
и  АТФ-синтазы (субъединица альфа) значимо снижа-
лась. У голарктического вида-убиквиста G. lacustris про-
исходило значимое повышение экспрессии генов АТФ-
синтазы (субъединица гамма) и БТШ70, в то время как 
экспрессия гексокиназы значимо снижалась.

Согласно результатам корреляционного анали-
за значений экспрессии исследованных генов у  вида 
E.  verrucosus показана сильная положительная корре-
ляция между глицеральдегид-3-фосфат дегидрогена-
зой и  цитратсинтазой. У  теплолюбивого байкальского 
E. cyaneus отмечена сильная положительная корреляция 
между значениями экспрессии генов актина и  БТШ70. 
Для вида-убиквиста G.  lacustris была показана сильная 
положительная корреляционная связь между значения-
ми экспрессии генов глицеральдегид-3-фосфат дегидро-
геназы и пируваткиназы.

Таким образом показано, что для всех исследованных 
видов амфипод характерны различные стратегии энер-
госнабжения во время постепенного повышения темпе-
ратуры среды. Посредством корреляционного анализа 
показаны межвидовые различия на  уровне коэкспрес-
сии исследованных генов. Полученные данные указыва-
ют на  более выраженные изменения экспрессии генов 
при постепенном повышении температуры у  двух бай-
кальских видов амфипод в сравнении с голарктическим.

Исследование проведено при финансовой поддерж-
ке гранта РНФ-объединение им. Гельмогльца (Германия) 
№ 18-44-06201.
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Узнавание промотора РНК-полимеразой в  процессе 
транскрипции является фундаментальной проблемой мо-
лекулярной генетики. Несмотря на  длительный интерес 
исследователей, эта область продолжает развиваться. 
Большие успехи могут обеспечить методы NGS и мутаци-
онный анализ. Недавно подобная работа  [1] проведена 
с  целью изучения активности промотора бактериофага 
Т7. Авторы получили 7847  вариантов консенсусного 
промотора. Такие варианты имели от  1  до  10  замен; 
для для них была оценена активность (как соотноше-
ние уровней транскрипта РНК и ДНК). Полученные дан-
ные подтвердили многие представления о  значении от-
дельных положений промоторной последовательности 
и ее областей. В данной работы мы провели дальнейший 
анализ данных  [1], выявив согласованность в  измене-
ниях отдельных пар оснований промоторных последо-
вательностей и  функциональных областей промотора 
T7. В  частности, выявлена высокая согласованность 
мутаций (их  совместное присутствие в  отдельном про-
моторном варианте) для петли специфичности (specificity 
loop of binding region). Область инициации транскрипции 
(в  которой происходит открытие дуплекса) характеризу-
ется наименьшим количеством замен, которые при этом 
редко сочетаются между собой.

В ходе работы отмечена группа промоторных вариан-
тов, имеющих точную консенсусную последовательность 
и случайный нуклеотид в положении -2. Все 4 таких ва-
рианта получены в [1] и высокоактивны. При расчете для 
таких последовательностей профилей электростатиче-
ского потенциала и склонностью к изгибам установлены 
очень существенные изменения при замене в названной 
позиции. В  случае электростатического потенциала за-
мены Т на А достаточно, чтобы характерный для промо-
торов класса II паттерн профилей перешёл в таковой для 
класса III [2].
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Computational Biology. 2020. https://doi.org/10.1142/
s0219720020400016
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Долгое время считалось, что интроны не несут в себе 
значимой генетической информации, и, хотя это предпо-
ложение было опровергнуто достаточное время назад, 
до  сегодняшнего дня мы  продолжаем открывать новые 
свойства интронов как участников процессов реализа-
ции генетической информации.

Так, согласно нашим данным, интрон в гене Nxf1 мо-
жет играть существенную роль в  функционировании 
этого гена. Nxf1  — это эволюционно-консервативный 
ген, обнаруживающийся у  всех представителей груп-
пы Opisthokonta. Основной продукт этого гена  — белок 
NXF1 — осуществляет ядерный транспорт мРНК и имеет 
соответствующую доменную структуру. У данного белка 
выделяют РНК-связывающий домен, домен лейцин-бо-
гатых повторов, домен связывания белка NXT1 — белка-
партнера NXF1, а  также домен связывания с  ядерным 
поровым комплексом.

Однако NXF1  является не  единственным белковым 
продуктом гена Nxf1. Ранее мы  показали, что для дро-
зофилы характерно наличие как минимум четырех аль-
тернативных транскриптов, каждому из  которых соот-
ветствует собственный белок. Один из этих транскриптов 
сохраняет в  себе интрон 5–6, содержащий стоп-кодон. 
Его трансляция приводит к появлению укороченного ва-
рианта белка NXF1. Стоит отметить, что наличие такой 
формы белка было показано не только для дрозофилы, 
но и для млекопитающих. Отсутствие домена связывания 
с  ядерным поровым комплексом, хотя и  делает невоз-
можным участие этой формы белка в  процессах ядер-
ного экспорта, не  означает потерю функциональности 
белка. Напротив, полученные нами данные позволяют 
предположить, что данная изоформа не только является 
функциональной, но  и  выполняет важную роль в  разви-
тии многоклеточных организмов.

Развитие нервной системы  — в  частности, нацели-
вание и  рост отростков нейронов, находится в  жесткой 
зависимости от локализации мРНК в клетке и времени 
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ее трансляции. Ранее нам удалось показать повышенный 
уровень содержания сохраняющего интрон транскрипта 
в нервной системе дрозофилы, а также особенности ло-
кализации соответствующего ему белка. Укороченный 
NXF1, в  отличии от  полноразмерной формы белка, 
располагается не  только в  ядре и  ядерной оболочке, 
но  и  в  цитоплазме нервных клеток. Более того, его ло-
кализация часто совпадает с  локализацией актиновых 
филаментов в  областях активных цитоскелетных пере-
строек. Принимая во  внимание фенотипические прояв-
ления мутаций в данном гене у дрозофилы — включаю-
щие в себя такие аномалии как нарушения морфологии 
мозга и нарушения поведения, а также доменную струк-
туру укороченного белка, можно предположить его роль 
в нейрогенезе. Мы считаем, что благодаря наличию РНК-
связывающей активности укороченная форма NXF1 уча-
ствует в  связывании, локализации, и  сохранении мРНК 
в составе рибонуклеопротеиновых комплексов в клетках 
нервной системы, принимая, таким образом, непосред-
ственное участие в ее морфогенезе.

Грант РФФИ 19-04-01255  а: «Изучение влияния 
РНК-связывающего белка NXF1  на  формирование 
и функционирование нервной системы».
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Сигнальный путь TGF-β  — один из  основных путей 
межклеточной коммуникации, принимающий участие 
в  развитии многоклеточных животных. Компоненты 
этого сигнального пути присутствуют у  всех Metazoa. 
Суперсемейство лигандов TGF-β  включает в  себя не-
сколько семейств (TGF-β sensu stricto, BMP, GDF и т. д.), 
участвующих в  различных процессах эмбрионального 
и  постэмбрионального развития, таких как пролифе-
рация, миграция, дифференцировка клеток, апоптоз. 
Одним из важнейших процессов в эмбриональном раз-
витии животных, которые регулируются каскадом TGF-β, 
является становление полярности зародышей. Так как 
изменение осевой организации, такое как появление 
дорсо-вентральной оси и, соответственно, появление би-
латерально-симметричных организмов, является одним 
из  важнейших событий эволюции животных, изучение 
механизмов, с  помощью которых реализуется форми-
рование осей тела, представляется интересным и необ-
ходимым для создания полной картины эволюционного 
процесса. Такие исследования особенно актуальны для 
базальных клад многоклеточных, поскольку с  их  по-
мощью можно сделать предположение о  механизмах 
создания новой в  истории животных оси тела. Одной 
из  таких групп является тип Porifera (Губки). Объектом 

нашего исследования стала губка Halisarca dujardini 
(класс Demospongiae).

Ранее нами были определены последовательно-
сти ортологов генов, кодирующих лиганды (8  молекул), 
рецепторы (6  молекул) и  Smad-белки (6  молекул), уча-
ствующие в  TGF-β-сигналинге, синтезированы зонды 
для гибридизации in  situ. На  данный момент проведен 
филогенетический анализ лигандов, из  восьми лиган-
дов пять сформировали хорошо поддержанную группу 
в основании филогенетического дерева, а три были отне-
сены к TGF-β sensu stricto. Материал для исследования 
был собран в Белом море с помощью кошкования. Были 
определены стадии развития, на  которых находятся за-
родыши (ооциты, разные стадии дробления, личинки). 
Проведена гибридизация in situ с ортологами лигандов, 
которая показывает наличие их  экспрессии на  разных 
стадиях развития губки: некоторые из них экспрессиру-
ются диффузно во всем зародыше, некоторые (на стадии 
формирования предличинки) демонстрируют более ин-
тенсивную экспрессию в наружном клеточном слое, не-
которые также экспрессируются в клетках эмбриональ-
ной капсулы. Один из  лигандов не  показал экспрессии 
в зародышах. Будут проведены эксперименты по выявле-
нию паттерна экспрессии рецепторов TGF-β и локализа-
ции активных форм Smad-белков при помощи непрямой 
иммуноцитохимии и конфокальной микроскопии.

Проект выполняется при финансовой поддержке 
гранта РФФИ № 18-34-00398, с  использованием обо-
рудования РЦ РМиКТ СПбГУ.
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Одной из  фундаментальных биологических проблем 
является выявление механизмов формирования и сохра-
нения разнообразия многоклеточных животных, размно-
жение которых не сопровождается половым процессом. 
В  связи с  этим большой интерес представляют уни-
кальные жизненные циклы трематод, которые проходят 
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с  чередованием партеногенетических и  гермафродит-
ных поколений.

Долгое время считалось, что, как и у других трематод, 
все партеногенетические личинки (партениты) Himasthla 
elongata, произошедшие от  одного мирацидия, должны 
нести одинаковый генотип, то  есть, являться клонами. 
Ранее с  помощью метода AFLP (Amplified fragments 
length polymorphism) выявили внутриклональный по-
лиморфизм партенит H.elongata. Причины появления 
этой изменчивости до  конца не  установлены, однако 
существует гипотеза об  участии мобильных элементов 
генома в  возникновении этого феномена. В  результате 
клонирования и  секвенирования фрагментов AFLP вы-
явили последовательности мобильных элементов раз-
ных групп, причем большая часть представлена ретро-
транспозонами. LTR-ретротранспозон Pao обнаружен 
в полиморфных фрагментах профилей генотипирования 
отдельных церкарий, поэтому целью настоящей работы 
стало изучение природы этого ретроэлемента. Элементы 
Pao также обнаружены в  транскриптоме. Их  экспрес-
сия подтверждена ПЦР на матрице кДНК церкарий, что 
может свидетельствовать о  наличии активных копий. 
Продукты ПЦР клонированы, с помощью сервисов NCBI 
(Blast, Conserved domain search), а также RepeatMasker 
проанализированы полученные нуклеотидные последо-
вательности. В одном клонированном фрагменте обнару-
жена открытая рамка считывания пептидазы ретротран-
спозона Pao, которая является членом суперсемейства 
белков pfam05380. Белки этого суперсемейства гомо-
логичны аспарагиновым протеиназам, кодируемым ре-
тропозонами и ретровирусами.

Работа выполнена в рамках грантов РФФИ № 17-04-
02161, РНФ № 19-74-20102.
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За  последние десятилетия оппортунистическая бак-
терия Pseudomonas aeruginosa стала важным патоге-
ном для человека из-за наличия факторов патогенности 
и устойчивости ко многим антибиотикам. Сегодня мето-
ды геномики и  биоинформатики позволяют использо-
вать современные подходы в лечении многих госпиталь-
ных заболеваний. Одним из  более вероятных подходов 
является использование таргетных бактериофагов, ото-
бранных через структуры CRISPR/Cas-систем бактерий. 
Их изучение необходимо для разработки штаммоспеци-
фичных таргетных фагов.

Цель: дать анализ особенностей структуры CRISPR/
Cas-системы штамма P. aeruginosa NCTC10728, детек-
тируемых фагов и плазмид через выявленные спейсеры 

в CRISPR-кассетах с целью подбора высокоспецифичных 
бактериофагов.

Материалы и методы. Объект исследования- геном 
штамма P. aeruginosa strain NCTC10728 из базы данных 
GenBank (№ NZ_LR134342.1). Для поиска структуры 
CRISPR/Cas-системы использованы: CRISPRCasFinder, 
Geneious Prime. Поиск характеристик Сas-генов осущест-
вляли посредством программных пакетов makeblastdb 
(ver.2.2.28) и  HMMER (ver.3.0). Для поиска CRISPR-
кассет использовали софты «CRISPI: a CRISPRInteractive 
data base». С  помощью CRISPRTarget проведена детек-
ция фагов через спейсеры.

Результаты и  обсуждение. В  исследуемом геноме 
штамма P. aeruginosa NCTC10728 были выявлены два 
локуса CRISPR/Cas-систем. Рядом с  1-ым  располага-
лась группа Сas-генов (тип-I, подтип–I-E). Его CRISPR-
кассета имеет размер 639 н. о. и состоит из 10 спейсе-
ров, размеры 29 н. о., а 2-ая кассета- 580 н. о., содержит 
9 спейсеров, такими же размерами. Скрининг фагов че-
рез выявленные спейсеры CRISPR-кассеты-1  показал, 
что они специфичны ряду бактерий: P. aeruginosa VIT 
PC9, P. aeruginosa ST773. Для 2-ой CRISPR-кассеты вы-
явлены фаги: P. aeruginosa 1811-18R001, P. aeruginosa 
1811-13R031. Данные свидетельствуют о  том, что ис-
следуемый штамм P. aeruginosa обладает большой 
устойчивостью к ряду фагов, что дает ему стабильность 
при условии частой изменчивости средовых факторов.

Таким образом, используемый подход поиска и  ана-
лиза структур CRISPR/Cas-систем в  геномах бактерий 
дает возможность получать информацию о предполагае-
мой устойчивости конкретного штамма к обнаруженным 
фагам. Это позволит разработать технологию персони-
фицированной фаготерапии и фагопрофилактики.
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Обоняние является основной нейросенсорной функ-
цией, с  помощью которой многие виды изучают хими-
ческий состав своих природных сред, для поиска пищи, 
избегания потенциально опасных ситуаций, определения 
территории, идентифицирования членов собственной 
группы и  вида, хищников и  поиска пары. В  организмах 
позвоночных в  ходе эволюции закрепились особенные 
трейс-аминовые рецепторы TAAR. Они относятся к  од-
ному из  семейств белково-связывающих рецепторов, 
распознающие следовые амины, которые весьма схо-
жи с дофамином, гистамином и серотонином. Особенно 
большая концентрация TAAR наблюдается в нейронах го-
ловного мозга в зоне, ответственной за обоняние, что об-
разует систему обонятельных TAAR рецепторов. Помимо 
обонятельной функции, рецепторы следовых аминов по-
разному вовлечены в  регуляцию психоэмоционального 
состояния  [1]. Было доказано, что ген TAAR6  способен 
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распознавать такие лиганды, как путресцин и кадаверин, 
образующиеся декарбоксилированием аминокислот при 
разложении белка. На рецепторы TAAR6 летучие полиа-
мины действуют либо как раздражитель, либо как аттрак-
тант для падальщиков и разного рода паразитов [2].

Целью работы является поиск и  аннотация TAAR 
генов в  трех группах животных: травоядные, хищники 
и падальщики.

Для этого нами создан пайплайн, основанный на ан-
нотации TAAR генов в собранном геноме с использова-
ние программы Exonerate. Для начального поиска мы ис-
пользовали кодирующую последовательность TAAR 
гены мыши. Поиск был проведен в  сборках геномов 
следующих видов: евразийский волк (Canis lupus), горил-
ла (Gorilla gorilla), длиннохвостый суслик (Spermophilus 
undulatus), африканский слон (Loxodonta africana), тас-
манский дьявол (Sarcophilus harrisii).

Так как TAAR гены содержат повторяющиеся домены, 
то нефильтрованные данные содержали более 2000 со-
впадений, в  результате фильтрации по  score и  длине 
совпадающей последовательности количество было 
сокращено до 6–9 в зависимости от вида. Из-за повто-
ряющейся природы TAAR генов вопрос об  их  истинной 
копийности и  наличия схлопнутых в  результате сборки 
генов остается открытым. В настоящий момент мы раз-
рабатываем подход к таргетной сборке TAAR генов из не-
собранных ридов на  основании индекса, построенного 
с использованием идеальной функции хеширования.

Литература:
1.	 Duan J., Martinez M., Sanders A.R. et  al. American Journal 

of Human Genetics. 2004; 75(4): 624–638.
2.	 Izquierdo C., Gómez-Tamayo J.C., Nebel J.C. et al. PLoS Comput 

Biol. 2018; 14(1): e1005945.
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Несимбиотические плазмиды клубеньковых бакте-
рий, размер (30–600 т. п. н.) и количество (0–5) которых 
значительно варьирует у  природных штаммов, крайне 
недостаточно изучены как в плане их структурной орга-
низации, так и  функциональной роли в  жизнедеятель-
ности бактерий. В  данной работе проведен анализ си-
стем репликации плазмиды SMe высокоэффективного 
штамма Sinorhizobium meliloti AK555, выделенного 
в Приаралье, в сравнении с аналогичными репликонами 
референс штаммов. Известно, что S. meliloti содержат 
системы репликации RepABC типа, характерные для аль-
фапротеобактерий. Продуктом repA является АТФаза 

ParA-семейства, repB — белок ParB, а белок RepC — ини-
циатор репликации.

Последовательность SMe получена нами с  исполь-
зованием методов высокопроизводительного секвени-
рования MinION (Oxford Nanopore Technologies) и MiSeq 
(Illumina); собрана и  проаннотирована с  помощью био-
информатических подходов (Flye, Racon, Medaka, Pilon, 
Prokka).

Размер плазмиды составил 453.7  т. п. н. и  вклю-
чал 519  открытых рамок считывания. На  плазмиде 
выявлено 2  repABC оперона, а  также одиночный ген 
repC3, расположенные в  одном направлении. Длина 
оперона repA1B1C1  составила 3624  п. н., а  на  рас-
стоянии 9781  п. н. от  него расположен второй оперон 
repA2B2C2 размером 3721 п. н. Ген repC3 (1278 п. н.) на-
ходится на расстоянии 3107 п. н. от оперона repA2B2C2. 
Размеры указанных оперонов и гена repC сопоставимы 
с  размерами таковых, расположенных на  криптических 
плазмидах референс штаммов S. meliloti.

Сравнительный анализ продуктов генов repC1, 
repC1  и  repC3  показал, что уровень гомоло-
гии RepC1  и  RepC2  составляет 64.9%, а  между 
RepC1 и RepC3 не превысил 28.8%. Филогенетический 
анализ показал, что белок RepC1  АК555 гомологи-
чен (в  среднем 94.7%) аналогичным продуктам плаз-
мид pRmeGR4b, pSmeRU11  и  pSmeSM11a штаммов 
S.  meliloti GR4, RU11/001  и  SM11, соответственно, 
а с pSINME01 штамма AK83, выделенного в том же рай-
оне Приаралья, составил 92.3%.

Продукт RepC2 гомологичен аналогичным продуктам 
плазмид штаммов Rm41 и M270 на 87.6% и 86.6%, соот-
ветственно. Белок RepC3 гомологичен аналогичным по-
следовательностям плазмид pSmeAK21b штамма AK21 
(89.9%), accessoryA  — HM006 (90%), accessoryA  — 
KH35c (88.9%) и pRmeGR4a — GR4 (88.9%).

Гомология компонентов систем репликации плазми-
ды SMe S. meliloti AK555  с  аналогичными системами 
генетически неродственных штаммов, а также тот факт, 
что на  этой плазмиде присутствуют две копии системы 
репликации плазмиды, и негомологичная им система ре-
пликации, представленная repC, свидетельствуют о том, 
что плазмида SMe была сформирована при участии 
не менее трех различных репликонов, и о том, что плаз-
миды малого размера активно участвуют в процессе го-
ризонтального переноса генов в природных популяциях 
клубеньковых бактерий.

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ 
18-04-01278а (анализ систем репликации) и  РНФ 
20-16-00105.
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Eulimnogammarus cyaneus (Dybowsky, 1874)  — один 
из самых распространенных видов амфипод литорали озе-
ра Байкал. Данный вид интересен большим разнообразием 
окраски. Окраска его тела может варьировать от голубого 
до  оранжевого. Цвет и  интенсивность окраса у  большин-
ства ракообразных, в том числе у амфипод, определяется 
каротиноидами, которые животные получают из  пищи. 
В организме они могут либо находиться в свободном виде, 
либо быть связанными с  белками крустацианинами, при-
чем в комплексе с белками цвет каротиноидов изменяется.

Данное иcследование направлено на выявление фак-
тора, в большей степени определяющего окраску: уровня 
каротиноидов или крустацианинов.

Отлов производили в  поселке Листвянка (Южный 
Байкал). Животные были поделены на две равные груп-
пы: в  течение двух месяцев одну группу кормили бай-
кальской кормовой смесью (измельченная высушенная 
смесь амфипод и  макрофитов из  озера Байкал), а  вто-
рую  — коммерческим кормом Tetra Crusta. Образцы 
гомогенизировали в  ацетоне, после чего каротиноиды 
экстрагировали петролейным эфиром. Содержание 
каротиноидов определяли спектрофотометрически. 
Оказалось, что у голубых и у оранжевых амфипод коли-
чество каротиноидов не различалось, из чего можно сде-
лать вывод, что их количество не определяет окрас.

Крустацианин идентифицировали методом двумерно-
го электрофореза в полиакриламидном геле. Для анализа 
использовали гемолимфу животных голубого и оранжево-
го окраса. В литературе нет информации о молекулярном 
весе и изоэлектрической точке крустацианинов амфипод, 
поэтому мы  использовали известные последовательно-
сти крустацианинов омара Homarus gammarus для по-
иска в  транскриптоме E. cyaneus. Затем на  основе этих 
данных мы  предсказали белковые последовательности. 
Согласно полученным данным, крустацианины E. cyaneus 
имеют кислые изоэлектрические точки и  молекулярный 
вес 19–29  кДа. На  наших гелях этим параметрам соот-
ветствовали два пятна, расположенные в  кислой части 
диапазона pH и ниже 50 кДа. Данные пятна у оранжевых 
амфипод оказались менее интенсивные, чем у голубых.

Результаты исследования показали, что количествен-
ное содержание каротиноидов не  влияет на  окраску 
рачка, в то время как содержание каротиноид-связыва-
ющего белка крустацианина напрямую влияет на форми-
рование цвета тела E. cyaneus.

Работа выполнена в  рамках гранта РНФ 
№ 19-74-00045.
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Внутриутробная гибель эмбриона у человека чаще все-
го диагностируется в  первом триместре беременности. 
Причиной смерти эмбриона часто становятся трисомии ау-
тосом. Несбалансированность дозы генов, произошедшая 
в результате изменения числа хромосом при анеуплоидии, 
может стать причиной изменения степени метилирования 
ДНК в промоторах некоторых генов, что в результате от-
разиться на  внутриутробном развитии плода. По  нашим 
предварительным данным в выборке спонтанных аборту-
сов с  анеуплоидией наблюдается повышенный уровень 
метилирования в промоторах ряда генов. В настоящем ис-
следовании был проведен более детальный анализ уровня 
метилирования в  промоторах некоторых из  этих генов  — 
(ANKRD53, GATA3, CALCB, TRPV6, SCL13A4).

Цель исследования — изучить взаимосвязь уровня ме-
тилирования CpG-сайтов промоторов генов (ANKRD53, 
GATA3, CALCB, TRPV6, SCL13A4) с  наличием хромо-
сомных нарушений у спонтанных абортусов I триместра 
беременности.

Исследование проведено на основе биобанка НИИ ме-
дицинской генетики Томского НИМЦ. Для проведения мо-
лекулярно-генетического анализа из трофобласта хориона 
22 абортусов с трисомным кариотипом и 10 медицинских 
абортусов, в  качестве контрольной группы; выделялась 
ДНК, которая затем подвергалась бисульфитной модифи-
кации. С  помощью ПЦР наработаны фрагменты модифи-
цированной ДНК с несколькими CpG-сайтами. С помощью 
таргетного бисульфитного массового параллельного секве-
нирования проанализирован индекс метилирования ДНК.

Обнаружено гиперметилирование промоторов всех 
указанных генов у  спонтанных абортусов с  трисоми-
ей 16. В  частности, статистически значимые различия 
между группами наблюдались для гена ANKRD53, ответ-
ственного за расхождение хромосом в митозе, что может 
вносить вклад в природу мозаицизма, и транскрипцион-
ного фактора GATA3, отвечающего за дифференцировку 
клеток эмбриона.

Данные результаты указывают на  то, что трисомия 
16 связана с эпигенетическими изменениями в геноме, 
сопровождающимися гибелью эмбриона на  начальных 
этапах онтогенеза.

Работа выполнена в  рамках гранта РНФ 
№ 19-74-10026.
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Вирус Марбург (Marburg Marburgvirus) является одни-
ми из самых опасных патогенов известных человечеству. 
Высокий уровень смертности, отсутствие лицензирован-
ных вакцинных препаратов, а также специфической тера-
пии, налагает высокие требования к системе обществен-
ного здравоохранения. Классические подходы получения 
профилактических препаратов (инактивация, аттенуация 
и т. д.) не позволили создать эффективные вакцины про-
тив филовирусных лихорадок. С использованием генно-
инженерных методов в  настоящее время разрабаты-
ваются кандидатные рекомбинантные и  ДНК-вакцины. 
Использование существующих подходов осложнено 
проблемами, связанными с остаточной вирулентностью 
векторов, выбором оптимального целевого иммуногена 
и поствакцинальными осложнениями.

В связи с этим комплексный подход разработки без-
опасной рекомбинантной вакцины против лихорадки 
Марбург должен быть направлен не только на модерни-
зацию вирусных векторов, но  и  на  совершенствование 
иммуногенов. Рациональный дизайн модифицированных 
филовирусных гликопротеинов позволит создать новые 
иммуногены, выступающие в  качестве скаффолд-плат-
форм для таргентой презентации пептидов (эпитопов), 
индуцирующих синтез вируснейтрализующих антител.

В качестве прототипа использовали оптимизирован-
ную нуклеотидную последовательность синтетического 
гена GP  вируса лихорадки Марбург. В  результате про-
веденного биоинформатического анализа были лока-
лизованы функциональные элементы вирусного глико-
протеина, муцин-подобный домен (MLD), определены 
фланкирующие линкерные области, а  также сайты про-
теолитического расщепления клеточными протеазами. 
Проведен дизайн экспрессирующих генетических кон-
струкций, кодирующих модифицированные гликопроте-
ины. Сборка генетических конструкций проведена бес-
шовным методом по Гибсону.

В  дальнейшем первичные функциональные и  имму-
нобиологические свойства модифицированных вари-
антов гликопротеинов будут изучены с  использованием 
псевдотипированного репликационно-дефектного виру-
са rVSV-∆G_mNG, экспрессирующего флуоресцентный 
белок mNeonGreen и  не  несущий на  поверхности вири-
онов белки слияния. Пассаж псевдотипированных ви-
русов на  интактных культурах клеток позволит оценить 
изменение функциональных свойств, а в реакции микро-
вируснейтрализации против антител к  вирусу Марбург 
изучить специфические антигенные свойства.

Работа выполнена в рамках гранта Российского науч-
ного фонда (проект № 19-74-00071).
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Долгое время считалось, что агрегация белков в ами-
лоидные фибриллы и их накопление приводят исключи-
тельно к  патологическим эффектам. Однако недавно 
была обнаружена группа т. н. функциональных амилои-
дов  — белков, которые в  амилоидной конформации ре-
гулируют жизненно-важные процессы. С  помощью ра-
нее разработанного в  нашей лаборатории протеомного 
метода был проведен поиск функциональных амилоидов 
в  мозге крысы R. norvegicus. Данный подход основан 
на универсальном свойстве всех амилоидов — устойчи-
вости к ионным детергентам, таким как SDS. В результате 
данного протеомного скрининга в исследуемых образцах 
был выявлен ряд белков-кандидатов на  роль функцио-
нальных амилоидов. К ним относится белок MBP (Myelin 
Basic Protein), который является основным компонентом 
миелиновой оболочки нервных волокон центральной 
нервной системы, способствующий адгезии и  стабили-
зации мембран, образующих миелин. Ранее мы уже по-
казали амилоидные свойства данного белка с помощью 
гистологических и биохимических методов. Также путем 
биоинформатического анализа был предсказан потен-
циально амилоидогенный регион белка MBP, включаю-
щий последовательность с 60 по 109 аминокислоту. Для 
подтверждения амилоидогенности выявленной последо-
вательности была использована бактериальная систе-
ма С-DAG. Данная тест система основана на продукции 
и экскреции во внеклеточное пространство бактериями 
E.coli интересующего белка, слитого с  N-терминальным 
сигнальным пептидом (CsgA). Если продуцируемый хи-
мерный белок образует амилоиды, то  колонии долж-
ны окрашиваться амилоид-связывающим красителем 
Congo Red (CR), содержащимся в  питательной среде. 
В  нашей работе для анализа был взят потенциально 
амилоидогенный фрагмент белка MBP(60-154), а  так-
же MBP(1-59), не содержащий амилоидогенного регио-
на. Мы установили, что бактерии, продуцирующие белок 
MBP(60-154), связывают краситель CR. Более того, 
электронная микроскопия подтвердила наличие амилои-
доподобных фибрилл в анализируемом образце. В свою 
очередь бактерии, продуцирующие белок MBP(1-59), 
не связывали краситель и в их составе не были обнару-
жены фибриллы. Таким образом, фрагмент белка MBP, 
который на  основании биоинформатического анализа 
потенциально амилоидогенен, демонстрирует амилоид-
ные свойства в системе C-DAG.
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Энтомопатогенные грибы рода Lecanicillium длитель-
ное время являются объектом изучения в области защиты 
растений и широко используются для контроля численно-
сти различных насекомых-вредителей  [1]. Одним из  пер-
спективных способов увеличения эффективности био-
препаратов на основе энтомопатогенных грибов является 
их генно-инженерная модификация, в том числе встраива-
ние в  геном чужеродных последовательностей, кодирую-
щих белки, оказывающих непосредственное воздействие 
на  организм насекомого-хозяина  [2]. В  рамках данной 
работы осуществлена экспрессия бета/дельта-агатокси-
на-1  паука Agelena orientalis в  энтомопатогенных грибах 
Lecanicillium muscarium. Для детекции рекомбинантного 
продукта и  отбора трансформантов последовательность 
токсина была слита на  C-конце с  eGFP. С  целью обеспе-
чения секреции рекомбинантного полипептида грибами 
к  последовательности также был добавлен сигнальный 
пептид секреторного пути белка Mcl1  гриба Metarhizium 
anisopliae. Ген, кодирующий токсин A. orientalis с сигналь-
ным пептидом белка Mcl1, был коммерчески синтезиро-
ван, амплифицирован и  клонирован в  составе вектора 
pBARGPE1, сконструированного для гетерологичной экс-
прессии под контролем PgpdA промотера и trpC термина-
тора Aspergillus nidulans. Двукратный отбор на  селектив-
ной среде и  микроскопический анализ трансформантов 
позволил получить митотически устойчивый рекомбинант-
ный штамм L. muscarium. Распознавание сигнального 

пептида M. anisopliae в клетках трансформантов и эффек-
тивная секреция гибридного продукта была подтверждена 
с помощью иммуноблотинга.

Работа выполнена при поддержке министерства обра-
зования и науки РФ (Госзадание № 0483-2019-0001).
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Ближайшей сестринской группой по отношению к хор-
довым животным является подтип Оболочники. Самое 
большое видовое разнообразие представлено в  классе 
Асцидий. Необычной чертой их жизненного цикла явля-
ется наличие свободноплавующих личинок, имеющих 
признаки Хордовых. Главной особенностью строения 
оболочников, в частности асцидий, считается наружный 
покров — туника. Показано, что в формировании туники 
у асцидии Styela rustica принимает участие белок мору-
лярных клеток крови — р48. Однако механизмы процес-
са, природа белка и участие его в формировании туники 
остаются неисследованными. Таким образом, целью 
нашей работы стало описание белка р48, участвующего 
в формировании внеклеточного матрикса туники у асци-
дий семейств Styelidae и Pyuridae.

Методом масспектрометрии определили аминокис-
лотную последовательность пептидов, входящих в состав 
р48 асцидии Styela rustica. Сравнение пептидов с извест-
ными родственными последовательностями показало, 
что р48  содержит два консервативных функциональных 
домена: тирозиназный и  тромбоспондиновый. Поиск 
в транскриптомных базах данных асцидий Styela canopus, 
Styela clava, Styela plicata и Halocynthia aurantium опреде-
лил гомологи р48. Общей характеристикой этих последо-
вательностей является наличие двух вышеупомянутых кон-
сервативных доменов. Гомологи р48 асцидий S. canopus, 
S. clava начинаются с сигнального пептида и содержат, еще 
два Са‑связывающих EGF‑домена. Белки асцидий S. plicata 
и H. aurantium не имеют сигнального пептида и содержат 
только тирозиназный и тромбоспондиновый домены.
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С помощью антител к р48 мы обнаружили его родствен-
ные белки в  пределах одного вида. У  асцидии S.  rustica 
это белок с молекулярной массой 26 кДа во фракции мо-
рулярных клеток крови. У  H.  aurantium выявлены белки 
во  фракции морулярных клеток с  молекулярной массой 
48 кДа, 26 кДа, 35 кДа, а также во фракции гиалиноци-
тов с  массой 26  кДа. Методом масспектрометрии были 
определены пептиды этих белков. Дальнейший анализ 
аминокислотных последовательностей показал, что в них 
содержится один (тирозиназный) или два (тирозиназный 
и тромбосподиновый) функциональных домена.

Белок р48  и  его гомологи, таким образом, могут 
иметь два полноразмерных функциональных домена. 
Тирозиназный домен участвует в  формировании тиро-
зиновых сшивок между белками внеклеточного матрик-
са и  входит в  состав фермента фенолоксидазы, вовле-
ченного в  формирование покровов у  беспозвоночных. 
Тромбоспондиновый домен участвует в  широком спек-
тре процессов, направленных на модуляцию межлекточ-
ных и клеточно-матриксных взаимодействий.

Основываясь на  результатах проделанной работы 
можно предположить, что белок р48  играет роль фер-
мента фенолоксидазы, участвуя в  процессе формиро-
вания туники, и  является регулятором межклеточных 
взаимодействий.
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При поиске генотипов ассоциированных с долголетием 
исследователи обычно разделяют испытуемых из  одной 
популяции на две или три группы по возрасту, например, 
на новорожденных, лиц среднего возраста и старых, а да-
лее ищут статистически значимые различия между часто-
тами генотипов и  (или) аллелей между этими группами. 
(См., например, [1]) Некоторые исследователи разделяют 
группу наиболее пожилых обследуемых ещё и на подгруп-
пы: в работе [1] группа лиц старше 69 лет подразделялась 
на 3 подгруппы: лиц от 69 до 74 лет, от 75 до 89 лет и стар-
ше 90 лет. Иногда различия ищут между частотами соче-
таний генотипов. Проводится также анализ соответствия 
распределений частот генотипов закону Харди-Вайнберга. 
При сравнении групп учитываются различия по полу обыч-
но лишь тогда, когда распределение генотипов для лиц 

женского и мужского пола различно. Чаще всего при этом 
отвергнуть нулевую гипотезу о  равенстве между часто-
тами генотипов в исследуемых выборках не удаётся. При 
этом обычно делается вывод об  отсутствии ассоциации 
с  долгожительством, что не  всегда верно. Автором раз-
работано два метода уменьшения вероятности ложноо-
трицательных результатов, которые были протестированы 
на базе данных к [1]. При этом оба метода включали в себя 
принцип: всегда проводить не  только анализ данных для 
мужчин и женщин вместе, но и в отдельности.

Один метод был основан на  нахождении целесоо-
бразной для сравнения с выборкой новорожденных вы-
борки  [2], другой использовал G-критерий знаков. Оба 
метода показали высокодостоверную ассоциацию гено-
типа 5./5 27bp VNTR intron4 гена NOS3 c долголетием 
у  мужчин (но  не  у  женщин) Северо-западного региона 
России, что опровергло предположение об отсутствии та-
кой ассоциации сделанное в [1].

В  заключение следует сказать, что вероятность 
ложноотрицательных результатов при анализе малых 
и средних групп традиционными методами слишком ве-
лика, но  более детальный, хотя и  очень простой, стати-
стический анализ результатов исследования таких групп 
может помочь сэкономить экспериментаторам значи-
тельное время и деньги.
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Среди немоторных симптомов (НМС) болезни 
Паркинсона (БП) часто встречаются импульсивно-ком-
пульсивные расстройства (ИКР), которые имеют не-
сомненное социальное-экономическое значение как 
для пациента, так и  для его окружения. Для исследова-
ния представляет интерес роль полиморфных вариан-
тов генов DBH (rs141116007, rs1611115, rs6271), 
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MAOA (VNTR), DRD2 (rs6275, rs1799732) и  BDNF 
(rs2049046  и  rs6265) в  развитии ИКР у  пациентов 
с БП на фоне дофаминовой терапии [1,2].

Исследование проводилось на  образцах ДНК паци-
ентов с БП, длительное время получавших дофаминовую 
терапию, с  развившимся ИКР (n=50) и  без ИКР (n=36). 
Пациенты обследовались в Г КБ№ 1  им. Н.И. Пирогова 
и консультативном кабинете по экстрапирамидной патоло-
гии ОНО ЦАО г. Москвы. Биоматериал — образцы крови — 
были собраны квалифицированным флебологом. Данный 
этап работы был выполнен под руководством к. м. н., врача-
невролога Титовой Н. В. В качестве внешнего контроля ис-
пользовались данные о генотипах 365 необследованных 
жителей Москвы и МО. Из образцов была выделена ДНК, 
оценку генотипа проводили методом ПЦР-ПДРФ.

Статистическую обработку данных проводили с  ис-
пользованием программ WinPepi и  APSampler 3.6. 
Достоверными считали результаты со  значением 
p<0,05 по критерию Фишера.

В  результате проведенного исследования выявлен 
генетический фактор риска, влияющий на развитие ИКР 
у  пациентов с БП   после длительной дофаминовой те-
рапии, — доминантный аллель C замены rs6275 в гене 
DRD2 (p=0.026, OR=2.85, CI95%  [1.04–7.81]). 
Значимых ассоциаций с ИКР для других исследованных 
замен выявлено не  было. Данный результат является 
приоритетным, однако требует проверки на независимой 
выборке.
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на иммунодоминантные минорные 
антигены гистосовместимости 
после аллогенной трансплантации 
гемопоэтичечких стволовых клеток

ФГБУ НМИЦ Гематологии МЗ РФ

A.A. Khmelevskaya, N.A. Bykova, G.A. Efimov

T-cell response to immunodominant 
minor histocompatibility antigens 
after allogeneic hematopoietic stem 
cell transplantation

National Research Center for Hematology, Moscow, 
Russia

a.khmel.bio@gmail.com

Злокачественные заболевания крови являются се-
рьезной проблемой из-за высокой смертности. Для ле-
чения острых лейкозов применяется трансплантация 
аллогенных гемопоэтических стволовых клеток (алло-
ГСК). Успешность трансплантации определяется нали-
чием и силой иммунного ответа против оставшихся по-
сле химиотерапии раковых клеток пациента — реакция 
«трансплантат против опухоли» (РТПО). Однако, клетки 
донора могут атаковать здоровые клетки пациента, что 
приводит к  основному осложнению алло-ТГСК  — реак-
ции «трансплантат против хозяина» (РТПХ). Мишенями 
ответа в  этом случае являются пептиды, представ-
ленные на  клетках пациента  — минорные антигены 

гистосовместимости (МАГ). Появление таких пептидов 
обусловлено существованием в  геноме несинонимич-
ных полиморфизмов. Согласно литературным данным, 
наиболее клинически значимыми для противоопухоле-
вого ответа являются МАГ НА-1 и НА-2. Иммуногенное 
несовпадение по  этим МАГ между донором и  пациен-
том является положительным прогностическим факто-
ром исхода алло-ТГСК.

Разнообразие вариантов Т-клеточных рецепторов 
(ТКР), формирующихся в процессе V(D)J-рекомбинации, 
велико. Однако, обнаруживается большое количество 
«публичных» последовательностей ТКР, которые встре-
чаются более, чем у  одного человека. Это объясняется 
конвергентной рекомбинацией: последовательности 
ТКР, распознающие один и тот же антиген, могут полно-
стью совпадать или быть схожими. Биоинформатический 
анализ полного репертуара ТКР позволяет выявить по-
следовательности, схожие с  описанными ранее, и  мо-
жет быть использован для детекции иммунного ответа 
на данный антиген.

В  ходе работы при помощи NGS-секвенирования 
Т-клеточных экспансиий были получены 95  последо-
вательностей ТКР, специфичных к  НА-1  и  66  к  НА-2. 
Нами было показана взаимная схожесть последова-
тельностей ТКР одной специфичности. Согласно ме-
трике, основанной на  построении графов, альфа-цепи 
специфичные к НА-2 имеют достоверно более высокую 
степень схожести, чем рецепторы к другим МАГ и вирус-
ным антигенам. Полученная база последовательностей 
ТКР использовалась для детекции иммунного ответа 
на НА-1 и НА-2 у пациентов после алло-ТГСК через по-
иск схожих последовательностей в  тотальном реперту-
аре ТКР. Было показано, значимо повышенное число 
альфа-цепей ТКР специфичных к НА-2 и альфа- и бета-
цепей специфичных к НА-1 у пациентов, имеющих соот-
ветствующие иммуногенные несовпадения с донором.
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Ключевыми компонентами регуляции экспрессии 
генов являются особые белки — транскрипционные фак-
торы (ТФ), которые связываются со  специфическими 
сайтами на ДНК. В настоящее время для поиска сайтов 
связывания ТФ  (ССТФ) используется ChIP-seq. Данный 
эксперимент позволяет выявлять участки ДНК, так на-
зываемые пики, где ТФ возможно был напрямую связан 
с ДНК. Далее проводят de novo поиск ССТФ в пиках, для 
этого чаще всего в качестве модели используют позици-
онную весовую матрицу (ПВМ) [1], однако, ПВМ находит 
ССТФ не  во  всех пиках. Отсутствие ССТФ в  основном 
объясняют тем, что: 1) в части пиках изучаемый ТФ мог 
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быть связан с  ДНК опосредовано через другой ТФ; 2) 
присутствие «горячих» участков, регионы ДНК с которы-
ми связываются все ТФ  в  отсутствии сайтов связыва-
ния [2–3]. Тем не менее проблема поиска ССТФ в пиках 
изучена не до конца, так как модель ПВМ не учитывает 
зависимостей между нуклеотидами в ССТФ.

К  настоящему времени были предложены альтерна-
тивные модели de  novo поиска ССТФ, такие как BaMM 
и  InMoDe, которые учитывают зависимости между ну-
клеотидами на  близком расстоянии (от  1  до  5  нукле-
отидов), а  также Slim и  SiteGA, которые учитывают за-
висимости между нуклеотидами на  любых расстояниях. 
Данные модели не получили большого распространения, 
хотя и было показано, что альтернативные модели могут 
иметь более высокую точность, чем ПВМ.

Мы  разрабатываем конвейер программ, который 
единообразно обучает модели, определяет их  точность 
при помощи bootstrap, единообразно выставляет поро-
ги, осуществляет поиск ССТФ в пиках и сопоставляет ре-
зультаты разных моделей. На данный момент интегриро-
ваны следующие модели: ПВМ, BaMM, InMoDe, SiteGA. 
В  дальнейшем планируется провести массовый анализ 
данных ChIP-seq.

Работа поддержана грантом РФФИ 18-29-
13040 и бюджетным проектом 0259-2019-0008-C-01.
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Симбиоз растений с  азотфиксаторами является 
широко известным, но  недостаточно изученным фено-
меном. Особенно мало внимания уделяется изучению 

состава структур, обеспечивающих взаимодействие 
растение-микроорганизм.

В качестве объекта исследования мы выбрали пред-
ставителя рода Herbaspirillum. Этот род наиболее пер-
спективен с  точки зрения его потенциально высокой 
способности к фиксации азота, а также к продукции ряда 
веществ, в  том числе фитогормонов, стимулирующих 
рост и развитие растений.

Одной из ключевых структур, определяющих молеку-
лярные механизмы формирования такого рода симбио-
тических отношений, является гликополисахаридный со-
став наружной мембраны грамотрицательных бактерий, 
в том числе соматического О-антигена.

Для идентификации генов, вовлеченных в биосинтез 
О-антигена, мы изучили его состав у модельного объекта 
Escherichia coli O29. Также из базы данных NCBI получи-
ли референсный геном Herbaspirillum frisingense GSF30. 
Ввиду невозможности его пересборки с целью повыше-
ния качества мы также взяли файлы, содержащие риды 
ближайшего из  доступных родственных организмов  — 
Herbaspirillum sp. SJZ107. В  ходе изучения структуры 
модельного О-антигена выяснилось, что он  содержит 
12  генов. Они послужили ключевыми элементами для 
идентификации кластера О-антигена у  гербаспириллы. 
Из  ридов с  использованием SPAdes был собран рефе-
ренсный геном более высокого качества. Сборку проан-
нотировали в Prokka, после чего выявили границы оперо-
нов, используя веб-сервис Operon-Mapper.

Анализ Operon-Mapper показал, что геномы гер-
баспирилл содержат набор последовательно располо-
женных оперонов, связанных с  O-антигеном. Мы  об-
наружили 2587  оперонов в  Herbaspirilllum frisingense 
GSF30  и  3148  оперонов в  Herbaspirillum sp. SJZ107, 
включающих 15  и  23  оперона, содержащих гены био-
синтеза O-антигена, соответственно. Всего было об-
наружено 25  ведущих генов, связанных с  продукцией 
О-антигена и 39 вспомогательных, также входящих в со-
став оперонов.

Анализ выявленных последовательностей 
О-антигена, проведенный в  BLAST, продемонстрировал 
специфичность этого кластера для рода гербаспирилл.
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Разработка искусственных биополимерных носите-
лей для адресной доставки лекарственных препаратов 
является новым этапом в развитии биотехнологии. Одним 
из  таких носителей является водорастворимый синте-
тический полимерный катион полиаллиламин (ПАА). 
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ПАА используется в  формировании микрокапсул, для 
доставки медицинских препаратов, участвует в  образо-
вании многослойных пленок, покрывающих биомеди-
цинские имплантаты. Однако на данный момент многое 
о влиянии ПАА на клетки до сих пор не известно, в част-
ности его влияние на  клеточный геном. Настоящую ра-
боту проводили на  фибробластах китайского хомячка 
CHLV-79 RJK (RJK). Ранее нами было показано, что об-
работка клеток RJK ПАА в  сублетальной концентрации 
(100  мкг/мл) приводит к  вспышке кариотипической 
нестабильности. Выявленная кариотипическая неста-
бильность носила случайный характер и  была связана 
с делециями и изменением копийности по тем или иным 
хромосомам набора. В  настоящей работе представило 
интерес проанализировать потомков клеток, пережив-
ших воздействие ПАА и  продолживших свою пролифе-
рацию. В  качестве метода цитогенетического анализа 
было использовано кариотипирование G-бандированных 
метафазных хромосом. Цитогенетический анализ по-
томков на 4-м пассаже после воздействия ПАА показал, 
что клетки сохранили кариотипическую нестабильность, 
однако наблюдалась тенденция к  неслучайному вовле-
чению определенных хромосом в  перестройки. В  пере-
стройки неоднократно была вовлечена 1/3  кариотипи-
ческого набора. Полученные данные позволяют говорить 
о тенденции клеток, родители которых были под влияни-
ем ПАА, к селективному отбору. Дальнейший анализ по-
казал, что кариотипическая нестабильность потомков, 
переживших воздействие ПАА сопровождается изме-
нениями в  экспрессии генов p53, top2a, hsp90, hsc70. 
Повышение уровня опухолевого супрессора р53, сниже-
ние экспрессии hsp и topo2 свидетельствует о снижении 
их  устойчивости к  воздействию ядам. Это предположе-
ние подтверждает повышение чувствительности этих 
клеток к токсическому действию доксорубицина (показа-
но методами МТТ и клонированием). Исходя из резуль-
татов проведенной экспериментальной работы следует, 
что обработка клеток ПАА вызывает вспышку геномной 
нестабильности с  неслучайным вовлечением опреде-
лённых хромосом набора, сохраняющуюся в  потомках. 
В  следствии этого использование синтетических био-
транспортеров в медицинских целях требует тщательно-
го предварительного изучения их токсичности, в том чис-
ле с использованием цитогенетических и молекулярных 
методов.
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Текущий прогресс в  исследовании трехмерной ор-
ганизации генома обеспечивается развитием методов 
флуоресцентной визуализации районов генома (FISH) 
и методов захвата конформации хроматина (С-методов). 
Полногеномный вариант захвата фиксации хроматина 
(HiC) оценивает частоту пространственных контактов 
двух произвольных локусов в  геноме, но  не  физиче-
ское расстояние между ними, для большой популяции 
клеток. FISH, наоборот, позволяет провести измерение 
3D-расстояний между локусами интереса, мечеными 
флуоресцентными зондами, в  ядре отдельной клетки, 
но  обладает ограниченной пропускной способностью 
по  количеству одновременно анализируемых клеток. 
Несмотря на то, что оба метода оперируют разными ти-
пами данных, показано, что частота контактов локусов 
и расстояние между ними в пространстве ядра, в целом, 
коррелируют между собой. С другой стороны, последние 
исследования нанодоменов хроматина в клетках млеко-
питающих и  дрозофилы с  применением FISH и  микро-
скопии сверхвысокого разрешения показали высокую 
вариабельность 3D-расстояний между локусами, нахо-
дящимися в  доменах хроматина, отличающихся повы-
шенной частотой HiC контактов  — так называемых то-
пологически-ассоциированных доменах (ТАД). Данную 
вариабельность необходимо учитывать, как при верифи-
кации методом FISH взаимодействий хроматина, выявля-
емых с помощью HiC, так и при исследовании изменения 
субструктуры ТАД в  процессе дифференцировки или 
в разных типах клеток.

В настоящей работе мы использовали FISH с зонда-
ми на основе BAC-клонов для верификации взаимодей-
ствий хроматина на  уровне ТАД, идентифицированных 
нами ранее в ядрах эмбриональных фибробластов кури-
цы [1], а также анализа вариабельности 3D-расстояний 
между локусами, линейно равноудаленными в  геноме 
в ядрах трансформированных клеток крови курицы (HD3, 
DT40). С учетом размера геномной вставки в ДНК BAC-
клонов (182 ± 36 т. п.н) и ограничений в разрешающей 
способности оптической микроскопии для анализа были 
выбраны локусы, геномное расстояние между которы-
ми составляло 600–700 т. п. н. Относительно геномных 
координат ТАД локусы были выбраны таким образом, 
что из  трех локусов по  крайней мере один был отделен 
от  остальных границей ТАД. Многоцветная FISH позво-
лила одновременно визуализировать и  измерить рас-
стояния между тремя последовательными локусами, 
находящимися в  шести разных районах крупных ТАД 
макрохромосом 1, 2, 4  и  микрохромосомы 14  курицы. 
Полученные результаты дают представление о  вариа-
бельности пространственных взаимодействий в масшта-
бе ТАД в клетках курицы и полезны в дальнейших рабо-
тах по визуализации ТАД с помощью олигонуклеотидных 
зондов и микроскопии сверхвысокого разрешения.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 19-
74-20075  с  использованием оборудования ресурсного 
центра «Развитие молекулярных и  клеточных техноло-
гий» Научного парка Санкт-Петербургского государ-
ственного университета.
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Удобной моделью для изучения социально-индуциро-
ванных стрессов, с которыми сталкивается современный 
человек, является ольфакторное воздействие на мышей 
хемосигналами, которые выделяются стрессированны-
ми особями. Одним из таких веществ является 2,5-диме-
тилпиразин  — феромон, выделяемый с  мочой самками 
в  условиях переуплотненного содержания, и  оказываю-
щий множество негативных эффектов на  репродуктив-
ную систему особей-реципиентов, среди которых: тор-
можение полового созревания молодых животных обоих 
полов, снижение массы препуциальных желез, семенных 
пузырьков и  семенников  [1]. Известно также, что по-
сле феромонального воздействия повышается частота 
хромосомных аберраций в  митотически и  мейотически 
делящихся клетках, и частота аномалий головок сперми-
ев [2]. Однако события, предшествующие перестройкам 
и дезинтеграциям генома половых клеток стрессирован-
ных животных, остаются неизвестными. Одним из  воз-
можных механизмов является возникновение в  интер-
фазных ядрах щелочно-лабильных сайтов, доступных для 
атаки молекулами, нарушающими целостность ДНК. Для 
обнаружения присутствия таких сайтов используют ме-
тод щелочного кометного фореза единичных клеток.

Впервые было показано, что двухчасовое стрессиро-
вание 0,01% раствором 2,5-диметилпиразина вызыва-
ет через 2  часа увеличение доли поврежденных клеток 
семенников мышей линии CD1, выявляемых методом 
щелочного кометного фореза in situ, с 27.18 ± 1.895% 
(M±SED) у  контрольных животных (N=5) до  51.04 ± 
2.985% у  стрессированных самцов (N=6) (t  test p= 
0,0001).

Таким образом, ольфакторное воздействие социаль-
но-значимыми хемосигналами приводит к  изменению 
функционирования и  даже перестройке хромосомного 
аппарата половых клеток самцов мышей, что негативно 
сказывается на репродукции.

Изучение возможностей стрессоров социальной при-
роды изменять стабильность генома половых клеток осо-
бенно важно, так как последствия данных воздействий 
могут затрагивать несколько поколений и  изменять 
структуру популяции [3].
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Глиобластома считается наиболее агрессивной и ча-
сто встречающейся раковой опухолью головного мозга. 
Несмотря на своевременную и максимально возможную 
терапию опухоль обычно рецидивирует. Аутофагия зна-
чима в формировании вторичных рецидивов глиобласто-
мы, а также является одним из типов клеточной смерти, 
вызываемой темозоломидом.

Важную роль в  регуляции аутофагии играют бел-
ки-паралоги Beclin1  и  Beclin2. Экспрессия генов 
BECN1  и  BECN2  напрямую регулируют процессы, свя-
занные с  аутофагией внутри клетки. Высокий уровень 
экспрессии BECN1  способствует положительному от-
вету на  лечение дифференцированной глиобластомы 
темозоломидом. Beclin1, основной регулирующий фак-
тор аутофагии, отвечает за  нуклеацию аутофагосом, 
посредством связывания с PI3KC3. Благодаря схожему 
с Beclin1 строению и наличию домена CCD Beclin2 спо-
собен связываться с комплексом PI3KC3, а также с дру-
гими белками, регулирующими аутофагию и  непосред-
ственно с  самим Beclin1. Функции, которые при этом 
выполняет Beclin2 аналогичны, но отличаются в деталях. 
Так же Beclin2 является регулятором апоптоза.

Ранее было проведено иммуногистохимическое ис-
следование уровня Beclin1  в  образцах первичной гли-
областомы с  различной степенью злокачественности 
в  сравнении с  нормальной тканью головного мозга. 
Мы провели аналогичное исследование для Beclin2 и по-
лучили схожие результаты: в  раковых клетках при вто-
рой и  четвертой степенях злокачественности уровни 
Beclin1 и Beclin2 гораздо выше в сравнении с нормаль-
ной тканью головного мозга.

Для определения базального уровня Beclin2, 
мы  провели вестерн блот клеток глиобластомы линии 
U87  в  присутствии темозоломида. Нами показано, что 
уровень Beclin2 падает при лечении клеток темозоломи-
дом и с ростом его концентрации. Эти данные имеют об-
ратную корреляцию с аналогичными для Beclin1.

Далее мы провели вестерн блот анализ лизатов кле-
ток глиобластомы U118  линии после их  трансфекции 
антисмысловой РНК к Beclin1. Результаты показали, что 
уровень Beclin2 ассоциировано падает.

Исходя из вышесказанного можно утверждать о вза-
имосвязи между уровнями этих белков и то, что их взаи-
модействие в первичной ткани глиобластомы и при лече-
нии темозоломидом отличны. Нам предстоит проверить, 
как клетки реагируют на  терапию темозоломидом при 
повышенной экспрессии генов BECN1 и BECN2, исходя 
из взаимного взаимодействия их белков друг на друга.
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Одним из  критических компонентов исследований 
в  области трансляционной медицины является транс-
ляция накопленных знаний по  этиологии и  патологии 
заболеваний полученными разнообразными методами, 
включающими в  том числе генетический и  протеом-
ный анализ, в экспериментальные модели заболеваний 
человека на  животных. В  свою очередь, последующее 
изучение на  этих моделях патологических процессов, 
идентификация потенциальных мишеней для терапев-
тического воздействия и  поиск новых лекарственных 
средств должны транслироваться клинику в виде новых 
методов терапии. Таким образом, проблема создания 
наиболее адекватных экспериментальных моделей за-
болеваний человека на  животных рассматривается как 
приоритетная в  медицинских исследованиях. В  связи 
с  тем, что мыши, крысы, и  люди имеют около 99% об-
щих генов, грызуны являются прекрасной моделью для 
изучения функций человеческих генов и  патологий. 
Манипулирование с их генами позволяет моделировать 
многие заболевания, описанные у  человека. В  ближай-
шие годы, использование генетически модифициро-
ванных мышей в  качестве моделей болезней человека 
(с учетом определенных ограничений ввиду межвидовых 
различий) будет оставаться передовой областью иссле-
дований в  доклинической фармакологии. Недавно поя-
вившаяся возможность создавать генетически модифи-
цированных крыс является дополнительным фактором, 
который значительно повышает научную новизну и зна-
чимость этого направления. Будут представлены резуль-
таты исследований на трансгенных экспериментальных 
моделях нейропсихиатрических заболеваний, созданных 
в последние годы на основе направленных генетических 
изменений в ключевых компонентах дофаминовой, серо-
тониновой и глутаматной систем мозга. Кроме того, бу-
дет показано применение трансгенных животных для по-
нимания функции и фармакологии рецепторов следовых 
аминов TAARs.
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Известно, что окислительный стресс в пренатальном 
периоде вызывает нейровоспаление и  апоптоз клеток 
с  последующей задержкой роста плода и  нарушения-
ми развития в  постнатальном периоде жизни (Blaise 
et  al  2007). Показано, что гомоцистеин индуцирует 
окислительный стресс, продуцируя внутриклеточные 
супероксидные радикалы, а  также вызывает угнете-
ние антиоксидантных ферментов (Petras et  al., 2014). 
Целью исследования было анализ изменений уровня 
малонового альдигида и  перекиси водорода различных 
отделах ЦНС у  крысят с  пренатальной гипергомоцисте-
инемией. С помощью биохимических методов определя-
лись уровень H2O2 и МДА, продукта распада перекисно-
го окисления липидов, на первой, второй постнатальной 
недели в  гиппокампе, коре, мозжечке и  стволе мозга. 
В экспериментах использовались 2 группы: контрольная 
группа (уровень гомоцистеина в  плазме 5.9±0.5  мкМ) 
и  потомство с  пренатальной гипергомоцистеинемией 
(22.1±1.5 мкМ).

В течение первых недель жизни уровень H2О2 в кон-
трольной группе составил — 2.8 ± 0.3, 1.98 ± 0.22, 2.6 ± 
0.28 и 2.1 ± 0.15 мкг/г (N=12), соответственно, в гиппо-
кампе, коре, мозжечке и в стволе головного мозга крыс. 
У животных в первую постнатальную неделю с пренаталь-
ной гипергомоцистеинемией наблюдалось увеличение со-
держания Н2О2 в гиппокампе до 4.7 ± 0.7 мкг/г (p<0.05), 
в стволе мозга до 2.7 ± 0.2 мкг/г (p<0.05), и в мозжечке 
до 4.5 ± 0.7 мкг/г (N=12, p<0.05). В тоже время содер-
жание Н2О2 в коре головного мозга достоверно не отли-
чалось от контроля.

Аналогичные результаты были получены и  в  других 
возрастных группах. На второй неделе жизни и у взрос-
лых экспериментальных животных содержание Н2О2 воз-
растало, как мозжечке, гиппокампе и  стволе мозга, так 
в  коре головного мозга. Наблюдалось 1.5–2х кратное 
увеличение уровня Н2О2  в  различных структурах мозга. 
Так уровень перекиси водорода в  клетках гиппокампа 
и в коре на второй неделе постнатального развития уве-
личивался на  85±8.4% (N=23, p<0.05) и  12.7±22.9% 
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(N=18, p<0.05), соответственно, относительно контроля. 
Анализ ферментативной активности глутатион-перокси-
дазы (GPx) и  супероксид дисмутазы (SOD) в  гомогена-
те тканей головного мозга крыс показал значительное 
их  снижение только на  второй недели постнатально-
го развития. Аналогичные результаты были получены 
при анализе активности глутатион-пероксидазы (GPx) 
у  животных с  пренатальной гипергомоцистеинемией. 
В остальных возрастных группах наблюдалось не досто-
верное снижение активности ферментов по отношению 
к контрольным значениям.

Таким образом, установлено, что в  условиях прена-
тальной гипергомоцистеинемии клетки мозжечка и гип-
покампа наиболее подвержены действию оксидативного 
стресса, интенсивность которого сохраняется на  всем 
протяжении постнатального периода развития мозга.

Работа поддержана грантом РФФИ: 18-015-00423.
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Эпилепсия является одним из  самых распростра-
ненных заболеваний в неврологии. Одним из факторов, 
приводящих к  нарушению баланса возбуждения и  тор-
можения при эпилепсии, может быть недостаточно эф-
фективный обратный захват глутамата из  внеклеточ-
ного пространства, поэтому перспективным решением 
может быть воздействие на переносчики глутамата. Для 
изучения влияния транспортера EAAT2  на  постсинап-
тические сигналы мы  регистрировали фармакологиче-
ски изолированные синаптические токи через AMPA 
и NMDA-рецепторы в пирамидных клетках поля CA1 гип-
покампа в ответ на стимуляцию коллатералей Шаффера 
в  срезах головного мозга крысы. Эти ответы объясня-
ются и  воспроизводятся с  помощью математического 
моделирования.

При попадании в синаптическую щель глутамат воз-
действует на AMPA и NMDA- рецепторы, пока не устраня-
ется астроцитарным транспортером EAAT2 и, в меньшей 
степени, нейрональными переносчиками. При блокаде 
рецепторов наблюдается снижение эффективности ра-
боты EAAT2, что ведет к нарушению откачивания глута-
мата из синаптической щели.

Было обнаружено, что фармакологическая блока-
да транспортеров EAAT2  не  изменяла кинетику токов 
через AMPA-рецепторы, в  то  время как фаза спада 

NMDA- опосредованных токов значительно замедлялась 
по сравнению с контролем.

Математическая модель включает в  себя: двухком-
партментную модель нейрона, включающую в  себя два 
дифференциальных уравнения для дендритного и  со-
матического мембранных потенциалов; дифференци-
альное уравнение второго порядка для проводимости 
рецепторов (NMDA или AMPA); два релаксационных 
уравнения для концентрации глутамата в синаптической 
щели и во внеклеточном пространстве с учетом работы 
транспортера EAAT2; а также уравнение пресинаптиче-
ской фасилитации.

Данная модель качественно отражает эксперимен-
тально наблюдаемые эффекты. Для воспроизведения 
результатов оказалось необходимым учитывать:

•	 не  только соматический, но  и  дендритный 
компартменты;

•	 синаптическую фасилитацию;
•	 затрудненную диффузию между синаптической 

щелью и остальным внеклеточным пространством;
•	 разный порог чувствительности к  глутамату 

у AMPA- и NMDA- рецепторов.
Модель предсказывает, что обратному захвату глу-

тамата транспортерами необходимо предшествует вы-
ход нейромедиатора посредством диффузии из  синап-
тической щели в экстрасинаптическое экстраклеточное 
пространство. Менее чувствительные AMPA-рецепторы 
действуют на  временах до  пространственного вырав-
нивания концентрации глутамата, тогда как более чув-
ствительные NMDA-рецепторы действуют до  тех пор, 
пока эта концентрация не  оказывается сниженной дей-
ствием транспортёров и смешением с омывающим срез 
раствором.

Работа выполнена при поддержке Российского науч-
ного фонда (проект 16-15-10201-П).
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Вопросы о  структурной организации мозга не  могут 
решаться в отрыве от его функции — биоэлектрической 
активности, поэтому выделение модулей и  других архи-
тектонических образований лишено всякого смысла 
в  случае чисто морфологической их  идентификации, 
не  сопровождающейся анализом электрического вза-
имодействия в  выделяемом ансамбле. Часто при визу-
альном и даже машинном определении может казаться, 
что произвольная близкорасположенная группа клеток 
входит в  один и  тот же  ансамбль (например, модуль / 
колонку), однако при всем этом, с  электрофизиологи-
ческих позиций, они не  вовлечены в  передачу сигнала, 
так как не имеют общих силовых линий, по которым рас-
пространяется сигнал (они же  изолинии форетического 



158 VII МОЛОДЁЖНАЯ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦИЯ по молекулярной и клеточной биологии 

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

распределения сигнальных молекул). Неочевиден ответ 
на вопрос: почему морфогенез нейронов приводит к вет-
влению, несмотря на  то, что оно характеризует весьма 
неравновесную форму морфогенеза, а  основная масса 
клеток в организме неспособна образовывать протяжен-
ные отростки (в  силу действия принципа минимальной 
поверхности, поверхности наименьшей энергии). Если 
характерная форма поверхности недифференцирован-
ной клетки близка к сферической, формирование любых 
деформаций относительно этого стабильного состояния 
требует энергетических вложений в  направлении, соот-
ветствующем направленности морфогенеза и активиза-
ции функций на данном направлении, требующей затрат 
цитоэлектрофизиологической энергии. К тому же, поче-
му отростки направлены в  пространстве (пример тому 
аксональное наведение), хотя, с  точки зрения биофи-
зической химии, диффузия секретируемых сигнальных 
молекул от  сферической клетки, каковой является ней-
робласт, должна происходить почти изотропно по  всем 
направлениям? Не следует ли из этого, что распределе-
ние сигнальных молекул в  пространстве регулируется 
направленным физическим фактором, которым не могут 
быть сами изотропно диффундирующие (без векторно-
химического распространения в среде по Митчеллу) сиг-
нальные молекулы?

Нами рассматривается биофизическая модель, 
в рамках которой морфология отдельно стоящего нейро-
на может рассматриваться как «диаграмма направлен-
ности» пробоя его электрофизиологического сигнала, 
начиная с  электрического поля нейробласта. В  много-
клеточных ансамблях нейроцитов направление электри-
ческого поля от  каждой нервной клетки регулируется 
и  направляется состоянием электрического поля близ-
лежащих клеток, поэтому рассматривается направлен-
ность не отдельного нейрона — источника, но диаграммы 
направленности приема и передачи сигнала между ней-
ронами в создающейся сети, а ионные градиенты фикси-
руют при перезарядке.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
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Нейродегенеративные патологии являются тяжелыми 
заболеваниями нервной системы, характеризующимися 
прогрессирующей гибелью нейронов в  различных отде-
лах мозга. Однако для каждой определенной нейроде-
генеративной патологии наблюдается индивидуальный 
паттерн гибели нейронов, сопровождающийся харак-
терной клинической картиной заболевания. Выявление 

причин селективной гибели нейронов является актуаль-
ной задачей, так как позволяет прояснить механизм па-
тологического процесса и  выявить новые потенциаль-
ные мишени для направленного действия лекарственных 
препаратов. В нашей работе мы исследовали три паци-
ент-специфичные модели таких полиглутаминовых забо-
леваний как болезнь Хантингтона (БХ) и спиномозжечко-
вые атаксии 1 (СЦА1) и 17 (СЦА17) типов. Все модели 
представляли собой терминально дифференцированные 
срединные шипиковые нейроны стриатума. Мы  показа-
ли, что при БХ и СЦА17 наблюдается увеличение входа 
кальция в клетку через потенциал- и депо-управляемые 
каналы. Напротив, в  модели СЦА1  мы  показали умень-
шение депо-управляемого входа кальция (SOCE) и отсут-
ствие изменений потенциал-управляемых токов кальция. 
Интересно отметить, что при БХ и СЦА17 наблюдается 
схожее нарушение кальциевой сигнализации, а  в  ме-
дицинской практике наблюдают схожие клинические 
картин данных патологий. Для обоих этих заболеваний 
наблюдается массовая гибель нейронов стриатума, что 
нехарактерно для СЦА1. Таким образом, нарушение 
кальциевой сигнализации может являться одной из при-
чин избирательной гибели нейронов. Нарушение SOCE 
также является общей чертой как для ювенильной фор-
мы БХ, так и для форм с поздней манифестацией забо-
левания. Таким образом, белки, принимающие участие 
в депо-управляемом кальциевом ответе, можно рассма-
тривать как новые потенциальные мишени для разра-
ботки лекарственных препаратов против БХ. Возможной 
причиной патологического увеличения SOCE является 
наблюдаемое нами в ювенильной модели БХ увеличение 
экспрессии белка-кальциевого сенсора STIM2, являю-
щегося одним из ключевых активаторов нейронального 
SOCE. Более того, супрессия белка STIM2  с  помощью 
shRNA, приводила к уменьшению SOCE до контрольных 
значений. Одним из перспективных лекарственных пре-
паратов при БХ является нейропротекторное соединение 
EVP4593, известное как блокатор депо-управляемых ка-
налов. Однако его точная молекулярная мишень остает-
ся неизвестной. Нами было показано, что данное соеди-
нение способно уменьшать патологически увеличенную 
экспрессию мутантного хантингтина и STIM2, с чем мо-
жет быть связан его нейропротекторный эффект.

Работа поддержана Грантом РНФ № 17-74-20068, 
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Амилоидные бляшки  — это внеклеточные белко-
вые агрегаты, которые могут формироваться как в ходе 
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нормального старения, так и  при развитии некоторых 
нейродегенеративных заболеваний, в том числе болезни 
Альцгеймера. Целью работы стало проведение сравни-
тельного исследования, направленного на  оценку эф-
фективности использования разных гистологических 
методов для идентификации амилоидных бляшек в  го-
ловном мозге у человека. Материалом для исследования 
служили образцы коры головного мозга людей (мужчин 
и  женщин, 79–98  лет, n=23) из  архива Отдела общей 
и  частной морфологии ФГБНУ «ИЭМ». Для идентифи-
кации амилоидных бляшек применяли окраску Конго 
красным, альциановым синим, иммуногистохимическую 
(ИГХ) реакцию на глиальный фибриллярный кислый бе-
лок (GFAP) и ИГХ реакцию с использованием конформа-
ционно-специфических OC-антител против амилоидных 
фибрилл. Показано, что применение классической мето-
дики окраски амилоида Конго красным оказывается не-
эффективным для выявления амилоидных бляшек. Лишь 
в 6 из 23 проанализированных образцов было отмечено 
присутствие в коре единичных конгофильных скоплений. 
Количество бляшек в случае, взятом для количественно-
го анализа, составило 5  шт/кв  мм  ткани. При окраске 
альциановым синим скопления амилоида также были 
обнаружены лишь в  нескольких исследованных образ-
цах, однако количество выявленных бляшек в этом слу-
чае составило 19 шт/кв мм ткани. Это свидетельствует 
о большей чувствительности метода окраски альциано-
вым синим по сравнению с Конго красным. ИГХ реакция 
на  GFAP, являющийся маркерным белком астроглии, 
позволила выявить во  всех исследованных образцах 
скопления активированных астроцитов. Количество ско-
плений в  случае, взятом для количественного анализа, 
составило 11 шт/кв мм ткани. Известно, что скопления 
астроцитов формируются в коре головного мозга вокруг 
амилоидных бляшек, поэтому ИГХ реакция на GFAP мо-
жет быть использована для предварительного анализа 
образцов головного мозга на  наличие/отсутствие ами-
лоидных скоплений. ИГХ реакция с  применением анти-
тел к конформационным эпитопам амилоидных фибрилл 
позволила идентифицировать амилоидные скопления 
во всех исследованных образцах. Количество иммунопо-
зитивных бляшек в случае, взятом для количественного 
анализа, составило 47 шт/кв мм ткани. Это свидетель-
ствует о  высокой эффективности использованных кон-
формационных антител для выявления амилоидных бля-
шек у человека.

Работа поддержана грантом Президента Российской 
Федерации (МК-560.2020.7).
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Несмотря на  широкую распространенность пара-
зитических плоских червей, представители трематод 
(Digenea) являются наименее изученной группой с точки 
зрения цитоморфологии их  нервной системы, особенно 
на промежуточных стадиях сложного жизненного цикла. 
Нами выполнено детальное описание ультраструктуры 
центральной нервной системы и  нескольких наружных 
сенсорных рецепторов Cercaria parvicaudata Stunkard 
& Shaw, 1931 (Microphalloidea, Renicolidae). Нервная 
система C. parvicaudata состоит из  двулопастного ган-
глия и  парных дорсальных, вентральных и  латеральных 
продольных нервных стволов, связанных поперечными 
комиссурами. Несмотря на отсутствие разных типов ней-
ронов и их слабую морфологическую дифференцировку, 
на ультраструктурном уровне нервная система церкарии 
обладает признаками, характерными для относительно 
сложных нервных систем: наличие кортикальной зоны 
ганглия и  многочисленных поляризованных синапсов 
пяти типов в  нейропиле ганглия и  в  нервных стволах. 
Обнаружены глие-подобные оболочки вокруг ганглия 
и  миелино-подобные оболочки аксонов нервных ство-
лов. В  теле личинки также были выявлены специали-
зированные «поддерживающие» клеточные отростки, 
которые заполняют большую часть внеклеточного про-
странства, контактируя с  разными системами органов. 
Предположительно, именно на  основе этих отростков 
и формируются глие-подобные структуры (в тех случаях, 
когда отростки ассоциированы с  элементами нервной 
системы). Цитоморфология «поддерживающих» клеток 
и отростков у C. parvicaudata сходна с таковой клеток экс-
креторных каналов этой личинки, а также с миоцитонами 
ее прикрепительных органов. Сравнительный анализ по-
лученных и литературных [1, 2] данных позволяет пред-
положить широкую распространенность глие-подобных 
клеток в  нервной системе трематод, а  также независи-
мую дифференцировку этих структур как производных 
выделительной или мышечной систем.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
№ 18-34-00632.
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Спиноцеребеллярная атаксия 2-го типа (СЦА2) явля-
ется неизлечимым наследственным заболеванием, вы-
зываемым патологическим увеличением CAG повторов 
в гене ATXN2, вследствие чего наблюдается трансляция 
мутантного белка атаксин-2  с  цитотоксическими функ-
циями, гибель нейронов мозжечка и нейродегенерация. 
Заболевание СЦА2  связано с  прогрессирующим нару-
шением координации движений, потерей трудоспособ-
ности пациентов и  инвалидностью. В  случае пациентов 
СЦА2 в  первую очередь наблюдается дегенерация кле-
ток Пуркинье (КП) коры мозжечка. В  предварительных 
экспериментах нашей лаборатории с  использованием 
модельной системы липидного бислоя было показано, 
что мутантный атаксин-2, в отличие от атаксина-2 дико-
го типа, способен связываться с рецептором инозитол-3-
фосфата на мембране ЭПР и способствовать его актива-
ции, что приводит к повышенному выходу ионов кальция 
из  кальциевого пула в  цитоплазму. Далее в  подтверж-
дение кальциевой гипотезы СЦА2  нами было показано 
значительное повышение выхода ионов кальция из ЭПР 
КП срезов мозжечка в случае стареющих СЦА2 мышей 
трансгенной линии SCA2-58Q по сравнению с мышами 
дикого типа (ДТ) того же  возраста. Опустошение каль-
циевого пула в  ЭПР предположительно приводит к  уве-
личению нейронального депо-управляемого входа каль-
ция (нДУВК) в  КП  стареющих мышей-моделей атаксии. 
Недавно было показано, что важным регулятором уровня 
кальция в ЭПР являются белки семейства STIM. В частно-
сти, было выявлено, что белок STIM1 играет важную роль 
в контроле нДУВК в КП мозжечка мышей. Действительно, 
нами было показано, что уменьшение концентрации бел-
ка STIM1  приводит к  восстановлению кальциевого ста-
туса КП СЦА2 мышей до уровня КП ДТ мышей, при этом 
подавление экспрессии белка STIM1  никак не  влияло 
на  кальциевый статус КП  ДТ  мышей. Также было пока-
зано, что понижение нДУВК в  КП  СЦА2  мышей приво-
дит к улучшению моторных функций подопытных живот-
ных. Таким образом, нами было продемонстрировано, 
что стабилизация концентрации внутриклеточных ионов 
кальция путем ограничения экспрессии белка-участника 
нДУВК, может являться одним из потенциальных спосо-
бов терапевтического лечения СЦА2 и, возможно, других 
НДЗ со схожим генезисом.

Работа была выполнена при финансовой поддержке 
гранта Президента РФ № МК-1299.2019.4.
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Пентамидин и  диминазин  — это два ароматических 
диамидина, применяющихся в  лечении африканского 
трипаносомоза. DAPI, также являясь диамидиновым сое-
динением, используется в флуоресцентной микроскопии 
в качестве красителя для ДНК. Известно, что помимо ос-
новного действия эти соединения ингибируют NMDA ре-
цепторы в микромолярных концентрациях. В данной ра-
боте впервые исследуется действие данных соединений 
на  ещё один важный подтип ионотропных глутаматных 
рецепторов — AMPA рецепторы.

Эксперименты проводились на  изолированных ней-
ронах крыс линии Вистар методом фиксации потенциала 
в  конфигурации «целая клетка». Работа с  кальций-про-
ницаемыми AMPA рецепторами (CP-AMPAR) осущест-
влялась на гигантских интернейронах стриатума, экспе-
рименты на  кальций-непроницаемых AMPA рецепторах 
(CI-AMPAR) проводились на  пирамидных клетках зоны 
CA1 гиппокампа. Изоляция нейронов из срезов осущест-
влялась методом вибродиссоциации. Основные экс-
перименты проводились при потенциале на  мембране 
-80 мВ, рецепторы активировались с помощью каината 
(100 мкМ).

Все три диамидина концентрационно-зависимым 
образом ингибировали стационарный компонент токов, 
вызванных аппликацией агониста. В  случае CP-AMPAR 
величины IC50 составили 27±5, 46±9 и 63±11 мкМ для 
DAPI, пентамидина и  диминазина, соответственно. При 
исследовании потенциал-зависимости оказалось, что 
в  случае обоих типов рецепторов эффективность дей-
ствия фиксированной концентрации пентамидина и DAPI 
имела максимум в районе потенциала -40 мВ, затем сни-
жаясь при гиперполяризации. При анализе зависимости 
действия данных соединений от концентрации агониста 
обнаружилось, что для всех трёх веществ процент ин-
гибирования рос с  увеличением концентрации каината, 
что не только говорит об их неконкурирующем действии, 
но и означает усиление их действия в условиях большего 
числа открытых каналов. С этим хорошо согласуется тот 
факт, что в присутствии 100 мкМ позитивного аллосте-
рического модулятора AMPA рецепторов — циклотиази-
да  — уровень блокады пентамидином также возрастал. 
Таким образом, основным механизмом действия иссле-
дованных соединений на AMPA рецепторы является бло-
када открытых каналов с  возможностью проваливания 
в цитоплазму.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ (про-
ект 17-74-10117).
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25-гидроксихолестерин (25-ГХ)  — один из  глав-
ных окисленных форм холестерина, вырабатываемый 
при воспалении. Также 25-ГХ  усиленно продуцируется 
при боковом амиотрофическом склерозе, приводящий 
к  атрофии мышц с  последующей респираторной недо-
статочностью и  гибелью. 25-ГХ  может являться одним 
из  движущих факторов респираторной дисфункции. 
В  дополнение, 25-ГХ  выделяется макрофагами и  туч-
ными клетками, которые также обнаружены в скелетной 
мышце и могут контактировать с нервно-мышечным си-
напсом. Исходя из этого, мы сосредоточились на оценке 
эффекта 25-ГХ на нервно-мышечную передачу с исполь-
зованием электрофизиологической и  оптических мето-
дик. Результаты показали, что 25-ГХ  (1  мкМ) снижает 
депрессию вызванных потенциалов концевой пластин-
ки (показатель экзоцитоза) в  ответ на  20 Г ц  в  течение 
3  мин. Однако, 25-ГХ  не  влиял на  одиночные стимулы 
(0.05 Гц) и на частоту и амплитуду миниатюрных потен-
циалов концевой пластинки. Для оценки экзоцитоза ис-
пользовали маркёр FM1-43, связывающийся с  преси-
наптической мембраной и загружается в синаптические 
везикулы (СВ) в ходе эндоцитоза, последующая стимуля-
ция приводит к потери красителя (экзоцитоз). Оказалось, 
что 25-ГХ  усиливает потерю FM1-43. Сопоставление 
полученных результатов говорит о  том, что 25-ГХ  уси-
ливает доставку СВ к сайтам экзоцитоза. В данном слу-
чае, 25-ГХ может усиливать экзоцитоз за счёт действия 
на мембрану или через рецептор-зависимый путь. Чтобы 
проверить эффект 25-ГХ на мембрану, использовались 
следующие красители. F2N12S  — ратиометрический 
маркёр, меняющий соотношение оранжевой к  зелёной 
(RO/G) эмиссии при изменении распределения липи-
дов в мембране за счёт аффинности к таким анионным 
липидам, как фосфатидилсерин и  фосфатидилэтанола-
мин, которые при индукции апоптоза перестраиваются 
во  внутренний слой мембраны. 22-NBD-холестерин  — 
флуоресцентный аналог холестерина, встраивающийся 
в липид-неупорядоченную фазу, что позволяет оценивать 
текучесть мембраны. BODIPY™ FLC5-Ganglioside GM1 — 
аналог ганглиозида GM1, являющийся меткой липид-
ных плотиков. Таким образом, эти красители позволяют 
оценить свойства мембран. 25-ГХ не изменял флуорес-
ценцию ни  одного красителя. Это указывают на  то, что 
эффект 25-ГХ  не  связан с  воздействием на  липидную 

мембрану. Поскольку известно, что 25-ГХ  является ли-
гандом для Х  рецепторов печени (LXR), мы  применяли 
блокатор LXR. Оказалось, ингибирование LXR снимает 
ускоряющий эффект 25-ГХ. Далее мы  применили бло-
каторы для Gi-белка, фосфолипазы С  (ФЛС), протеин-
киназы С (ПКС). Во всех трёх случаях так же снижается 
эффект 25-ГХ. Таким образом, можно сделать вывод, 
что 25-ГХ  усиливает доставку СВ  к  сайтам экзоцитоза. 
Вероятно, механизм действия идёт по LXR — Gi-белок — 
ФЛС  — ПКС-зависимому пути, а  не  через изменение 
свойств мембраны. Следовательно, 25-ГХ может рассма-
триваться как модулятор нервно-мышечной передачи.
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До  30% больных эпилепсией страдают фармакоре-
зистентными формами заболевания, что делает актуаль-
ным поиск новых методов лечения. В  настоящее время 
обсуждается возможная роль глиальных клеток в  эпи-
лептизации мозга, связанная, в частности, с изменением 
экспрессии астроцитарных белков (GFAP, EAAT2  и  др.). 
GFAP является маркером характерной для эпилепсии 
активации астроцитов. EAAT2 участвует в метаболизме 
возбуждающего нейромедиатора глутамата.

Цель исследования: изучение экспрессии генов 
Gfap и Eaat2 в клетках дорзального и вентрального гип-
покампа мозга крыс в  литий-пилокарпиновой модели 
эпилепсии.

Использована литий-пилокарпиновая (Li-ПК) модель 
височной эпилепсии. Эпилептические изменения в  дан-
ной модели развиваются в  три этапа: введение ПК  вы-
зывает эпилептический статус, далее следует латентный 
период, в течение которого судороги не проявляются, че-
рез несколько недель (хронический период) у животных 
развиваются спонтанные рецидивирующие судороги.

Исследование выполнено на  крысах самцах Вистар 
в  возрасте 6–8  недель, которым вводили р-р  LiCl и  за-
тем через 24 часа ПК. Контрольной группе крыс вводили 
физ. р-р и LiCl. Забор образцов мозга производили через 
3, 7 дней после введения ПК (латентный период модели) 
и  2  месяца (хронический период). Определение мРНК 
Gfap и Eaat2 производили методом ОТ-ПЦР в реальном 
времени.

Анализ полученных данных для вентрально-
го гиппокампа выявил снижение экспрессии гена 
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Eaat2  на  3-е  сутки после введения ПК, что позволяет 
предполагать повышенную активность глутаматергиче-
ской системы. Также у  экспериментальных крыс обна-
ружено увеличение продукции мРНК Gfap, которое носит 
волновой характер: различия между группами макси-
мально выражены на 3 сутки, затем они несколько ниве-
лируются на 7 сутки и снова возрастают на 60 день по-
сле введения ПК.

В  дорзальном гиппокампе выявлено усиление экс-
прессии гена Gfap в латентный период модели: различия 
максимально выражены на 3 сутки после введения ПК, 
они сохраняются и на 7 сутки.

Таким образом, проведенное исследование показало 
изменение экспрессии генов Eaat2  и  Gfap в  литий-пи-
локарпиновой модели эпилепсии на  различных этапах 
эпилептогенеза, что позволяет предполагать связь ак-
тивации астроцитов с  формированием спонтанных ре-
цидивирующих судорог, характерных для Li-ПК  модели 
эпилепсии и для височной эпилепсии человека.
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В  настоящее время в  клинической практике нет эф-
фективного способа преодоления последствий после 
ишемических инсультов, нейротравм и  нейродегенера-
тивных заболеваний. Одним из перспективных подходов 
для успешного решения данной проблемы является ген-
ная терапия, направленная на доставку рекомбинантных 
генов, кодирующих нейротрофические факторы. Ранее 
мы  показали, что использование мононуклеарных кле-
ток пуповинной крови человека (МКПК) в качестве кле-
точных носителей терапевтических генов, является пер-
спективным способом клеточно-опосредованной генной 
терапии нейродегенеративных заболеваний [Сафиуллов 
и др., 2015], нейротравм [Izmailov и др., 2017] и ишеми-
ческого инсульта головного мозга [Sokolov и др., 2018]. 
Наши результаты дают основание полагать, что интра-
текальное введение генетически модифицированных 
МКПК сдерживает гибель нейронов, способствует вос-
становлению экспрессии синаптических белков и  поло-
жительно влияет на ремоделирование мозга.

Существенным недостатком применения МКПК 
для доставки терапевтических генов в  организм паци-
ента является ограниченная возможность в  заготовке 

пуповинной крови, относительно небольшое количество 
МКПК для однократной инфузии и  невозможность по-
вторных инфузий от одного и того же донора. Принимая 
во  внимание данный факт, мы  разработали новую тех-
нологию клеточно-опосредованной генной терапии, 
основанной на  использовании лейкоконцентрата, полу-
ченного из  периферической крови пациента, и  реком-
бинантных генов человека в  контейнере для крови, без 
манипуляций in vitro. Впервые нами предлагается способ 
персонифицированной прецизионной генной терапии 
для стимулирования нейрорегенерации с помощью гене-
тически модифицированного лейкоконцентрата (ГМЛ). 
Аутоинфузия ГМЛ, несущего терапевтические гены, обе-
спечит временную продукцию биологически активных 
молекул, сдерживающих гибель нейронов, поддержи-
вающих рост аксонов и  восстановление синаптических 
связей.

Таким образом, предложенный нами простой, эф-
фективный и  экономичный способ получения генно-
клеточного препарата может быть одним из следующих 
прорывных направлений в генной терапии нейродегене-
ративных заболеваний.

Исследование поддержано грантом Российского на-
учного фонда № 19-75-10030.
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Болезнь Альцгеймера (БА)  — самое распространен-
ное нейродегенеративное заболевание и основная при-
чина деменции у лиц пожилого и старческого возраста. 
На ранних этапах БА с ухудшением когнитивных способ-
ностей наиболее тесно коррелирует снижение количества 
синапсов нейронов гиппокампа  [5]. Функциональные 
изменения в синапсе проявляются в изменении морфо-
логии и  количества постсинаптических структур  — ден-
дритных шипиков [1]. Сейчас визуализация морфологии 
нейронов осложнена необходимостью окрашивания пре-
паратов мозга или инжектирования дорогостоящих виру-
сов in vivo [4]. Цель работы — создание линии мышей для 
изучения морфологии нейронов при БА без применения 
указанных методик.

Для визуализации морфологии нейронов при БА был 
проведен кросс-бридинг мышей линии 5xFAD и  линии 
М. Линия мышей 5хFAD содержит наследственные му-
тации в белках, ассоциированных с патогенезом БА [3]. 
У  мышей линии М  в  пирамидных нейронах гиппокам-
па экспрессируется зеленый флуоресцентный белок, 
не влияющий на их морфологию [2].

На фиксированных срезах мозга мышей кросс-линии 
5хFAD-M начиная с возраста 4-х месяцев было выявле-
но снижение плотности шипиков апикальных дендритов 
пирамидных нейронов СА1 области гиппокампа по срав-
нению с  контролем (линия М). Полученный результат 
свидетельствует о том, что линия мышей 5хFAD-M может 
быть использована для анализа патоморфологических 
изменений нейронов гиппокампа при развитии нейро-
патологии, а также для оценки эффективности потенци-

альных терапевтических агентов для лечения БА. Работа 
поддержана грантом Российского научного фонда № 19-
15-00184 (Безпрозванный И.Б.).
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Клеточная терапия травм спинного мозга является 
перспективным направлением в области лечения травм 
спинного мозга, так как существующие хирургические 
и медикаментозные подходы малоэффективны. В много-
численных экспериментах и  ряде доклинических иссле-
дований были показаны положительные эффекты на ре-
генерацию спинного мозга при использовании клеток 
обонятельной выстилки. В  нашем отделе впервые при 
трансплантации обкладочных и нейральных стволовых/
прогениторных клеток (НСПК) обонятельной выстилки 
человека в  посттравматические кисты спинного мозга 
наблюдалось восстановление двигательной активно-
сти задних конечностей крыс. Важнейшей проблемой 
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клеточной трансплантологии остается выживаемость 
клеток в органах-мишенях.

Целью данной работы было изучить выживаемость 
трансплантированных обкладочных клеток и НСПК обо-
нятельной выстилки человека при посттравматических 
кистах спинного мозга.

В  данной работе обкладочные клетки были получе-
ны из  собственной пластинки обонятельной выстилки 
по  разработанным нами протоколам, НСПК были полу-
чены в  составе нейросфер. Образцы ткани обонятель-
ной выстилки человека были предоставлены УКБ № 1. 
Исследование одобрено локальным этическим комитета 
РНИМУ им.  Н.И. Пирогова. Моделирование посттрав-
матических кист спинного мозга проводили на  уровне 
Th3-Th4  на  половозрелых самках крыс линии Вистар 
весом от  200  грамм. Все манипуляции выполняли при 
обезболивании животных. Визуализацию кист проводи-
ли методом МРТ. Для изучения выживаемости клеток 
после трансплантации был использован прижизненный 
мембранный краситель PKH26. Меченные обкладочные 
клетки (1,5  млн клеток) и  НСПК (200  тыс клеток) были 
трансплантированы животным в  посттравматические 
кисты.

Было показано, что при трансплантации обкладоч-
ных клеток и  НСПК в  посттравматичские кисты клетки 
выживают в  течение всех 4  недель, кроме того, наблю-
далась их  миграция в  близлежащие ткани. Известно, 
что трасплантированные обкладочные клетки и  НСПК 
способны секретировать нейротрофичекие факторы, ко-
торые оказывают влияние на ремиелинизацию нервных 
волокон в области повреждения, способствуя восстанов-
лению проводимости нервного импульса, а также на вы-
живаемость нейронов, прорастание их  аксональных от-
ростков, пластичность и  регенерацию спинного мозга 
в целом. Кроме того, трансплантированные НСПК могут 
дифференцироваться в зрелые нейроны и формировать 
синаптические связи с клетками реципиента, восстанав-
ливая нейронные сети. Таким образом, обонятельная вы-
стилка является доступным источником для получения 
сразу двух типов тканеспецифичных нейральных клеток, 
которые способны активно участовать в  регенерации 
спинного мозга. Долговременная выживаемость данных 
клеток после трансплантации, показанная в нашей рабо-
те, является важным фактором для успешной клеточной 
терапии.

Работа поддержана грантом РНФ № 17-15-01133.
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Исследования социально значимых заболеваний, та-
ких как аутизм, шизофрения, височная эпилепсия 
и  др., указывают на  то, что их  причинами могут являть-
ся нарушения пренатального развития неокортекса. 
Последовательное изучение особенностей кортикоге-
неза человека способствует выявлению критических 
этапов развития популяций нейронов коры и  связей, 
которые они формируют, что актуально для разработки 
предиктивной диагностики неврологических отклонений 
пренатального генеза.

Работа направлена на  изучение особенностей цито-
архитектоники и развития слой-специфичных популяций 
нейронов неокортекса височной и островковой областей 
коры мозга человека во второй половине гестации.

Исследование было выполнено на  серии парафино-
вых срезов височной и островковой долей конечного моз-
га человека 21 и 25 недель гестации (по 2 полушария). 
Архивный материал был предоставлен СПбГПМУ, иссле-
дование одобрено разрешением этического комитета 
(IRB 00003875). Иммуногистохимическое окрашивание 
проводили с  использованием ряда слой-специфичных 
маркеров: SATB2  — маркер каллозальных пирамидных 
нейронов (слои eII, eIV), CTIP2 — маркер кортико-спиналь-
ных пирамидных нейронов (слои eV, eVI) и FOXP1 — мар-
кер пирамидных клеток нижнего комплекса слоев. Для 
оценки цитоархитектоники смежные срезы окрашивали 
по методу Ниссля.

На 20–21 неделе гестации FOXP1+ и CTIP2+ нейро-
ны локализованы в нижнем комплексе слоев всех иссле-
дованных областей неокортекса. FOXP1+ клетки имеют 
равномерный, широкий паттерн распределения, CTIP2+ 
клетки разделяются на  две субпопуляции: eIV+eV  и  eVI. 
В ростральных отделах островковой и верхней височной 
областей SATB2+ выявляются широкой полосой в слоях 
eII-eV. К 25 неделе гестации FOXP1+, CTIP2+ и SATB2+ 
клетки сконцентрированы в  слоях eIV+eV. Отчетливо 
выявляется субпопуляция клеток, которая характеризу-
ется колокализацией всех маркеров и  формирует плот-
ный слой eV  в  островковой и  височной областях коры. 
Важно отметить, что на  этом сроке региональная спец-
ифичность распределения отдельных субпопуляций ней-
ронов становится отчетливей: в  средней височной об-
ласти выделяется популяция FOXP1+ клеток в слое еVI, 
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в  каудальной части верхней височной области появля-
ются SATB2+ клетки в слое eII, исчезает субопопуляция 
CTIP2+ клеток в слое eVI.

Таким образом, применение иммуногистохимическо-
го маркирования позволило выделить как специфичные 
субпопуляции нейронов внутри корковой пластинки не-
окортекса, так и  оценить принадлежность  маркирован-
ных нейронов к  определенному слою развивающейся 
коры. Т огда как цитоархитектоническое исследование 
срезов, окрашенных по Нисслю, показало, что на иссле-
дуемых сроках кора слабо стратифицирована.

«Исследование выполнено с использованием обору-
дования Научного парка СПбГУ, проект 109-11628.»

Е.А. Колос
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Клетки-сателлиты (КС) спинномозгового ганглия 
(СМГ) -глиальные клетки, образующие непрерывный 
слой вокруг сенсорных нейронов. В ответ на нарушение 
гомеостаза нервной системы КС  способны активиро-
ваться, что проявляется изменением ионного состава 
перинейронального пространства, увеличением коли-
чества щелевых контактов между КС, активацией син-
теза нейротрофиннов, цитокинов и  других веществ  [1]. 
Показателем данного процесса считается увеличение 
экспрессии глиоцитами СМГ белка промежуточных 
филаментов — GFAP [2].

Цель работы  — исследование реактивных измене-
ний клеток-сателлитов СМГ при системном воспалении 
и на поздних этапах постнатального онтогенеза с исполь-
зованием иммуногистохимического выявления GFAP.

В  работе использовали крыс Вистар в  возрасте 
4 и 18 мес (n=20). Кроме того, группе молодых животных 
внутрибрюшинно был введен раствор липополисахари-
да (ЛПС) E. coli в дозе 2 мг/кг (n=5). Животным группы 
контроля (n=5) вводили физиологический раствор в том 
же  объеме. Исследование СМГ (CIII-CV) проводили по-
сле фиксации материала в цинк-этанол-формальдегиде. 
Иммуногистохимическое выявление GFAP осуществля-
ли на парафиновых срезах с использованием кроличьих 
поликлональных антител (Agilent, США) и флуоресцент-
ной микроскопии.

Установлено, что у стареющих животных количество 
активированных GFAP-иммунопозитивных КС  суще-
ственно возрастает по сравнению с молодыми крысами: 
приблизительно в 4 раза (р<0,01). Оказалось, что анало-
гичная реакция КС  наблюдается при системном воспа-
лении, возникающем после введения ЛПС. Полученные 
данные свидетельствуют о  сходстве механизмов реак-
тивных глиальных изменений при старении и системном 

воспалении и могут служить одним из подтверждений те-
ории воспалительного старения.

Литература:
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Известно, что газообразный медиатор, сероводо-
род, участвует в процессах ноцицепции. В представлен-
ном исследовании рассматривается роль сероводорода 
в  патогенезе первичных головных болей, в  частности 
мигрени. Согласно пуринергической теории мигрени, 
АТФ обладает ноцицептивным действием, посредством 
активации Р2Х рецепторов нервных окончаний тройнич-
ного нерва, а также на мембране менингеальных тучных 
клеток, вызывая их дегрануляцию. Было обнаружено, что 
Р2Х рецепторы ко-экспрессируются с ферментом синте-
за сероводорода — цистационин-β-синтаза, что указыва-
ет на  возможное взаимодействие между сигнальными 
путями. Целью исследования было оценить влияние H2S 
на АТФ-вызванную дегрануляцию тучных клеток в менин-
геальных оболочках мозга крысы.

Исследование дегрануляции тучных клеток осущест-
влялось с помощью гистологического метода окрашива-
ния твердой оболочки мозга крыс (Р35-40) Толуидиновым 
Синим в контроле и после инкубации в растворе, содер-
жащим NaHS (100мкМ), АТФ (100мкМ), NaHS+АТФ, 
BzATP (30мкМ), NaHS+BzATP

АТФ вызывал достоверное увеличение числа де-
гранулированных клеток по  сравнению с  контрольной 
группой. Для исследования эффектов H2S на состояние 
тучных клеток, интактные оболочки мозга инкубирова-
ли в  растворе, содержащем NaHS в  течение 30  мин. 
Инкубация оболочек в  доноре сероводорода не  приво-
дила к  изменению морфологии тучных клеток, и  коли-
чество дегранулированных клеток не  превышало кон-
трольные значения. Предварительная инкубация в NaHS 
в  течение 10  мин с  последующим добавлением в  инку-
бируемый раствор АТФ на  20  мин, также не  повышала 
уровень дегрануляции тучных клеток. Таким образом, до-
нор H2S предотвращал дегрануляцию тучных клеток при 
действии АТФ. Известно, что дегрануляция тучных кле-
ток при действии АТФ опосредуется активацией Р2Х7-
рецепторов, которые участвуют в транспорте АТФ через 
мембрану и  в  модуляции активности паннексин-1  ка-
налов. Поэтому в  последующих экспериментах мы  про-
анализировали способность агониста Р2Х7-рецепторов 



166 VII МОЛОДЁЖНАЯ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦИЯ по молекулярной и клеточной биологии 

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

(BzATP) активировать тучные клетки и  влияние донора 
NaHS на  его эффект. Оказалось, что BzATP приводил 
к увеличению числа дегранулированных клеток в 2 раза. 
Предварительная инкубация в  NaHS в  течение 10  мин 
предотвратила Р2Х7  опосредованную дегрануляцию 
тучных клеток оболочки головного мозга крысы и коли-
чество дегранулированных тучных клеток было сопоста-
вимо с контрольными значениями. Таким образом, донор 
сероводорода предотвращает дегрануцяцию тучных кле-
ток при действии АТФ, что, по-видимому, опосредовано 
снижением активности Р2Х7-рецепторов.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ № 18-315-00256 и ГФЕН Китая в рамках на-
учного проекта № 20-515-53005.
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Гипергомоцистеинемия(ГГЦ) является прогностиче-
ским фактором риска инсульта, скрининга генетических 
нарушений метаболизма метионина, а также в качестве 
выявления дефицита витаминов группы В. Одной из ос-
новных мишеней гомоцистеина в ЦНС являются НМДА 
рецепторы.

Ионотропные глутаматные рецепторы, активируе-
мые N-метил-D-аспартатом (НМДА-рецепторы), играют 
важную роль в процессе развития и функционирования 
ЦНС. Участки связывания глутамата находятся на NR2-
субъединице рецептора, а  NR1-субъединица содержит 
участок связывания глицина, являющийся коагонистом 
глутамата. Так, глутамат и  НМДА вызывают кратковре-
менную активацию киназного каскада, в  то  время как 
ГЦ приводит к долговременной активации, ведущей к на-
рушению нормальных путей передачи сигнала и  индук-
ции клеточной смерти [1].

Целью исследования стало изучение влияние пре-
натальной ГГЦ на  НМДА-опосредованные токи в  пи-
рамидальных нейронах гиппокампа крыс в  ранний 
постнатальный период. Эксперименты проводились 
на  горизонтальных срезах гиппокампа крысят (P3–
P7, Р8-10, где Р0-день рождения). Опосредованные 
токи пирамидных нейронов регистрировали методом 
пэтч-кламп, в  режиме «целая клетка» с  фиксацией по-
тенциала на  -70мВ для регистрации АМПА ответов 
в и +40мВ- НМДА ответов для дальнейшего анализа со-
отношения. Эти рецепторы имеют различную кинетику 
(AMПA, 2–7 мс; НМДА, 50–100 мс). НМДА рецепторы 
важны для Ca2+ -зависимой пластичности и обучения, от-
ношение НМДА рецепторов к АМПА рецепторным опос-
редованным токам в возбуждающих синапсах являются 
ключевым фактором, определяющим как краткосрочную 

интеграцию синаптических входов пирамидных нейро-
нов гиппокампа и  их  долгосрочные модификация[2]. 
В условиях пренатальной ГГЦ на 5–7 сутки наблюдается 
резкое снижение соотношения АМПА и  НМДА ответов 
с  0,48 ±0,07  в  контроле до  0,21 ±0,06 (n=9) (p>0.05). 
Аналогичная тенденция наблюдается на вторую неделю 
постнатального развития (Р8-10) в контрольных услови-
ях соотношение составило 0,89±0,1, в то время как в ус-
ловиях пренатальной ГГЦ 0,39±0,09 (n=16) (p>0.05).

Также была проанализирована амплитуда вызванных 
синаптических ответов. Полученные данные показали 
явное увеличение амплитуды НМДА ответов в  услови-
ях пренатальной ГГЦ. При фиксации потенциала клетки 
на  +40мВ наблюдалось достоверное увеличение ам-
плитуд как в  первые 3–4  дня постнатального развития 
(контроль- 26,7±6 пА), так и в 5–7 дней (ГГЦ-37±6 пА) 
(p>0.05).

Таким образом, в данной работе было показано, что 
хроническое воздействие ГЦ приводит к увеличению ак-
тивации НМДА рецепторов, что может быть причиной ги-
первозбудимости нейрональных сетей, и  как следствие 
приводить к развитию эпилепсии.

Работа поддержана грантом РФФИ 18-015-00423 А.
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Наиболее распространенной причиной появления 
сенильной деменции является болезнь Альцгеймера. 
В ее основе лежит огромное количество различных ме-
ханизмом. Тем не  менее, среди них можно выделить 
механизмы, индуцирующие окислительный стресс, 
апоптоз, формирование токсичных агрегатов с  участи-
ем нормальных, необходимых для жизнедеятельности 
клетки белков. Мы  предложили новый подход для тера-
пии пациентов с  деменцией. Этот подход подразумева-
ет комбинированное применение лекарств, нацеленных 
на блокирование нескольких параллельно протекающих 
патогенных процессов. В рамках предложенной концеп-
ции мы  апробировали совместную терапию с  помощью 
2  групп препаратов  — вещества, индуцирующие синтез 
белков шаперонов, и  соответственно, имеющих анти-
апоптозное и  противовоспалительное действие, и  пре-
паратов блокирующие формирование цитотоксичных 
белковых комплексов.

Наш коллектив провел скрининг коллекции химиче-
ских соединений и  обнаружил новый индуктор синтеза 
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белка Hsp70 — PQ29. Было установлено, что механизм 
действия PQ29  связан с  активацией транскрипцион-
ного фактора Hsf1. Одним из  белков, принимающих 
участие в  формировании агрегатов при нейродегене-
ративных заболеваниях является глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназа (ГАФД). Нами был апробирован 
ингибитор агрегации белка ГАФД, соединение RX624, 
на  трансгенных мышах с  болезнью Альцгеймера (ли-
ния 5xFAD). Мы  доказали, что терапия с  помощью 
RX624  приводит к  снижению количества агрегатов 
ГАФД и бета-амилоида в гиппокампах трансгенных мы-
шей линии 5xFAD.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ 
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В последние годы проводятся многочисленные иссле-
дования, изучающие связь между нарушениями нервно-
психического развития детей и  приемом парацетамола 
их  матерями во  время беременности. Однако число ра-
бот, изучающих токсическое действия парацетамола 
на центральную нервную систему, невелико.

Целью нашего исследования было изучение действия 
1  mM  парацетамола на  клетки нейрональной линии 
РС12  при действии бактериального липополисахарида 
серотипа 0111 B4.

Для определения жизнеспособности клеток исполь-
зовался МТТ-метод.

Клетки сеяли в 96-луночный планшет в концентрации 
5х104  клеток в  лунке за  24  часа до  эксперимента, ин-
кубировали с 1 мг/мл парацетамолом (24 часа), затем 
с 0,25 мг/мл ЛПС (24 часа). Добавляли 0,5 мг/мл ре-
агента МТТ за  2  часа до  окончания инкубации. Клетки 
лизировали с  20% SDS в  растворе 50% диметилфор-
мамида в 0,05 н HCl. Содержание окрашенного продук-
та измеряли при 570  нм  на  микропланшетном ридере. 
Результаты выражали в процентах от контроля.

Данные представлены как M±S.E.M. Статистическую 
достоверность определяли на  основании однофак-
торного дисперсионного анализа c  использованием 
Tukey’s  post hoc теста для множественных сравнений. 
При сравнении двух групп данных применяли t-критерий 
Стьюдента. Различия считали достоверными при р <0.05.

Нами было показано, что при инкубации 0,5  мг/
мл  липополисахарид снижает выживаемость клеток 
РС12 до 65,1±4,7% по сравнению с контролем (100%). 
Преинкубация с  парацетамолом предотвращает гибель 

клеток (доля выживших составляет 87,4±4,1%). Таким 
образом показано, что в высоких концентрациях (1 mM) 
оказывает защитное действие на  клетки линии РС12, 
снижая цитотоксическое действие липополисахарида.

Работа выполнена на базе Центральной научно-иссле-
довательской лаборатории СЗГМУ им. И.И. Мечникова.
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Киназы — большая группа ферментов, регулирующая 
протекание многочисленных метаболических процессов 
в  клетке, таких как клеточная пролиферация, диффе-
ренцировка, регуляция генов выживания. Они являются 
возможными терапевтическими мишенями при дей-
ствии различных повреждающих факторов, например, 
ишемии, однако в  настоящее время неизвестно, какую 
именно роль в адаптации нервных клеток к повреждаю-
щим воздействиям играют многие киназы. Нами были 
исследованы нейропротекторные свойства киназ IKKb, 
SRC и RIPK при моделировании гипоксии и глюкозной де-
привации как основных факторов ишемии.

Объектом исследования являлись первичные куль-
туры коры клеток головного мозга, полученные от  эм-
брионов мышей линии С57Bl/6 (Е18). Моделирование 
глюкозной депривации (ГД) и гипоксии осуществлялось 
на  14  сутки развития культур. Блокаторы соответству-
ющих киназ (1мкМ) добавляли при моделировании по-
вреждающих факторов. Показано, что блокада киназ 
IKKb, SRC и RIPK в условиях нормы не оказывала влияния 
на жизнеспособность клеток. Исследованы особенности 
воздействия блокаторов на  жизнеспособность нервных 
клеток in vitro при моделировании различных факторов 
ишемии. Блокада киназ IKKb и  SRC повышала жизне-
способность при действии обоих факторов (Интактная 
культура  — 94,34±1,32%, Гипоксия  — 77,94±1,75%, 
Гипоксия + ингибитор IKKb — 94,83±1,39%, Гипоксия + 
ингибитор SRC — 87,03±1,02%, ГД — 78,79±0,99%, ГД + 
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ингибитор IKKb  — 90,32±1,2%, ГД+ ингибитор SRC  — 
88,33±1,21%). Блокада киназы RIP при ГД  сохраняла 
жизнеспособность клеток (86,83±1,49%), а  при гипок-
сии, напротив, снижала (66,09±4,61%).

На  втором этапе мы  исследовали функциональную 
кальциевую активность первичных культур клеток гип-
покампа с  помощью кальциевого имиджинга с  при-
менением кальций-чувствительного красителя Оregon 
Green 488. При моделировании гипоксии и  глюкозной 
депривации происходило достоверное снижение числа 
клеток, проявляющих спонтанную кальциевую актив-
ность (Интактная культура — 60,43+1,15%, Гипоксия — 
35,91+1,05%, ГД  — 36,98+4,64%). Блокада киназы 
SRC повышала процент клеток, проявляющих функци-
ональную кальциевую активность только в  случае мо-
делирования глюкозной депривации (46,18+2,96%). 
Ингибирование IKKb снизило число клеток, проявляющих 
активность при глюкозной депривации (21,54+4,58%), 
но  не  оказало влияния при моделировании гипоксии. 
Следует отметить, что блокада RIPK сохраняла функ-
циональную кальциевую активность нервных клеток 
при действии обоих стресс-факторов (при гипоксии  — 
57,05+11,74%, при ГД — 74,81+5,15%).

Работа выполнена при поддержке фонда РФФИ 
(гранты № 18-015-00391, 18-315-20003) и  гранта 
Президента РФ МК-1485.2019.4.
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На  данный момент известно, что многочисленные 
неврологические заболевания ассоциированы с инфек-
цией, патологические эффекты которой уже давно были 
хорошо задокументированы. Однако остается неясным, 
какова роль инфекции как причины или фактора риска 
развития хронических нейродегенеративных заболева-
ний. Так как мозг богат липидами, содержащими поли-
ненасыщенные жирные кислоты, перекисное окисление 
липидов (ПОЛ) является характерным типом окислитель-
ного повреждения. ПОЛ считается ранним событием 
в  патогенезе болезни Альцгеймера (БА). Дисрегуляция 
железа, которая может усиливать образование актив-
ных форм кислорода, также наблюдается в  мозге при 
БА. Интересно, что ПОЛ и дисрегуляция железа иденти-
фицируют новый механизм гибели клеток, называемый 
ферроптозом. Но  важнее выявить фактор, запускаю-
щий развитие окислительных процессов и  ферроптоза. 
И  ключевую роль в  этом может играть бактериальная 
инфекция, вызванная микоплазмой. Большинство пред-
ставителей данного класса ведут паразитический образ 
жизни внутри клетки-хозяина, получая таким образом 

все необходимые для существования вещества, посколь-
ку сами не способны к их синтезу в связи со значитель-
ной редукцией метаболизма. Находясь внутри эукариоти-
ческой клетки, микоплазмы оказываются защищенными 
от действия иммунной системы хозяина и действия анти-
биотиков, в связи с чем они способны длительное время 
персистировать в организме, приводя к развитию хрони-
ческих заболеваний. На модели взаимодействия эукари-
отических клеток линии HD3 и Mycoplasma gallisepticum 
мы показали, что происходит избыточная секреция пере-
киси водорода, которая является ключевой молекулой 
для запуска ПОЛ  — предвестника ферроптоза. Кроме 
того, проведенное измерение уровня глутатиона пока-
зало его снижение в инфицированных клетках, что сви-
детельствует о нарушение восстановительных ресурсов 
клетки. О  ферроптозном пути гибели эукариотических 
клеток при взаимодействии с  микоплазмой свидетель-
ствуют и  полученные протеомные данные, выполнение 
с помощью методов shotgun и SILAC. Таким образом, вы-
явление инфекционных агентов, приводящих к развитию 
ферроптоза, понимание механизмов их работы позволит 
снизить риск развития нейродегенеративных заболева-
ний и продвинуться в методах лечения уже развившихся 
нарушений.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 19-15-00427.
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Гипергомоцистеинемия (ГГЦ) матери является одной 
из  причин фетоплацентарной недостаточности и  хрони-
ческой внутриутробной гипоксии плода, что может при-
водить к  нарушению когнитивных функций потомства 
при постнатальном развитии  [1]. Поэтому изучение 
влияния пренатальной ГГЦ на  формирование нервной 
ткани потомства становится важной задачей для после-
дующей разработки мер, направленных на  устранение 
негативного влияния гомоцистеина. В  данной работе 
беременные самки крыс линии Вистар были разделе-
ны на  две группы: экспериментальная группа  — самки, 
которым с  4-го  дня беременности до  родоразрешения 
перорально вводили раствор метионина; контрольная 
группа — самки, которым вводили воду. На 20-й день бе-
ременности были извлечены плоды и произведен анализ 
содержания нейротрофинов в  их  мозге с  помощью им-
муноблоттинга. Анализ клеточного состава коры мозга 
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крысят на  P5  и  P20  был проведен по  методу Ниссля, 
а также с помощью специфических антител Iba1, GFAP, 
NeuN. С  использованием иммуноферментного анали-
за было проведено исследование уровня провоспали-
тельных цитокинов в  данной структуре. Нами показано, 
что в  мозге плодов крыс с  пренатальной ГГЦ наблюда-
лось повышение уровня про-форм BDNF и NGF, которые 
взаимодействуя со  специфическими рецепторами спо-
собны приводить к  снижению пролиферации нейронов 
и усилению процессов апоптоза [2]. При этом нами было 
обнаружено снижение количества нейронов в префрон-
тальной коре мозга крыс на Р5 и Р20. Нейротоксические 
эффекты пренатальной ГГЦ также проявлялись в увели-
чении количества глиальных клеток в коре мозга крысят, 
что может говорить о  развитии нейровоспаления  [3]. 
Подтверждением данного предположения является спец-
ифическое повышение уровня IL-1β в данной структуре. 
Таким образом, пренатальная ГГЦ приводит к  наруше-
нию формирования нервной ткани, которое наблюдается 
уже во внутриутробном периоде и может являться причи-
ной развития когнитивных дисфункций при постнаталь-
ном развитии потомства.

Поддержано средствами государственного бюд-
жета по  госзаданию (АААА-А19-119021290116-1, 
АААА-А18-118012290373-7) и  грантом РФФИ 18-
015-00099, 20-015-00388.
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Имеются убедительные доказательства наличия си-
стемного воспаления как у пациентов с постстрессовой 

патологией, так и  у  животных, подвергшихся воздей-
ствию острого и хронического стресса.

Механизмы таких иммунных дисфункций, их  вклад 
в патогенез связанных со стрессом заболеваний, а так-
же зависимость интенсивности постстрессового воспа-
ления от генетически детерминированных особенностей 
нервной системы не выяснены.

Цель данной работы: оценить динамику развития 
постстрессорного воспаления по  изменению лейкоци-
тарного состава крови в  зависимости от  генетически 
детерминированного уровня возбудимости нервной си-
стемы у крыс.

Исследование проводили на самцах крыс двух линий, 
селектированных по  величине порога возбудимости 
нервной системы  — линия ВП  (высокий порог возбуди-
мости) и  НП  (низкий порог возбудимости). В  качестве 
модели психоэмоционального стресса использовали 
протокол длительного эмоционально-болевого воздей-
ствия по Г ехту. Крыс помещали в  прозрачную камеру 
с  электрифицированным решетчатым полом. На  протя-
жении 15 дней животные ежедневно в течение 13 минут 
подвергались действию стрессора: с интервалом в 1 ми-
нуту подавали световые сигналы, часть из которых под-
креплялись ударами электрического тока, а  часть- нет. 
Сочетание этих сигналов каждый день являлось непред-
сказуемым для животных.

Для отслеживания динамики изменений лейкоци-
тарной формулы были выбраны три временные точки: 
24  часа, 7  дней и  24  дня после окончания действия 
стрессора. Морфологический анализ крови проводи-
ли с  целью определения лейкограммы, для чего под-
считывали лейкоциты в  мазке крови, окрашенном 
по Романовскому-Гимзе.

Данное исследование выявило постстрессовое уве-
личение количества нейтрофилов в  крови крыс с  гене-
тически детерминированным высоким уровнем возбуди-
мости нервной системы в отличие от животных с низким 
уровнем возбудимости нервной системы.

Таким образом, наследственно обусловленная высо-
кая возбудимость нервной системы является фактором 
риска развития воспалительных процессов под влияни-
ем психоэмоционального стресса.

В.А. Никитина, Д.В. Крицкая, А.П. Шварц, 
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Одним из  наиболее изучаемых способов коррекции 
когнитивных нарушений является введение организма 
в  состояние кетоза, при котором в  качестве источника 
энергии клетками используются кетоновые тела, полу-
чаемые при окислении жиров. Кетоз достигается при 
соблюдении кетогенной диеты с преобладанием в раци-
оне жиров и  ограничением потребления углеводов, что 
может приводить к  повреждениям различных органов. 
Потребление среднецепочечных триглицеридов (СЦТ) 
обеспечивает развитие кетоза без изменения рациона 
питания и  представляется многообещающим способом 
улучшения когнитивной функции. Ключевым механиз-
мом обучения является усиление синаптической переда-
чи, обеспечиваемое увеличением количества и измене-
нием субъединичного состава ионотропных глутаматных 
NMDA- и AMPA-рецепторов при развитии долговремен-
ной потенциации. Влияние кетоза на состав и количество 
данных рецепторов требует изучения.

Цель  — анализ влияния СЦТ на  показатели памя-
ти животных и  уровень экспрессии генов субъединиц 
NMDA- и AMPA-рецепторов в медиальной префронталь-
ной коре (мПФК).

Работа проведена с  соблюдением Директивы 
2010/63/ЕС  на  половозрелых крысах-самцах Вистар, 
содержавшихся в стандартных условиях. Животных про-
тестировали в  Y-образном лабиринте, Открытом поле, 
тесте «Новые предметы». В  течение 2  недель у  группы 
крыс изымали корм на 6 ч/сут и орогастрально вводи-
ли 2  мл/кг  СЦТ (контроль  — корм ad  libitum, введение 
воды), затем тесты повторили, добавив водный лабиринт 
Мориса. Уровни генной экспрессии определяли методом 
ОТ-ПЦР. Статистическая обработка: RM-ANOVA, t-тест, 
Манна–Уитни, p < 0,05.

При повторном тестировании в  Y-образном лаби-
ринте доля спонтанных альтернаций в  контрольной 
группе снизилась, а в группе СЦТ — не изменилась, сви-
детельствуя о  положительном эффекте введения СЦТ 
на  рабочую память. В  Открытом поле наблюдали более 
выраженное угашение исследовательской активности 
после ведений СЦТ в сравнении с контролем, что говорит 
о лучшем запоминании окружающей обстановки. По об-
следованию новых предметов различий не  выявлено. 
В водном лабиринте Морриса динамика обучения поис-
ку скрытой платформы в первые 4 дня не различалась. 
В  тестовой попытке на 5-й день животные, получавшие 
СЦТ, проводили больше времени в  целевом секторе 
по  сравнению с  контролем, свидетельствуя об  улучше-
нии пространственной памяти. В  мПФК животных, по-
лучавших СЦТ, выявлена более высокая экспрессия 
генов GluN2a- и  GluN2b-субъединиц NMDA-рецепторов 
и GluA1- и GluA2-субъединиц AMPA-рецепторов по срав-
нению с  контрольной группой, свидетельствуя о  более 
активных процессах консолидации памяти при введении 
СЦТ.

Таким образом, потребление среднецепочечных три-
глицеридов в дозах, приводящих к развитию кетоза, тре-
бует дальнейшего изучения и  может быть предложено 
в качестве способа улучшения когнитивной функции.

Работа поддержана Российским научным фондом 
(РНФ, проект № 19-75-10076).

Е.А. Олейник, А.А. Наумова, М.В. Глазова

Роль взаимодействия протеинкиназы 
с-abl и белка р53 в регуляции 
активации erk1/2 каскада

Институт эволюционной физиологии и биохимии 
имени И.М. Сеченова РАН, Санкт-Петербург, Россия

E.A. Oleinik, A.A. Naumova, M.V. Glazova

The role of the interaction between 
proteinkinase c-abl and protein 
p53 in the regulation of activation 
of the erk1/2 cascade

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and 
Biochemistry Russian Academy of Sciences, St-
Petersburg, Russia

ekaterina.oleynik96@mail.ru

Известно, что р53 является транскрипционным фак-
тором и  контролирует экспрессию множества генов. 
С  другой стороны, р53  также работает и  как цитоплаз-
матический белок. При этом его активность зависит 
не только от посттрансляционных изменений, но и от пря-
мых белковых взаимодействий, и одним из белков, свя-
зывающихся с р53 и регулирующих его активность, яв-
ляется c-Abl.

Было показано, что с-Abl и  ERK1/2  функциональ-
но связаны. В  свою очередь опубликованные дан-
ные свидетельствуют об  активирующем влиянии 
р53  на  ERK1/2  сигнальный каскад. Исходя из  это-
го, можно предположить, что активирующее влияние 
р53 на ERK1/2 каскад опосредуется c-Abl. Таким обра-
зом, наличие функциональных связей между р53 и c-Abl, 
р53 и ERK1/2, и c-Abl и ERK1/2 объединяет их в тесно 
связанное функциональное трио, однако это третичное 
взаимодействие до сих пор остается не изученным.

В  данной работе было проведено исследование 
внутриклеточных механизмов, опосредующих влияние 
р53 на активность ERK1/2 в экспериментах с использо-
ванием различных сочетаний блокаторов и/или актива-
торов р53, c-Abl и  членов ERK1/2  каскада. В  качестве 
модели исследования мы  выбрали клетки линии РС12. 
Оценка количества исследуемых белков и  их  активных 
форм осуществлялась с  использованием Western Blot 
анализа.

Полученные результаты показали, что р53  оказы-
вает активирующее влияние на  ERK1/2  каскад как 
опосредованно, в составе комплекса р53/c-Abl, и акти-
вируя Trk рецепторы, так и  независимо от  c-Abl, влияя 
на ERK1/2 каскад на уровне или выше cRaf. Также на ос-
новании полученных нами данных можно предположить, 
что применение различных сочетаний блокаторов и/или 
активаторов р53, c-Abl и членов ERK1/2 каскада может 
стать основой для разработки комплексной терапии для 
лечения нейродегенеративных состояний.

Работа выполнена при поддержке Гос.задания 
по теме № 075-00776-19-02 и при использовании ЦКП 
ИЭФБ РАН № 441590.
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Введение. Болезнь Паркинсона (БП)  — хроническое 
прогрессирующее нейродегенеративное заболевание, 
которое относится к числу неизлечимых. Основная при-
чина гибели нейронов при БП  — образование и  нако-
пление в  клетках токсичных олигомеров и  агрегатов 
белка α-синуклеина. Накопление цитотоксических форм 
α-синуклеина вызывает протеотоксический стресс эн-
доплазматического ретикулума (ЭР), который приводит 
к гибели нейронов по пути апоптоза. Шаперон GRP78 яв-
ляется главным модулятором ответа стресса ЭР, что мо-
жет играть роль в  восстановлении протеостаза клетки 
и защиты ее от гибели. Цель исследования — оценка воз-
можного нейропротективного действия экзогенного бел-
ка GRP78 и молекулярных механизмов его реализации 
в модели доклинической стадии БП у крыс.

Методы. Работа выполнена на  самцах крыс попу-
ляции Вистар (n  = 30) в  возрасте 7  мес (280–300  г.). 
Для создания модели БП  применены микроинъекции 
в  компактную часть черной субстанции (кчЧС) селек-
тивного ингибитора протеасом лактацистина (ЛЦ). 
Рекомбинантный белок GRP78  человека вводился ин-
траназально дважды после ЛЦ и через неделю после его 
последней микроинъекции. Контрольная группа живот-
ных получала растворитель GRP78. Для анализа пато-
морфологических и нейрохимических изменений в кчЧС 
применяли методы иммуногистохими и  биохимии. Для 
оценки способности GRP78  проникать в  мозг при ин-
траназальном введении, GRP78  был помечен флуорес-
центным красителем Alexa555*. Статистический анализ 
данных осуществлялся с  помощью параметрического 

дисперсионного анализа ANOVA с  последующим LSD 
тестом.

Показано, что через 3 ч после интраназального вве-
дения меченый GRP78 проникает в паренхиму и интер-
нализуется дофамин (ДА)-ергическими нейронами кчЧС. 
Это позволило применить его для терапии в  модели 
БП  у  животных. Модель доклинической стадии БП  ха-
рактеризовалась гибелью 27% ДА-ергических нейронов 
в кчЧС, повышением содержания в выживших нейронах 
общей фракции растворимого α-синуклеина и  его фос-
форилированной формы по  ser129  на  25% и  21% со-
ответственно, сопряженного с  развитием стресса ЭР. 
О  развитии стресса ЭР  свидетельствовало повышение 
содержания GRP78 и маркеров PERK-зависимого каска-
да — проапоптического белка CHOP (C/EBP homologous 
protein) и расщепленной каспазы-3 (clCas3) в пределах 
20–25% по  сравнению с  контролем. Проведение тера-
пии с  GRP78  в  модели БП  у  крыс препятствовало раз-
витию нейродегенерации. Выяснено, что нейропротек-
тивное действие GRP78 связано с его способностью: а) 
предотвращать образование патологических форм бел-
ка α-синуклеина (агрегированных и фосфорилированных 
ser129), б) уменьшать стресс ЭР и апоптоз. Полученные 
данные свидетельствуют о нейропротективной значимо-
сти повышения содержания GRP78  в  головном мозге 
при развитии Паркинсон-подобной патологии.

Работа выполнена в рамках государственного задания 
ФАНО России (тема № АААА-А18-118012290427-7).

Е.И. Пчицкая1, И.С. Крылов1, И.Б. Безпрозванный1, 2

Определение численных 
значений морфологических 
параметров дендритных шипиков 
на конфокальных изображениях 
нейронов
1 � Лаборатория Молекулярной Нейродегенерации, 

Санкт-Петербургский политехнический университет 
Петра Великого, Санкт-Петербург, Россия

2 � Кафедра физиологии, Юго-Западный Медицинский 
Центр Университета Штата Техас, Даллас, США

E.I. Pchitskaya1, I.S. Krylov1, I.B. Bezprozvanny1, 2

Quantification of dendritic spines 
morhologigal parametrs on confocal 
neuronal images
1 � Laboratory of Molecular Neurodegeneration, Peter 

the Great Saint‑Petersburg Polytechnic University, 
Saint‑Petersburg, Russian Federation

2 � Department of Physiology, UT Southwestern Medical 
Center at Dallas, Dallas, TX, USA

pchitskaya_ei@spbstu.ru

Взаимодействие между нейронами головного моз-
га осуществляется через специализированный кон-
такт  — синапс, который формируется между аксоном 
и  дендритом, передающим и  принимающим сигнал со-
ответственно. Со стороны дендрита синапс представлен 
особым мембранным выростом — дендритным шипиком. 
Дендритные шипики являются динамичными структу-
рами, принимающими различную форму, которая непо-
средственно связана с  их  функциональным состояни-
ем. Анализ морфологии дендритных шипиков является 
важным этапом при выполнении фундаментальных ис-
следований о  функционировании синапсов, а  также 
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для изучения механизмов возникновения и  развития 
нейродегенеративных и  психиатрических заболеваний. 
Классическим подходом к анализу морфологии дендрит-
ных шипиков, является классификация на заранее опре-
деленные схожие морфологические группы  — тонкие, 
пеньковые, грибовидные шипики, а  также филоподии. 
Подобный подход характеризуется высоким процентом 
ошибок ввиду сложности формы оцениваемых объек-
тов и недостатками алгоритмов классификации, а также 
не  способен отразить малые изменения в  форме ден-
дритных шипиков  [1]. Отмечается, что непосредствен-
ная оценка численных значений параметров морфоло-
гии дендритных шипиков позволит производить анализ 
их  морфологии с  значительно большей точностью  [2], 
однако широкое применение подобного подхода затруд-
нено ввиду того, что средние размеры шипиков меньше 
или сопоставимы с  теоретическим пределом разреше-
ния конфокального микроскопа, а также из-за дефицита 
доступного программного обеспечения для проведения 
подобных исследований. Авторы разработали методиче-
ский подход, позволяющий уточнить структуру дендрит-
ных шипиков на конфокальных изображениях нейронов, 
заключающийся в  деконволюции с  помощью экспе-
риментально определенной функции рассеяния точки, 
и плагин для программного обеспечения ImageJ, позво-
ляющий осуществить измерение основных морфологи-
ческих параметров дендритных шипиков на  двумерной 
проекции изображения нейрона.

This research work was supported by  the Academic 
Excellence Project 5–100  proposed by  Peter the 
Great St. Petersburg Polytechnic University. На  раз-
работанное программное обеспечение получено 
Свидетельство о  регистрации программы для ЭВМ 
№ 2019662038 от 16 сентября 2019 года.
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Гамма-аминомасляная кислота (ГАМК), является 
одним из  главных тормозных медиаторов центральной 
нервной системы (ЦНС) и, наряду с  глутаматом, играет 

ключевую роль в  регуляции сложных нейронных сетей. 
Кроме того, ряд авторов показал, что в  первый месяц 
постнатального развития ГАМК функционирует в  каче-
стве возбуждающего, а не тормозного нейротрансмитте-
ра. Однако особенности формирования ГАМК-ергических 
структур ЦНС в раннем постнатальном развитии остают-
ся малоизученными.

Целью данного исследования было изучение мор-
фологических изменений в Г АМК-ергической системе 
в коре головного мозга крыс в конце первой недели пост-
натального развития.

В  качестве объекта исследования использовали 
крыс-самцов линии Вистар. Для работы использовали 
7-дневных и половозрелых крыс (n=3 для каждой стадии). 
Препараты окрашивали толуидиновым синим по методу 
Ниссля. Идентификацию антигена проводили с  исполь-
зованием моноклональных мышиных антител к  GAD67 
(Abcam, Великобритания), который является специфи-
ческим маркером ГАМК-ергических структур мозга. 
Полученные препараты анализировали с  помощью ми-
кроскопа Leica DM  750 (Leica, Германия). Анализ про-
изводили с  использованием программ ImageJ (National 
Institutes of Health, США) и GraphPad Prism 8 (GraphPad 
Software, Inc., США).

В  результате реакции чётко выявляются ГАМК-
ергические нейроны и  синаптические терминали. 
Было показано, что у  взрослых крыс большое количе-
ство GAD67-положительных терминалей расположено 
в IV-V слое коры головного мозга. Эти окончания сосредо-
точены в основном на телах и отростках пирамидальных 
нейронов. Также выявлено, что ингибиторные нервные 
окончания могут образовываться и на соме и отростках 
ГАМК-ергических нейронов.

У  молодых животных наиболее интенсивно окраши-
вается верхний слой коры, в котором наблюдается боль-
шое скопление ГАМК-ергических синапсов, но  не  тел 
нейронов. Тела нейронов находятся в нижележащих сло-
ях кортекса. Однако в  области цингулярной коры тела 
клеток с  выраженной цитоплазматической реакцией 
GAD67 также выявляются и в I слое. Показано, что про-
цент ГАМК-ергических клеток с  возрастом увеличива-
ется (u-критерий, p=0,002), в то время как площадь тел 
нейронов уменьшается (u-критерий, p=0,02).

Полученные данные характеризуют изменения актив-
ности ГАМК-ергической системы в  ходе постанатльно-
го онтогенеза. Созревание ГАМК-ергических структур 
в нижних слоях коры происходит быстрее, чем в верхних, 
что соответствует данным о развитии коры изнутри кна-
ружи. Наличие ГАМК-ергических нейронов, по-видимому, 
является критическим для развития цингулярной 
коры в  этот период. Уменьшение площади тел ГАМК-
ергических клеток у половозрелых животных по сравне-
нию с новорождёнными, вероятно, связано с созревани-
ем нейронов.
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Микротрубочки представляют собой динамические 
полярные биополимеры. Белок End-binding protein 3 
(ЕВ3) — член семейства +TIP (plus-end tracking proteins) 
белков, связывается с  плюс-концом микротрубочек 
и регулирует их динамику [1]. Наиболее распространен-
ным белком, формирующим каркас постсинаптической 
плотности в  дендритных шипиках нейронов, является 
белок постсинаптической плотности 95 (PSD95)  [2]. 
Взаимодействие белков ЕВ3  и  PSD95  влияет на  дина-
мику микротрубочек и  ветвление дендритов в  нейро-
нах  [3]. Произведена оценка влияния взаимодействия 
белков PSD и  ЕВ3  на  формирование нанокластеров 
белка PSD95  в  дендритах гиппокампальных нейронов. 
Гиперэкспрессия ЕВ3  в  гиппокампальных нейронах 
in vitro достигалась путем трансдукции лентивирусными 
частицами, сборка которых осуществлялась в клетках ли-
нии HEK293T. Для визуализации дендритов и кластеров 
белка PSD95 применялось иммуноцитохимическое окра-
шивание с  использование первичных антител к  MAP2 
(1:1000, Milipore) и  PSD95 (1:300, ThermoFisher), вто-
ричных антител Alexa Fluor 594 (1:1000, Invitrogen) 
и Alexa Fluor 488 (1:1000, Invitrogen). Обработка серии 
конфокальных изображений, полученных на микроскопе 
Thorlabs (2016 × 2016 пикселя, разрешение 0,034 мкм/
пиксел), производилась в программном обеспечении Fiji. 
Выделение границ дендрита осуществлялось путем би-
наризации изображения МАР2, методом минимальной 
перекрестной энтропии Ли. Производилась детекция 
кластеров изображения PSD95, предварительно об-
работанного фильтром «Rolling ball» для уменьшения 
шума, с помощью алгоритма Лапласа и далее приводи-
лось к  бинарному виду путем использования функции 
«Convert to  Mask». Вычитание бинарных масок изобра-
жений позволяет исключить кластеры за  пределами 
дендрита  [4]. Анализ данных, полученных с  помощью 
описанного выше алгоритма, продемонстрировал, что 
гиперэкспрессия белка ЕВ3  увеличивает площадь кла-
стеров белка PSD95 в дендритах гиппокампальных ней-
ронов. Полученные результаты позволяют сделать вывод 
о  том, что распределение данного структурного белка 
в  нейроне регулируется динамическим тубулиновым 
цитоскелетом.

Работа поддержана грантом Российского научного 
фонда № 19-15-00184 (Безпрозванный И.Б.).
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Perturbed information processing in  the amygdala 
has been implicated in  developmental neuropsychiatric 
disorders. However, little is known on the mechanisms that 
guide formation and refinement of  intrinsic connections 
between amygdaloid nuclei in neonatal brain. We examined 
the developmental pattern of  glutamatergic connection 
from basolateral to central amygdala (BLA-CeA) in rodents. 
The electrophysiology and post-hoc confocal microscopy 
revealed that it develops rapidly during the first ten postnatal 
days, before external inputs underlying amygdala dependent 
behaviors emerge. Kainate-type glutamate receptors 
are suggested to  be  involved in  pathological mechanisms 
of  autism spectrum disorder, Down’s  syndrome, bipolar 
disorder and schizophrenia. FISH and qPCR demonstrated 
high expression levels of  kainate-type of  ionotropic 
glutamate receptors in  BLA during the restricted period 
of  intensive synaptic development. Electrophysiological 
experiments demonstrated that tonically active KARs 
regulate glutamate release in  neonatal amygdala via 
a  non-canonical G-protein dependent mechanism. 
Genetic manipulation of  the endogenous KAR activity 
by  conditional knock-out in  newborn BLA and knock-down 
or overexpression in the LA in vivo perturbed development 
of  glutamatergic input to  CeA. The KAR activity affects 
BLA-CeA connectivity by  specifically regulating synaptic 
maturation and morphology of  GABAergic neurons 
in CeA. Altogether data demonstrate KARs to be  involved 
in physiological mechanism regulating developmental wiring 
and maturation of the intrinsic glutamatergic circuitry in the 
amygdala.
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Глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа (ГАФД)  — 
гликолитический фермент, выполняющий, помимо «ос-
новной», множество других важных функций, и  взаи-
модействующий со  множеством макромолекул. Один 
из  таких партнеров  — альфа-синуклеин, взаимодей-
ствие ГАФД с  которым вовлечено в  развитие болезни 
Паркинсона  [1]. В  последнее время появились данные 
о том, что нейродегенеративные заболевания могут быть 
ассоциированы с другими связанными со старением за-
болеваниями, такими, как диабет, одним из  ключевых 
молекулярных маркеров которого является интенсив-
ное гликирование белков. В  данной работе с  помощью 
молекулярного моделирования и  экспериментальных 
методов мы  исследовали взаимодействие ГАФД с  аль-
фа-синуклеином и  влияние гликирования обоих белков 
на это взаимодействие. Показано, что альфа-синуклеин 
связывается с  положительно заряженной «бороздкой» 
ГАФД, включающей активный центр и сайт связывания 
кофактора, конкурируя с ним. Гликирование альфа-сину-
клеина усиливает взаимодействие с Г АФД и  вызывает 
инактивацию фермента [2], в то время как гликирование 
ГАФД, наоборот, затрудняет связывание. Поскольку свя-
зывание во многом определялось электростатическими 
взаимодействиями (а гликирование затрагивает как раз 
положительно заряженные аминокислотные остатки), 
было исследовано также взаимодействие ГАФД с  дру-
гим важным партнером — РНК, связанное с изменением 
компартментализации ГАФД в процессе окислительного 
стресса и  вызванном им  апоптозе  [1,  3]. Гликирование 
ингибировало связывание ГАФД с РНК.

Полученные данные указывают на  возможный ме-
ханизм взаимосвязи между диабетом и  развитием си-
нуклеинопатий, в которые вовлечены ГАФД и альфа-си-
нулкеин. Кроме того, исследуемая система  — отличный 
пример влияния пост-трансляционных модификаций, 
связанных с  изменением заряда участка поверхности 
белка, на  его поведение и  взаимодействие с  другими 
биомакромолекулами, многие из которых представляют 
собой заряженные полимеры [4].

Работа поддержана грантом РНФ № 19-74-00013.
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Патологические процессы в  мозге, сопровождаю-
щиеся повышением внутриклеточной концентрации 
Са2+ ([Ca2+]i), приводят к гибели нейронов. Нейролипины, 
эндогенные производные жирных кислот, могут про-
являть нейропротекторные свойства при инсульте, 
травме мозга и  развитии нейродегенеративных забо-
леваний, когда основной возбуждающий нейромеди-
атор мозга глутамат (Glu) становится нейротоксином. 
В  данной работе исследовано влияние нейролипина 
N-докозагексаеноилдофамина (DHA-DA), на  выживае-
мость и Са2+ гомеостаз клеток мозга в условиях глутамат-
ной эксайтотоксичности. Первичные нейрональные куль-
туры получали из коры головного мозга 1-дневных крысят 
Wistar и  содержали при 37оС, 100% влажности и  5% 
CO2 в течение 10 дней до эксперимента. DHA-DA добав-
ляли за 1 час до Glu (100 мкM, Gly 10 мкМ, 0 Mg2+) и за-
тем 15 мин вместе с Glu. Измерения [Ca2+]i производили 
при помощи флуоресцентного зонда Fura-FF c использо-
ванием системы анализа изображений на  базе инвер-
тированного микроскопа и  мультиволнового возбужде-
ния и  регистрации сигналов. Выживаемость культуры 
определяли через 24 часа после прекращения действия 
Glu (1 час), измеряя на планшетном ридере оптическую 
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плотность тетразолия, образовавшегося из водораство-
римой формы формазана (WST-тест).

Инкубация с  DHA-DA  (0,01  или 1  мкМ, 15  мин) 
не изменяла [Ca2+]i в покоящихся нейронах. Добавка Glu 
(100 мкM, 10 мкМ Gly, 0 Mg2+, 15 мин) вызвала разви-
тие отсроченной кальциевой дизрегуляции (ОКД)  [1,2], 
причем предварительное введение низкой концентрации 
DHA-DA (0,01 мкМ) сокращало на 13±12% (M±SEM) вре-
мя наступления ОКД и  снижало на  12±4% максималь-
ное увеличение  [Ca2+]i. Высокая доза DHA-DA  (1  мкМ), 
не влияла на ЛАГ-период ОКД, но понижала максималь-
ный подъем  [Ca2+]i на  27±4%. Нейролипин в  концентра-
ции 0,01 и 1 мкМ увеличивал не менее чем на 18%, и 9% 
долю клеток, способных восстановить низкую [Ca2+]i по-
сле удаления Glu. Согласно WST-тесту нейротоксический 
эффект Glu составил 31±9%. DHA-DA (1 мкМ) повышал 
выживаемость клеток при действии Glu на 29±4%.

Таким образом, DHA-DA  (1  мкМ) защищает клетки 
нейроглиальной культуры из коры мозга крысы от токси-
ческого действия Glu. Нейропротекторное действие DHA-
DA опосредовано, по крайней мере, отчасти, отдалением 
наступления ОКД, и, соответственно, увеличением доли 
нейронов, сохранивших низкую [Ca2+]i во время действия 
Glu.

Работа выполнена в рамках грантов РФФИ-КОМФИ 
17-00-00106, 17-00-105 и 17-00-00109.

Литература:
1.	 Khodorov B. Glutamate-induced deregulation of  calcium ho-

meostasis and mitochondrial dysfunction in  mammalian cen-
tral neurons. // Prog. Biophys. Mol. Biol. 2004. V  86.№ 2. 
P.279–351.

2.	 Bezuglov V.V., Akimov M.G., Gretskaya N.M., Surin A.M., Pinelis 
V.G., Shram S.I., Vyunova T.V., Shevchenko K.V., Andreeva L.A., 
Myasoedov N.F. The study of  the neurotropic peptides role 
in cell responses regulation. В книге: Horizons in Neuroscience 
Research 2015. С. 151–170.

Н.М. Ткаченко, А.В. Гладков, И.В. Мухина

Возраст-зависимые изменения 
нейросетевой активности клеток 
гиппокампа при разрушении 
внеклеточного матрикса мозга

Федеральное государственное автономное 
образовательное учреждение высшего 
образования «Национальный исследовательский 
Нижегородский государственный университет 
им. Н.И. Лобачевского», Нижний Новгород, Россия

N.M. Tkachenko, A.V. Gladkov, I.V. Mukhina

Age-dependent changes in neural 
network activity of hippocampal 
cells after the destruction of the 
extracellular matrix of the brain

National Research Lobachevsky State University 
of Nizhni Novgorod

andrnatmih@gmail.com

Внеклеточный матрикс мозга (ВМК) является важ-
ным компонентом, который участвует не  просто в  по-
строении нервной ткани, а  играет роль при передаче 
информации в нейронных сетях, т. е. способствует самой 
главной функции мозга  [1]. Поэтому исследование вне-
клеточного матрикса и его компонентов является крайне 
актуальным.

В предварительных исследованиях [2] было показано, 
что при разрушении гиалуронидазой перинейрональных 
сетей происходит изменение нативной электрофизиоло-
гической активности нейронных сетей первичной культу-
ры клеток гиппокампа на 17-й день развития in vitro, что 
выражалось в появлении эпилептоподобной активности 
с длительностью синхронной активности клеток в соста-
ве нейронной сети 30–35 с, а также появлением тониче-
ских аудиогенных судорог у мышей раннего постнаталь-
ного периода (Р17).

Поскольку явление гиалуронидаза-зависимой эпи-
лептоформной активности наблюдалось как in vitro, так 
и  in vivo в раннем постнатальном периоде, предположи-
ли, что выявленный феномен связан с возрастными из-
менениями процесса нейрогенеза при разрушении ВКМ. 
Было показано, что через 2 часа после воздействия гиа-
луронидазы в  зрелой первичной культуре клеток гиппо-
кампа (26  день развития in  vitro) возникает временное 
уменьшение количества сетевых пачек и  рассинхрони-
зация сетевой активности с  увеличением количества 
отдельных спайков. Через 24  часа после добавления 
гиалуронидазы, сетевая активность повышается за счет 
увеличения количество коротких сетевых пачек импуль-
сов, растет синхронизация активности с максимальным 
увеличением синхронизации к 31 дню развития культуры 
(5 день после добавления гиалуронидазы). К 45 дню раз-
вития in  vitro сетевая активность нормализуется до  на-
чальной. При однократном добавлении гиалуронидазы 
на 26 день развития культуры клеток гиппокампа мыши, 
возникает временное изменение биоэлектрической ак-
тивности, которое затем возвращается в  исходное со-
стояние (до добавления гиалуронидазы) с изменениями 
биоэлектрической активности, характерными при ста-
рении клеточной культуры. Таким образом, имеет место 
возраст-зависимое изменение сетевой активности при 
разрушении гиалуроновой кислоты ВКМ, наиболее вы-
раженное в раннем постнатальном нейрогенезе.
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Проблемы с  обучением и  памятью часто наблюда-
ются у  больных височной эпилепсией (Giovagnoli et  al., 
1999). Нейронной основой памяти является синапти-
ческая пластичность. Ранее нами было показано, что 
долговременная потенциация (ДВП) снижена у  крыс 
в течение первой недели после эпилептического статуса 
(ЭС), вызванного пентилентетразолом (ПТЗ) (Postnikova 
TY et al., 2019). В этой работе мы исследовали отсрочен-
ный эффект перенесенных судорог на  синаптическую 
потенциацию в поле СА1 гиппокампа крыс Вистар через 
30 дней после ПТЗ-индуцированного ЭС. Исследование 
проводилось на  переживающих срезах мозга крыс. 
Полевые возбуждающие постсинаптические потенциалы 
отводили от радиального слоя поля СА1 гиппокампа сте-
клянным микроэлектродом, стимуляцию коллатералей 
Шафера осуществляли биполярным нихромовым элек-
тродом. ДВП вызывали высокочастотной стимуляцией. 
Достоверность различий у  контрольных и  эксперимен-
тальных крыс проводили с использованием t-критерия.

У  контрольных животных высокочастотная стиму-
ляции вызывала выраженную ДВП (1,49±0,05  у. е., 
n=11). У  больных животных ДВП была достоверно сни-
жена по сравнению с контролем (1,25±0,07 у. е., n=14). 
Конкурентный антагонист NMDA-рецепторов D-AP5 
(50  мкМ) блокировал индукцию ДВП как в  контроль-
ных, так и в экспериментальных срезах (1,02±0,07 у. е., 
n=6  и  1,04±0,10  у. е., n=8  соответственно). Однако при 
использовании каналоблокатора NMDA-рецепторов 
MK-801 (10 мкМ) ДВП сохранялась у больных животных 
(1,35±0,09 у. е., n=11) и не вырабатывалась у контроль-
ных (0,98±0,05  у. е., n=7), что может указывать на  вне-
синаптическую локализацию NMDA-рецепторов (Sean 
et al., 2013) после судорог. Известно, что метаботропные 
глутаматные рецепторы I  группы (mGluR1/5) находят-
ся на  постсинаптической мембране перисинаптически 
и  влияют на  активность NMDA-рецепторов (Scheefhals 
et  al., 2018). Введение антогониста mGluR1  FTIDC 
(5  мкМ) блокировало выработку ДВП у  больных крыс 
(1,04±0,06  у. е., n=8) и  не  влияло на  величину пластич-
ности у  контрольных (1,41±0,07  у. е., n=6). Отсутствие 
ДВП на  фоне FTIDC может свидетельствовать 

о перисинаптической локализации NMDARs, которые ак-
тивируются под действием mGluR1 после высокочастот-
ной стимуляции.

Таким образом, мы  выявили долговременные нару-
шения синаптической пластичности, вызванные одно-
кратно перенесенными генерализованными судорогами.
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Боковой амиотрофический склероз (БАС)  — неизле-
чимое нейродегенеративное заболевание, приводящее 
к прогрессирующей слабости скелетных мышц, атрофии, 
параличу и смерти, вследствие гибели центральных и пе-
риферических мотонейронов. Среди наследственных 
форм заболевания 20% случаев приходятся на мутации 
в гене супероксиддисмутазы-1 (SOD-1). Мутации в гене 
FUS (fusion in  sarcoma), являются основной причиной 
ювенильных форм БАС. Недавние исследования показа-
ли, что полной потери белка FUS, как у взрослых мышей, 
так и в перинатальном периоде, недостаточно для запу-
ска дегенерации двигательных нейронов, однако избы-
точная экспрессия FUS способна вызвать дегенерацию 
двигательных нейронов, предполагая, что мутантный бе-
лок приобретает токсическую функцию, приводя к агрес-
сивной нейродегенерации.

В  последние годы адренергические соединения ста-
ли предлагать в  качестве лекарственных препаратов 
для терапии неврологических расстройств, в  том числе 
при лечении БАС. В  связи с  этим мы  исследовали вли-
яние адреналина (АД, 0.1  µМ) на  параметры секреции 
ацетилхолина в нервно-мышечных синапсах (n.phrenic — 
m.diaphragm) животных с  моделью ALS-FUS. По  срав-
нению с  контрольной группой животных, где действие 
АД  приводило к  снижению интенсивности как спонтан-
ной, так и  вызванной секреции, в  синапсах мутантных 
животных значимых изменений при аппликации адрено-
миметика выявлено не было. Амплитудно-временные па-
раметры синаптических ответов достоверно не изменя-
лись при добавлении АД в синапсах животных с моделью 
ALS-FUS, в  то  время как у  здоровых животных АД  уве-
личивал время нарастания переднего фронта и  вре-
мя спада сигнала. Отсутствие эффекта АД  в  синапсах 
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животных с моделью наследственной формы БАС может 
быть связано с  разнонаправленным действием агента 
на  разные подтипы адренорецепторов, поскольку есть 
данные о  наличии разных подтипов адренорецепторов 
в  области синаптического контакта. Недавно показано, 
что активация β2-адренорецептора препятствует про-
явлениям БАС, ингибируя деградацию белка, индуцируя 
синтез и  высвобождение нейротрофического фактора, 
положительно модулируя микроглиальную и  систем-
ную иммунную функции, сохраняя структурную и  функ-
циональную целостность нервно-мышечного синапса 
и  улучшая энергетический обмен в  клетке. Кроме того, 
β2-адренорецепторы ингибируют глутаматную токсич-
ность и кальций-зависимую деградацию белков в мото-
нейроне, увеличивают синтез белков в мышце и умень-
шают ее атрофию, усиливают оксидативные механизмы 
и  митохондриальный биогенез. Поскольку патогенез 
БАС связан с  изменениями нервно-мышечного синап-
са, то  дальнейшее направленное исследование адре-
нергических соединений может способствовать поиску 
средств по предотвращению развития БАС.

Работа поддержана грантом РНФ 18-15-00046.
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Наследственная Болезнь Альцгеймера (НБА) — тяже-
лое нейродегенеративное расстройство, при котором на-
блюдается отложение агрегатов амилоида бета, а также 
тау-клубков в гиппокампе и прилежащих к нему субкор-
тикальных областях мозга. НБА характеризуется ранним 
началом и прогрессивным снижением уровня когнитив-
ных способностей, таких как потеря памяти, нарушение 
абстрактного мышления, неспособность усвоить новую 
информацию. Конечным итогом патогенеза НБА явля-
ется атрофия мозга и  как следствие  — нарушение всех 
экзекутивных функций.

Основной вклад в  развитие НБА вносят мутации 
в  генах PSEN1, PSEN2  и  APP, кодирующие пресене-
лин-1 (PS1), пресенелин-2 (PS2) и  белок предшествен-
ник амилоида (APP). Было показано, что при болезни 
Альцгеймера наблюдается нарушение кальциевой сиг-
нализации в  нейронах. Важной частью кальциевого 
гомеостаза клетки является депо-управляемый каль-
циевый вход (SOCE), реализуемый депо-управляемыми 
кальциевыми каналами двух типов: CRAC-каналами, 

в состав которых входят белки ORAI и менее селективны-
ми каналами, образованными белками TRPC. Эти каналы 
активируются кальциевыми сенсорами (STIM1 и STIM2) 
в ответ на опустошения кальциевого депо, располагаю-
щегося в люмене эндоплазматического ретикулума (ЭР). 
Целью работы было изучение SOCE в  нейронах 5xFAD 
мышей, моделирующих наследственную форму болезни 
Альцгеймера.

5xFAD мыши содержат пять мутаций в  генах 
PSEN1 и APP, ассоциированных с НБА. С помощью ве-
стерн-блоттинга анализировался уровень экспрессии 
генов, ответственных за биосинтез белков, вовлеченных 
в  депо-управляемый кальциевый вход (STIM1, STIM2, 
ORAI1 и ORAI3) у трансгенных и контрольных мышей со-
ответственно. SOCE оценивали, используя флуоресцент-
ный кальциевый зонд FURA2-AM. Для активации SOCE 
использовали тапсигаргин — ингибитор Ca2+-АТФазы эн-
доплазматического ретикулума (SERCA).

Было показано, что в нейронах 5xFAD мышей увели-
чен депо-управляемый кальциевый вход, в  сравнении 
с контрольной выборкой. Уровень экспрессии генов, от-
ветственных за биосинтез белков, вовлеченных в SOCE, 
не  менялся. Таким образом, увеличение депо-управля-
емого кальциевого входа, по  всей видимости, связано 
с регуляцией каналов ORAI и TRPC.
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Гомоцистеин (ГЦ) является серосодержащей ами-
нокислотой, которая вырабатывается при метаболизме 
метионина. Повышенные уровни ГЦ  в  плазме вызваны 
дефицитом витамина B12.[1] Взаимосвязь между по-
вышенным уровнем ГЦ  и  эпилептическим припадком 
у человека остается противоречивой, несмотря на расту-
щие доказательства эффекта гипергомоцистеинемии. 
Короткая латентность к появлению приступов свидетель-
ствует о вовлечении метаболических продуктов ГЦ.[2]

Цель исследования: изучение эффектов ГЦ на элек-
трическую активность в гиппокампе в условиях in vivo

Материалы и  методы. Эксперименты проводились 
на крысах линии Wistar.

1 группа — р6-7(n=3);
2 группа — р30-90(n=3)
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Подготовка животных проходила под изофлурановой 
анестезией. Животное фиксировали в  стереотаксиче-
ском аппарате. Проводили распил в области над гиппо-
кампом. 16-канальный электрод помещали в гиппокамп 
в зоне CA1. В этом же отверстие располагали микроинъ-
ектор с раствором ГЦ. Через час после введения произ-
водили запись электрической активности в гиппокампе. 
Апплицировали 2 мкл ГЦ.

ГЦ  вводили в  дозах 0.015  мг, 0.007  мг и  0.003 
в 2 мкл.

Результаты и обсуждение
Эпилептиформная активность не была зарегистриро-

вана в ЭЭГ в контрольных записях.
Латентный период 1  группы достоверно короче, 

чем у 2 группы и составил (ГЦ 0.003, 0.007, 0.015 мг) 
5.23±0.49, 3.01±0.42, 2.37±0.6  мин, а  у  2  группы 
12.2±1.4, 9.97±1.51, 10.06±0.58 мин (p<0.05)

Эпилептические всплески у  1  группы были досто-
верно длительнее и  составили 0.9±0.13, 1.48±0.12, 
1.15±0.09  мин, у  2  группы 0.58±0.09, 0.51±0.07, 
0.49±0.09 мин (p<0.05)

Эпилептических эпизодов было больше у  1  группы, 
а время между ними достоверно меньше. Cреднее коли-
чество эпизодов составило 4.2±0.6, 3.6±0.3, 3.14±0.34, 
у 2 группы 4.6±0.33, 3.0±0.7, 2.3±0.03 (p>0.05) Время 
между ними 2.9±0.5, 2.4±0.405, 2.9±0.308 мин, у 2 груп-
пы- 5.4±0.854, 8.62±2.11, 8.96±1.017 мин (p<0.05)

Различия в пиковой частоте 9.6 ± 0.78 Гц, 8.5±0.67 Гц, 
9.3±0.607 Гц; 2 группа 12.37 ± 0.822 Гц, 15.4 ± 1.519Гц, 
14.875 ± 1.042 Гц (p<0.01)

Гомоцистеин в  различных концентрациях вызывает 
эпилепсию в гиппокампе у маленьких животных быстрее 
и интенсивнее, чем у взрослой группы.

Работа выполнена за  счёт средств субсидии, вы-
деленной КФУ для выполнения гос.задания в  сфе-
ре научной деятельности. Работа поддержана РФФИ 
№ 18-015-00423
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Глутаминсинтетаза (англ. glutamine synthetase, GS) 
является ключевым ферментом глутамат-глутаминового 
цикла, в ходе которого внеклеточный глутамат, обладаю-
щий нейротоксичными свойствами, с помощью GS пре-
образуется в нетоксичный глутамин. Эта же реакция слу-
жит для инактивации избытка нейротоксичного аммиака. 
В мозге GS синтезируется преимущественно астроцита-
ми и традиционно используется в качестве функциональ-
ного маркера этой клеточной популяции.

Целью данного исследования стало изучение рас-
пределения GS в клетках стриатума и субкортикального 
белого вещества головного мозга кролика. Материалом 
для исследования служили образцы головного мозга по-
ловозрелых кроликов-самцов породы Шиншилла (n=5). 
Работа выполнена с  применением методов иммуноци-
тохимии и конфокальной лазерной микроскопии. В каче-
стве первичных реагентов использовали смесь козьих 
поликлональных антител против глиального фибрил-
лярного кислого белка, GFAP (Abcam, UK) и  мышиных 
моноклональных антител (клон GS-6) против GS (Milipore, 
USA).

Результаты. В головном мозге кролика GS экспрес-
сируется двумя разными типами клеток. В  стриатуме 
GS  присутствует исключительно в  астроцитах, что под-
тверждается наличием в GS-иммунопозитивных клетках 
астроцитарного маркера GFAP. GS характеризуется дис-
кретным распределением и выявляется в виде многочис-
ленных мелких скоплений во всех участках перинуклеар-
ной цитоплазмы астроцитов, а также в крупных и мелких 
клеточных отростках. В  субкортикальном белом веще-
стве часть клеток также характеризуется наличием в ци-
топлазме и GFAP, и GS. По морфологическим характери-
стикам эти GFAP+/GS+ клетки соответствует астроцитам. 
При этом интенсивность флуоресценции GS в этих клет-
ках существенно ниже по сравнению с клетками стриату-
ма. Помимо GFAP+/GS+ клеток, в белом веществе были 
выявлены GS-иммунопозитивные клетки, характеризую-
щиеся отсутствием GFAP и по морфологическим особен-
ностям соответствующие олигодендроцитам.

Заключение. В рамках представленной работы впер-
вые выявлены характерные особенности распределения 
фермента глутаминсинтетазы в  клетках разных обла-
стей головного мозга кролика. Выявленные различия 
могут отражать функциональные особенности клеток из-
ученных областей.
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Актуальность. В  современном урбанизированном 
мире одной из  злободневных медицинских проблем яв-
ляется сахарный диабет (СД).

СД 1 типа — это тяжелое аутоиммунное заболевание 
эндокринной системы, которое характеризуется деструк-
цией β  — клеток поджелудочной железы. СД  оказывает 
комплексное негативное влияние на все органы и систе-
мы. Одной из многочисленных мишеней его влияния яв-
ляется нервная система, в частности мозжечок.

Мозжечок — это важнейший орган центральной нерв-
ной системы, отвечающий за  равновесие и  мышечный 
тонус.

Целью настоящего исследования является анализ 
ядерно-цитоплазматического отношения (ЯЦО) груше-
видных нейронов Пуркинье при экспериментальном 
СД 1 типа.

Материал и  методы. В  эксперименте использова-
лись белые лабораторные крысы линии Wistar в  коли-
честве 14  особей обоих полов. Постановка стрептозо-
тоцинового СД 1 типа осуществлялась по общепринятой 
методике. Для достижения поставленной цели были ис-
пользованы гистологические, морфометрические и ста-
тистические методы исследования. На  полученных ги-
стологических препаратах был произведен подсчет ЯЦО 
грушевидных нейронов Пуркинье с помощью программы 
ImageScope M, после чего проводилась статистическая 
обработка данных методом Манна-Уитни.

Результаты. Нами было установлено, что ЯЦО в гру-
шевидных нейронах Пуркинье у  животных опытной 
группы увеличивалось по  сравнению с  животными кон-
трольной группы с  существенным различием в  48.8%. 
(Контроль 73.26±6.43%, опыт 109.04±15.33%, p≤0.05). 
ЯЦО является морфологической характеристикой, по-
зволяющей оценить уровень метаболизма и проявления 
компенсаторных реакций  [1], поэтому увеличение ЯЦО 
при СД  1  типа косвенно свидетельствует о  нарушении 
функциональной активности нейронов Пуркинье.

Выводы. Таким образом было выявлено достоверное 
повышение ЯЦО грушевидных нейронов Пуркинье при 
экспериментальном сахарном диабете 1 типа.
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Аутофагия — внутриклеточный механизм деградации 
цитоплазматических молекул и  органелл в  аутофаго-
сомах, осуществляющий регуляцию равновесия между 
уровнем распада и  синтеза клеточных компонентов, 
что необходимо для поддержания клеточного гомеоста-
за. Аутофагия имеет исключительно большое значение 
для нормального функционирования нейронов. Гипоксия 
является ведущим компонентом патогенеза многих не-
врологических нарушений и  заболеваний, в  том числе 
инсульта головного мозга. Изучение процессов аутофа-
гии в нейронах в условиях действия гипоксии имеет фун-
даментальное значение и  представляет практический 
интерес с  точки зрения разработки профилактических 
методик для коррекции постгипоксических состояний. 
Целью настоящего исследования было выявление мар-
керов аутофагии (LC3, p62, HSC70), а также оценка ин-
тенсивности протекания аутофагии после действия тя-
желой гипобарической гипоксии (ТГГ, 180 мм рт ст., 3 ч) 
в неокортексе и гиппокампе мозга крыс. Исследование 
выполнено на крысах-самцах линии Вистар (200–220 г), 
полученных из  ЦКП Биоколлекция ИФ  РАН. Клеточную 
локализацию исследуемых маркеров (нейрональную, 
глиальную) оценивали иммуногистохимическим мето-
дом с использованием флуоресцентной метки на конфо-
кальном микроскопе в  ЦКП ИФ  РАН. Количественный 
анализ выполняли путем измерения оптической плотно-
сти иммунопозитивных объектов. Установлено, что экс-
прессия LC3, p62  и  HSC70  сосредоточена в  нейронах, 
но  не  глиальных клетках мозга крыс. Было выявлено, 
что ТГГ приводит к снижению содержания исследуемых 
маркеров аутофагии через 1  сутки после воздействия, 
что связано с  усилением деградации данных белков 
при активации аутофагии. К 3 суткам после ТГГ уровни 
LC3, р62 и HSC70 восстанавливались до контрольного 
значения. Методом RT-PCR было обнаружено усиление 
транскрипции генов map1lc3b (ген белка LC3) и  Tfeb 
(ген транскрипционного фактора TFEB) в  гиппокам-
пе, но  не  неокортексе крыс, через 3  суток после ТГГ. 
Обнаруженный факт свидетельствует о том, что возвра-
щение уровней LC3, р62 и HSC70 к контрольным значе-
ниям через 3 суток после ТГГ происходит за счет акти-
вации экспрессии генов, в  частности map1lc3b и  Tfeb, 
в  поле СА1  гиппокампа. Таким образом, анализ полу-
ченных данных позволяет сделать заключение о том, что 
процесс аутофагической деградации молекул усиливает-
ся действием ТГГ в  нейронах, но  не  глиальных клетках, 
неокортекса и гиппокампа крыс. Это проявляется сниже-
нием содержания LC3, р62 и HSC70 через 1 сутки после 
ТГГ, вслед за которым происходит компенсаторное уси-
ление транскрипции генов map1lc3b и Tfeb (3 суток по-
сле ТГГ) в поле СА1 гиппокампа. Возможно, что усиление 
процесса аутофагии, обнаруженное после действия ТГГ, 
связано с  адаптивными механизмами, активируемыми 
в нейронах и направленными на утилизацию поврежден-
ных органелл и белков.

Работа поддержана грантом РФФИ № 19-04-01152.
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Этанол, а  также его метаболиты, такие как ацеталь-
дегид, могут оказывать различное воздействие на  ор-
ганизм, начиная от  хорошо известных поведенческих 
реакций до  токсических, обладают нейродегенератив-
ными или канцерогенными свойствами. Показано, что 
ацетальдегид участвует в  модуляции ионных каналов, 
ингибирует активацию Ca-активируемых K-каналов боль-
шой проводимости (BK-каналов), регулирующие арте-
риальное давления, секрецию гормонов или высвобож-
дение медиатора. При этом ацетальдегид недолговечен 
и  быстро распадается на  менее токсичное соединение 
уксусную кислоту, роль которого в  эффектах этанола 
в ЦНС остается неизвестной. Таким образом, целью на-
шей работы было исследовать влияние уксусной кислоты 
на BK-каналы.

Эксперименты проводились на  культуре GH3  клеток 
гипофиза крысы, которые использовались для пэтч-
кламп регистрации активности BK-каналов. Регистрация 
параметров мембранного потенциала и  выходящих 
K-токов GH3  клеток производилась в  режиме «це-
лая клетка», в  котором ионные токи вызывались в  от-
вет на  серии деполяризующих импульсов с  шагом 
20  мВ  от  -80  мВ  до  +140  мВ. Соотношения тока (I-V) 
были построены на основе измерений амплитуд в конце 
тестовых импульсов.

Дозозависимая аппликация уксусной кислоты 
в  концентрациях 0.005%, 0.01  и  0.02% приводи-
ла к  гиперполяризации потенциала покоя мембраны 
с  -44.96±3.71  мВ  до  -64.52±1.46  мВ  в  течение 1  мин 
(n=4, р<0.05), а также вызывало значительное увеличе-
ние амплитуды выходящих K-токов для всех используе-
мых концентраций. Этот эффект был полностью предот-
вращен после применения специфического блокатора 
BK-каналов паксиллина в  концентрации 1  мкМ, кото-
рый вызывал сильное ингибирование выходящих токов. 
Кроме того, при регистрации одиночных каналов уксус-
ная кислота в  концентрации 0.02% значительно увели-
чивала вероятность открытия BK-каналов.

Таким образом, нами было показано, что один из про-
дуктов метаболизма этанола — уксусная кислота — имеет 
свои собственные эффекты на  активность BK-каналов 
и может оказывать вклад в угнетающее действие этанола 
на нейрональные функции через активацию BK-каналов.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 19-315-90084.
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Невротические, связанные со стрессом расстройства 
являются одними из  самых распространенных непсихо-
тических патологий в  России и  мире. К  заболеваниям 
этой группы относят фобии, паническое расстройство, 
посттравматическое стрессовое расстройство, обсес-
сивно-компульсивное расстройство и  ряд других, пере-
численных в  международной классификации болезней 
(МКБ–10).

Патогенез данных расстройств остается не  вы-
ясненным, отсутствуют объективные биологические 
маркеры. Есть доказательства наличия признаков ней-
ровоспаления (повышенная продукция провоспали-
тельных цитокинов, активация микроглиальных клеток) 
как у  пациентов с  постстрессорными патологиями, так 
и у животных, подвергавшихся острому и хроническому 
стрессу. Выяснение роли генетически детерминирован-
ных особенностей ЦНС в генезе подобных постстрессор-
ных нарушений иммунорегуляции  — актуальная задача 
для биологических исследований.

Цель данной работы: оценить выраженность нейро-
воспаления в модели постстрессорной патологии у двух 
линий крыс, различающихся по  уровню возбудимости 
нервной системы.

Эксперименты выполнены на взрослых самцах крыс 
с  высоким и  низким порогом возбудимости (n  = 66). 
Линии крыс, прошедшие длительную селекцию по высо-
кому и низкому порогу возбудимости нервной системы, 
являются уникальной моделью для изучения влияния 
психоэмоционального стресса на  формирование пост-
стрессорных патологических состояний. Подобные ис-
следования позволят оценить вклад индивидуальной 
изменчивости по  возбудимости нервной системы в  эти 
процессы.

Две контрольные группы крыс (одна с высоким «ВП», 
другая с низким «НП» порогом возбудимости) содержа-
лись в  стандартных условиях. Две экспериментальные 
группы (НП  и  ВП) подвергались длительному эмоцио-
нально-болевому стрессорному воздействию по Г ехту. 
Для оценки уровня нейровоспаления фронтальные сре-
зы головного мозга (префронтальная кора, гиппокамп 
и миндалина) окрашивали с использованием микрогли-
ального маркера Iba1.
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Выявлена связь генетически детерминированной 
возбудимости нервной системы с выраженностью пост-
стрессорного нейровоспаления. Обсуждаются возмож-
ные механизмы такой взаимосвязи.
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Гомоцистеин — серосодержащая аминокислота, в вы-
соких концентрациях обладающая нейротоксическими 
эффектами. Гипергомоцистеинемия (гГЦ)  — повышен-
ный уровень гомоцистеина в  организме возникающий 
в результате нарушения работы ферментов, дефицит ви-
таминов группы В, избыток метионина и нарушения вы-
делительной функции Показано, что гГЦ ведет к повреж-
дению эндотелиальных клеток сосудов и повышает риск 
тромбозов, запускает нейровоспаление, вызывает уве-
личение проницаемости гематоэнцефалического барье-
ра и как следствие, нейродегенерацию. Предполагается, 
что повышение уровня гомоцистеина может являться 
фактором риска возникновения мигрени. Центральным 
триггером болевой импульсации является кортикальная 
распространяющаяся депрессия (РКД), лежащая в  ос-
нове мигрени с  аурой, частота возникновения которой 

ассоциируется с  гГЦ. Целью настоящего исследова-
ния является анализ развития кортикальной депрессии 
с пренатальной гипергомоцистеинемией.

Эксперименты проводились на  таламокортикаль-
ных срезах мозга крыс в возрасте Р17-Р28 (Р0 — день 
рождения). РКД регистрировалась в  4  слое соматосен-
сорной коры при помощи внеклеточного электрода и вы-
зывалась аппликацией 25  мМ  KCl в  течении 5  минут. 
Групповые данные представлены в виде среднего ± стан-
дартная ошибка.

Анализ экспериментальных данных показал, что 
в  контрольных условиях аппликация высокой концен-
трации ионов калия сопровождалась сдвигом посто-
янного тока через 1.5±0.07  мин (n=10). Амплитуда 
и  длительность РКД в  контрольной группе состави-
ли 3.7±1.2  мВ  и  0.5±0.2  мин (n=10), соответственно. 
Предварительная инкубация таламокортикальных сре-
зов в гомоциcтеин-тиолактоне (100 мкМ, 60 мин), а так-
же, регистрация РКД в срезах, полученных от животных 
с  пренатальной гипергомоцистеинемией, выявили сни-
жение латентного периода до  1.1±0.02  и  0.7±0.2  мин 
(n=13, p<0.05), соответственно. Также, наблюдалось уве-
личение амплитуды РКД до  5.2±0.7  мВ  (n=21; p<0.05) 
в  экспериментальной группе животных. Вероятность 
возникновения РКД в условиях острой инкубации гомо-
цистеин-тиолактона, а  также в  срезах животных с  пре-
натальной гипергомоцистеинемией достоверно возрас-
тала с 70% до 91% (13 срезов из 14) и 79% (21 срезах 
из 26), соответственно.

Таким образом, полученные данные свидетельству-
ют о  повышенной чувствительности нейронов сомато-
сенсорной коры крыс к  развитию кортикальной рас-
пространяющейся депрессии в  условиях пренатальной 
гипергомоцистеинемии.

Работа выполнена в  рамках гранта РФФИ 
18-015-00423.
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Инфузории рода Ophryodendron (Ciliophora: 
Phyllopharyngea) являются эпибионтами различных 
морских беспозвоночных. В  летние сезоны 2018–
2019 гг в Белом море на колониях гидроидного полипа 
Obelia longissima нами был впервые найден один из пред-
ставителей этого рода — Ophryodendron abietinum.

Первое описание данного вида было сдела-
но в  1885  году (Claparéde and Lachmann, 1885). 
В  1909  году Мартин (Martin, 1909) обобщил имею-
щиеся данные об  особенностях морфологии, питания 
и  жизненного цикла инфузории. Было установлено, что 
в жизненном цикле O. abietinum существует две стадии: 
«грушевидная», обладающая ловчим аппаратом, и «чер-
веобразная», которая не  имеет такой структуры. При 
анализе фиксированного материала нами была найдена 
вероятная переходная стадия от «червеобразной» к «гру-
шевидной», о чем свидетельствует наличие у нее зачатка 
ловчего аппарата.

Помимо светооптических наблюдений на  фиксиро-
ванном материале, нами было проведено окрашивание 
ядерных структур по методу Фельгена, в результате кото-
рого в цитоплазме было обнаружено большое количество 
фельген-позитивных структур диаметром около 2,8 мкм. 
Число этих структур варьировало в разных клетках. По-
видимому, большая часть этих структур представлена 
непереваренными ядрами клеток полипа O. longissima. 
Форма макронуклеусов менялась в зависимости от ста-
дии: у  «грушевидной» макронуклеус имел Y-образную 
форму, в  то  время как у  «червеобразной» вытягивался 
вдоль продольной оси клеток и не нес отростков.

Филогенетическое положение рода Ophryodendron 
до настоящего момента не было установлено. Нами был 
проведен анализ последовательностей гена 18s рДНК 
O. abietinum и  других представителей п/кл  Suctoria, 
взятых из  базы данных GenBank. В  результате филоге-
нетических построений было показано, что O. abietinum 

формирует отдельную кладу в пределах подкласса, фило-
генетическое расстояние между ней и представителями 
двух других отрядов  — Evaginogenina и  Exogenina  — со-
измеримо с  таковым между представителями двух раз-
ных отрядов п/кл  Suctoria. Таким образом, система п/
кл  Suctoria, предложенная ранее Линном (Lynn, 2008), 
в рамках которой три отряда выделялись на основе раз-
ных моделей формирования бродяжек, по-видимому, 
требует пересмотра.

Проведенное исследование дополнило имеющиеся 
данные о  морфологических особенностях и  жизненном 
цикле O. abietinum на  основе световой и  сканирующей 
электронной микроскопии. Впервые было охарактеризо-
вано филогенетическое положение представителя этого 
рода.

Работа выполнена с  использованием оборудования 
РЦ СПбГУ «Культивирование микроорганизмов» и ЦКП 
«Таксон» ЗИН РАН.
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Динофлагелляты  — одноклеточные эукариоты, насе-
ляющие водные, в первую очередь, морские экосистемы, 
от арктических до тропических широт. Эти организмы об-
ладают рядом уникальных особенностей структурной ор-
ганизации их клеток и физиологии. В соответствии с со-
временными представлениями они также могут иметь 
сложный жизненный цикл. В ходе исследований жизнен-
ного цикла динофлагеллят Prorocentrum minimum в ус-
ловиях лабораторной культуры нами были описаны ста-
дии полового процесса для этого организма.

Наличие белкового аппарата, обеспечивающего раз-
личные этапы сингамии (слияния гамет) и мейоза, также 
рассматривается как один из признаков, которые свиде-
тельствуют в пользу наличия полового процесса у иссле-
дуемого организма. Одним из инструментов такого анали-
за является поиск аминокислотных последовательностей, 
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гомологичных белкам, изученным у модельных организ-
мов. В настоящей работе были использованы неанноти-
рованные транслированные транскриптомы P. minimum 
CCMP1329  и  CCMP2233  из  базы данных проекта 
«Marine Microbial Eukaryote Transcriptome Sequencing 
Project». В  качестве последовательностей запроса ис-
пользовали аминокислотные последовательности пред-
ставителей высших растений, дрожжей и  альвеолят 
из базы данных белковых последовательностей National 
Center for Biotechnology Information или геномной базы 
данных Saccharomyces Genome Database. Поиск гомо-
логичных последовательностей проводили с  помощью 
алгоритма BLASTP. Учитывали только те  результаты, 
для которых статистический параметр e-value не  пре-
вышал 1e-10. Далее отобранные последовательности 
P. minimum использовали в  качестве запроса для по-
иска соответствия в  неизбыточной базе данных бел-
ковых последовательностей NCBI с  использованием 
алгоритма BLASTP. Наличие консервативных доменов 
и мотивов в аминокислотных последовательностях про-
веряли с использованием инструмента CD-Search. В ре-
зультате были отобраны только те  последовательности 
P. minimum, которые прошли все этапы проверки.

Проведенный анализ транскриптомов P. minimum 
выявил аминокислотные последовательности, пред-
ставляющие собой гомологи белка HAP2, который экс-
прессируется в гаметах и участвует в слиянии клеточных 
мембран. Также были обнаружены гомологи ряда белков, 
обеспечивающих различные этапы мейоза. Согласно 
полученным данным этот вид динофлагеллят обладает 
структурными белками-элементами когезинового ком-
плекса, компонентами аппарата процессинга двухцепо-
чечных разрывов, белком-переносчиком однонитевых 
концов ДНК между рекомбинирующими молекулами 
и  участниками событий, приводящих к  кроссинговеру, 
ферментами репарации ошибочно спаренных нуклеоти-
дов, некоторыми регуляторными белками.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследований 
(проект 18-34-00907).

C.С. Бутенко1, 2, Д.М. Есюнина1, М.А. Простова1

Исследование коротких белков-
аргонавтов прокариот
1 � Институт Молекулярной Генетики РАН, Москва, 

Россия
2 � Московский физико-технический институт 

(национальный исследовательский университет), 
Долгопрудный, Московская область, Россия

S.S. Butenko1, 2, D.M. Esynina1, M.A. Prostova1,

Research of short prokaryotic 
argonaute proteins
1 � Institute of Molecular Genetics RAS, Moscow, Russia
2 � Moscow Institute of Physics and Technology (National 

Research University), Dolgoprudny, Moscow Region, 
Russia

butenkonew@gmail.com

Белки-аргонавты эукариот играют ключевую роль 
в  процессе РНК-интерференции. В  комплексе с  неко-
дирующими РНК они регулируют экспрессию генов, 
а  также способны подавлять активность мобильных ге-
нетических элементов. В  отличие от  белков-аргонавтов 

эукариот, о прокариотических белках-аргонавтах извест-
но очень мало.

Белки-аргонавты прокариот значительно более раз-
нообразны, чем белки-аргонавты эукариот по строению 
и функциям. Так называемые короткие белки-аргонавты 
не  содержат N- и  PAZ- доменов. PAZ–домен ответстве-
нен за  взаимодействие с  3’ концом направляющей ну-
клеиновой кислоты, а  N-домен облегчает расплетание 
РНК-дуплекса во время загрузки гида в эукариотические 
аргонавты. Также короткие аргонавты каталитически не-
активны, так как не содержат ключевых каталитических 
остатков в  PIWI-домене. Исследования геномов прока-
риот показали, что такие белки-аргонавты могут быть 
ассоциированы с белками с предсказанной нуклеазной 
активностью, которая может компенсировать отсутствие 
нуклеазной активности самого аргонавта.

В нашей работе впервые начаты исследования корот-
кого бактериального белка-аргонавта и  ассоциирован-
ной с ним нуклеазы из мезофильной азотфиксирующей 
бактерии. Созданы плазмиды для экспрессии белка-ар-
гонавта, ассоциированной с ним нуклеазы и их совмест-
ной экспрессии в E.coli. Подобраны условия экспрессии 
и  очистки этих белков. В  настоящее время проводится 
ряд экспериментов для установления природы ассоци-
ированных с  аргонавтом нуклеиновых кислот, а  также 
проверки активности комплекса белка-аргонавта и ассо-
циированной с ним нуклеазы in vitro. Эти исследования 
позволят в дальнейшем ответить на вопрос о функциях 
короткого белка-аргонавта и ассоциированной с ним ну-
клеазы в клетке хозяина.
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Neoparamoeba и Paramoeba — морские и эстуарные 
амебы, содержащие внутриклеточный кинетопластид-
ный симбионт, Perkinsela-подобный организм (PLO). 
Некоторые представители рода Neoparamoeba способ-
ны переходить к  паразитированию на  промысловых 
видах рыб и  морских беспозвоночных, в  то  время как 
амебы рода Paramoeba известны как исключительно 
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свободноживущие организмы. Наличие у  простейших 
такого эукариотического нефотосинтезирующего вну-
триклеточного кинетопластидного симбионта как PLO — 
явление уникальное, характерное только для амеб ро-
дов Neoparamoeba и  Paramoeba. Более того, долгое 
время считалось, что присутствие в  клетке PLO  — так-
сономический признак, позволяющий отличить не-
опарамеб и  парамеб от  близкого им  рода Korotnevella. 
Помимо Neoparamoeba и  Paramoeba существует 
два других вида амеб, содержащих PLO  — Janickina 
pigmentifera и Janickina chaetognathi, известные как па-
разиты морских беспозвоночных  — щетинкочелюстных 
(Сhaetognatha). Из  литературы известно, что морфоло-
гия Janickina крайне необычна для других Amoebozoa. 
Последнее исследование Janickina было сделано 40 лет 
назад, и тогда же роду был присвоен статус incertae sedis; 
молекулярно-филогенетических данных ни о самой аме-
бе, ни об её симбионте с тех пор не появилось. Janickina 
по-прежнему не  изучена на  современных светооптиче-
ском и  молекулярном уровнях. Наше исследование на-
правлено на  изучение, в  первую очередь, филогенети-
ческих взаимоотношений Neoparamoeba, Paramoeba, 
Janickina и их симбионтов PLO. Мы представляем новые 
данные к сравнению эволюционных сценариев симбион-
та и  хозяина, которые противоречат полученным ранее 
представлениям о  коэволюции в  данной группе. Нами 
впервые отмечен факт, по-видимому, вторичной утраты 
симбионта у представителей рода Paramoeba. Мы также 
получили первые молекулярно-филогенетические дан-
ные для Janickina pigmentifera и её симбионта, позволя-
ющие сделать вывод о  филогенетическом положении 
этого вида в системе Amoebozoa.
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Антибиотикорезистентность является одной из  са-
мых опасных угроз для человечества в  современной 
международной системе здравоохранения. По  некото-
рым оценкам, к  2050  году ежегодно 10  миллионов че-
ловек будут умирать из-за отсутствия эффективного ле-
чения бактериальных инфекций [1]. Поскольку бактерии 
вырабатывают устойчивость к  антибиотикам быстрее, 

чем новые лекарства выходят на рынок, существует по-
требность в появлении новых подходов к решению этой 
проблемы.

Настоящая работа посвящена изучению возможно-
сти использования ДНК-наномашин на  основе дезок-
сирибозимов (Дз) в  качестве антимикробных агентов 
направленного действия. Дз  представляет собой одно-
цепочечную молекулу ДНК, способную к  специфиче-
скому узнаванию и  разрезанию РНК молекул. В  каче-
стве модельного организма был выбран штамм E. coli 
СС118 со встроенной кассетой устойчивости к стрепто-
мицину (SmR), находящейся на плазмиде pKNG 101. Для 
проведения in vitro экспериментов синтезирован 47–ну-
клеотидный РНК субстрат, соответствующий участку кас-
сеты антибиотикорезистентности. Дз  был сконструиро-
ван для узнавания определенного G–U сайта в пределах 
этого участка. Для увеличения каталитической активно-
сти на основе Дз разработана ДНК — наномашина (НМ). 
В  ее  составе помимо Дз  присутствуют дополнительные 
участки связывания с  РНК, обуславливающие увеличе-
ние расплетающей способности вторичной структуры 
субстрата.

Дз  и  соответствующая ему НМ  были протестирова-
ны в  15% полиакриламидном гель-электрофорезе. Для 
этого исследуемые ДНК  — структуры инкубировались 
на  протяжении суток с  РНК субстратом с  контролем 
временных точек. Максимально достигнутая каталити-
ческая активность составила 56% для НМ по истечении 
24 часов.

Для проверки эффективности ДНК — структур на бак-
териальной культуре клеток разработан дизайн моди-
фицированной НМ, в  которой некоторые связи между 
нуклеотидами, за исключением участка каталитического 
ядра, были заменены с фосфодиэфирных на фосфороти-
оатные. Такая модификация должна помочь противосто-
ять воздействию рестриктаз [2] внутри клетки.

Дз  представляют собой перспективный инструмент 
для борьбы с  устойчивостью к  антибиотикам среди ре-
зистентных штаммов. На  данный момент уже показана 
эффективность Дз  в  отношении некоторых микроорга-
низмов и  вирусов  [3]. Поскольку Дз  по  своей природе 
являются нуклеиновыми кислотами, они не  обладают 
выраженной токсичностью и могут стать альтернативой 
применению антибиотиков.

Литература:
3.	 de Kraker M. E. A., Stewardson A. J., Harbarth S. Will 10 million 

people die a year due to antimicrobial resistance by 2050? //
PLoS medicine. — 2016. — Т. 13. — № . 11.

4.	 Schubert S. et  al. RNA cleaving ‘10–23’DNAzymes with en-
hanced stability and activity //Nucleic acids research.  — 
2003. — Т. 31. — № . 20. — С. 5982–5992.

5.	 Baum D. A., Silverman S.K. Deoxyribozymes: useful DNA cata-
lysts in  vitro and in  vivo //Cellular and molecular life scienc-
es. — 2008. — Т. 65. — № . 14. — С. 2156–2174.



КЛЕТОЧНАЯ И МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ ОДНОКЛЕТОЧНЫХ ОРГАНИЗМОВ 185

Гены & Клетки  XV, № 3, Приложение, 2020

А.Б. Гринев, Н.Ю. Фокина

Полногеномный сравнительный 
анализ изолятов plasmodium 
falciparum, выделенных 
в географически удаленных регионах

ФГАОУ ВПО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова 
Минздрава РФ, Москва, Россия

A.B. Grinev, N.Yu. Fokina

Genome-wide comparative analysis 
of plasmodium falciparum isolates 
from geographically dispersed regions

Sechenov First Moscow State Medical University, 
Moscow, Russia

retrospector@ispras.ru

Одним из наиболее важных протозоонозов является 
тропическая малярия. Высокая скорость возникновения 
эволюционных преобразований у паразита и тяжелые ос-
ложнения делают это заболевание социально значимым. 
Несмотря на большое количество исследований, посвя-
щенных генетической диверсификации внутри вида P. 
falciрarum, не до конца выяснена разница между геогра-
фически разобщенными изолятами.

В  рамках настоящей работы были проанализирова-
ны геномы 4  изолятов P. falciparum (в  культуре), имею-
щие различное географическое происхождение: 7G8 
(Бразилия), GB4 (Гана), Dd2 (Лаос) и HB3 (Гондурас)  [1, 
2]; использованы сиквенсы, размещенные в базе данных 
PlasmoDB  [3]. Анализ проводился похромосомно, для 
хромосом 1–14, геномов апикопласта и  митохондрии, 
путем попарного локального выравнивания геномов раз-
личных изолятов с помощью инструмента NUCmer, вхо-
дящего в состав пакета MUMmer (версия 4.0.0beta2) [4]. 
Геномы сравнивались путем выявления хромосомных 
перестроек: инсерций, делеций, инверсий.

Получены следующие результаты:
•	 Наибольшим сходством обладают геномы изо-

лятов 7G8  и  GB4 (9  перестроек), наименьшим  — 
GB4 и HB3 (16 перестроек). В среднем значение 
сходства оценивается в 13.75 перестроек. Между 
геномами изолятов 7G8  и  HB3  имеется боль-
шое количество различий — 15 перестроек — не-
смотря на то, что оба из них происходят из стран 
Латинской Америки.

•	 Инверсии составляют наибольшую долю от  хро-
мосомных перестроек — в среднем 66% различий 
между геномами двух изолятов; остальные 34% 
приходятся на инсерции и делеции.

•	 Как правило, инверсии локализованы вблизи кон-
цов хромосомы: 62% –5` конца, 24% — 3` конца. 
На расстоянии более 100 т. п. н. от концов хромо-
сомы расположены лишь 14% инверсий.

•	 Инсерции и  делеции, наоборот, расположены 
преимущественно в  центральной части хромо-
сомы  — они удалены от  ее  концов не  менее чем 
на 150 т. п. н.

География происхождения изолятов и сходство их ге-
номов демонстрируют отрицательную корреляцию.
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Усеченные гемоглобины (trHbs) составляют широко 
распространенное семейство белков, которые выявлены 
в клетках архей, бактерий и эукариот. trHbs представля-
ют собой подсемейство гемоглобинов, формирующих 
2-на-2 спиральный сэндвич (вместо классического 3-на-
3  спирального сэндвича), в  котором две альфа-спира-
ли расположены над двумя другими альфа-спиралями. 
Экспериментальные данные свидетельствуют о том, что 
trHbs, помимо участия в переносе кислорода, могут вы-
полнять и другие функции, которые в основном остаются 
неизвестны. Чтобы выяснить функции trHb, необходи-
мо охарактеризовать условия, в которых увеличивается 
экспрессия этих глобиновых белков и  исследовать ме-
ханизмы их  регуляции. Нами была проанализирована 
транскрипция генов trHb (THB1–12) у  Chlamydomonas 
reinhardtii в  условиях голодания по  фосфору (P). Три 
гена THB, THB1, THB2  и  THB12  индуцировались при 
удалении Р из среды. По нашим данным в условиях не-
достатка Р клетки генерируют окись азота (NO) и ее фор-
мирование не  зависит от  системы нитратредуктаза  — 
NO-формирующая нитритредуктаза. Чтобы выяснить 
функции THB1  и  THB2, с  помощью метода экспрес-
сии искусственных микроРНК были получены штаммы 
со  сниженными уровнями THB1  и Т НВ2. Редукция син-
теза обоих THB привела к  уменьшению размеров кле-
ток и снижению уровней хлорофилла в трансформантах. 
Кроме того, полученные нами данные свидетельствуют 
о том, что THB1 или THB2 вовлечены в модуляцию уров-
ней NO в условиях фосфорного голодания. Полученные 
данные предполагают, что ТНВ1  и Т НВ2  представляют 
собой компоненты общего стрессового ответа однокле-
точной водоросли.

Работа поддержана грантом РНФ № 16-14-1000-П.
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Одноклеточная водоросль Euglena gracilis Klebs. 
является миксотрофным организмом, характеризую-
щимся высокой метаболической пластичностью. В  до-
полнение к  фототрофному питанию, эвглена способна 
усваивать широкий спектр органических субстратов: са-
хара, спирты, органические кислоты, аминокислоты и др. 
Присутствие источников органического углерода приво-
дит к существенным перестройкам метаболизма эвгле-
ны. Целью данной работы является исследование роста 
культур и  метаболизма клеток E. gracilis в  присутствии 
органических субстратов разной химической природы.

Водоросли культивировались на среде Cramer-Myers 
(25 °С, 50 μM/м2с) автотрофно (контроль) или в присут-
ствии субстратов (этанол, глюкоза, галактоза, бутанол, 
глицин, гликолевая кислота, глицерин). Культура доводи-
лась до начала фазы экспоненциального роста (4 суток), 
после чего оценивались количество и биохимический со-
став клеток.

Культура эвглены достигала наибольшей плотно-
сти в  присутствии этанола и  глюкозы (соответственно, 
в 2 и 3 раза выше контроля). При этом в клетках актив-
но накапливался парамилон (запасной полисахарид) 
и снижалось содержание фотосинтетических пигментов. 
Этот эффект был особенно выражен в клетках, растущих 
в присутствии этанола — содержание парамилона в них 
было на порядок выше (до 1 нг на клетку), а содержание 
хлорофилла «а» — в 4 раза ниже, чем в контроле. В при-
сутствии бутанола и глицерина рост культуры замедлялся 
(соответственно, в 2 и 1.5 раза, по сравнению с контро-
лем). Однако эти субстраты также стимулировали запа-
сание парамилона и снижение содержания хлорофилла 
«а» в  клетках. Остальные субстраты не  оказали досто-
верного влияния на  скорость деления клеток эвглены. 
При этом клетки, выращенные в присутствии гликолевой 
кислоты и глицина, содержали в 2.5 раза больше пара-
милона, чем клетки контрольного варианта. Галактоза 
не оказала значимого эффекта на содержание парами-
лона в  клетках эвглены, однако стимулировала синтез 
хлорофилла «а» и каротиноидов.

По-видимому, E. gracilis использует разные «стра-
тегии» усвоения экзогенных органических суб-
стратов, в  зависимости от  их  химической природы. 
Предпочтительными субстратами являются этанол 
и  глюкоза, при этом в  первом случае дополнительный 
углерод преимущественно используется в реакциях глю-
конеогенеза и запасается в клетке в форме парамилона, 
а во втором случае — расходуется на увеличение скорости 
деления клеток (т. е., на дыхание и синтез белка). При этом 
у эвглены существенно подавляются фотосинтетические 

процессы. Усвоение гликолевой кислоты и  глицина, на-
против, не  сопровождается значимыми изменениями 
фотосинтетической активности. Эффективное усвоение 
бутанола и  глицерина, по-видимому, требует наиболее 
значительных перестроек метаболизма клеток эвгле-
ны, что приводит к увеличению продолжительности лаг-
фазы развития культуры.

Проект выполняется при поддержке РФФИ (грант 
№ 20-04-00944).
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Многие организмы, включая фотосинтезирующие 
эукариотические микроорганизмы, используют в  адап-
тации к  действию различных по  природе стрессоров 
органические молекулы, к  которым относится и  про-
лин. Установлено, что пролин накапливается в  клетках 
Chlamydomonas reinhardtii в условиях солевого стресса, 
выполняя функции осмолитика  [1]. Однако вопрос о во-
влечении пролина в  адаптацию C. reinhardtii к  другим 
стрессовым воздействиям ранее никем не  изучался, 
и  не  были охарактеризованы возможные механизмы 
контроля его биосинтеза. У  C. reinhardtii возможны 
два пути формирования пролина: (1) из глутамата и  (2) 
из  аргинина через орнитин. Следует подчеркнуть, что 
два первых этапа «глутаматного пути» у  C. reinhardtii 
катализируются отдельными ферментами (глутамат-5-
киназой и глутамат-5-полуальдегид дегидрогеназой), как 
это происходит у  бактерий, и  соответственно отличают-
ся от  растений, у  которых обе реакции катализируются 
одним бифункциональным ферментом  — пирролин-5-
карбоксилатсинтетазой. В  работе использовали метод 
количественной ПЦР, биохимические методы анализа 
белка и  хлорофилла, а  также газовую хроматографию, 
совмещенную с масс-спектрометрией. Полученные нами 
данные впервые указывают на то, что пролин использу-
ется клетками C. reinhardtii в  качестве универсальной 
защитно-адаптивной молекулы при действии стрессоров 
различной природы, включая гипертермию и  гипоксию, 
и во всех проанализированных случаях происходит зна-
чительная индукция гена GGK1 (глутамат-5-киназа 1), 
который, по нашему мнению, может служить «геном-мар-
кером» указанных стрессовых условий для C. reinhardtii. 
Т.о., контроль транскрипции вовлечен в  регуляцию ак-
кумуляции пролина в  стрессовых условиях. На  основе 
анализа полученных трансформантов со  сниженными 
уровнями усеченного гемоглобина 2  и  использования 
генератора окиси азота (DEA-NONOate) была подтверж-
дена высказанная нами гипотеза о вовлечении NO в кон-
троль аккумуляции пролина, и установлено, что регуляция 
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синтеза аминокислоты окисью азота, по  крайней мере, 
частично, осуществляется на уровне транскрипции.

Работа выполнена в  рамках гранта РНФ 
№ 16-14-1000-П.
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Микроспоридии  — широко распространенные, близ-
кие к  грибам облигатные внутриклеточные паразиты. 
Их  глубокая зависимость от  метаболической системы 
зараженной клетки хозяина, минимизация собственного 
функционального аппарата и  генома определяют инте-
рес к группе со стороны фундаментальной науки. Однако 
невозможность культивирования микроспоридий вне 
клетки хозяина сильно затрудняет их  изучение с  помо-
щью молекулярных методов. В докладе будут рассмотре-
ны современные подходы, используемые для анализа 
молекулярных аспектов взаимоотношений этих парази-
тов с  зараженной клеткой хозяина, и  представлены по-
следние результаты этих исследований. Практическое 
значение микроспоридий обусловлено их важной ролью 
в  качестве регуляторов численности в  природных попу-
ляциях насекомых-фитофагов. Кроме того, микроспо-
ридии являются опасными патогенами полезных видов 
животных и  человека. Наибольшую известность среди 
таких патогенов приобрели высоковирулентные парази-
ты медоносной пчелы Apis mellifera и тутового шелкопря-
да (шелковичного червя) Bombyx mori. В  докладе будут 
рассмотрены новые подходы, основанные на  использо-
вании методов РНК-интерференции и  рекомбинантных 
scFv-антител, для борьбы с микроспоридиозами одомаш-
ненных насекомых и  другими протозойными инфекция-
ми. Особое внимание в докладе будет уделено исследо-
ваниям нашей группы, посвященным конструированию 
одноцепочечных scFv-антител, блокирующих транспорт 
АТФ из  цитоплазмы хозяина в  клетку паразита и  пер-
спективных для создания форм насекомых, устойчивых 
к микроспоридиозам.

Работа поддержана грантами РНФ № 18-16-00054, 
РФФИ 15-04-04968, 18-34-00265мол_а.
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Гексокиназа — ключевой фермент углеводного обме-
на, осуществляющий фосфорилирование гексоз и запу-
скающий анаэробное расщепление глюкозы в ходе гли-
колиза. Гексокиназа внутриклеточных паразитических 
микроорганизмов, относящихся к  типу Microsporidia 
обладает уникальными свойствами, предполагающи-
ми ее  активное участие в  регуляции транскрипционной 
активности генов хозяина: (1) сохранение в  геноме па-
разитов при утрате других компонентов гликолиза, (2) 
экспрессия уже на ранних этапах внутриклеточного раз-
вития микроспоридий, (3) интенсивная секреция в  ци-
топлазму хозяина, (4) накопление в  ядрах зараженных 
клеток.

Гетерологичная экспрессия гексокиназы микроспо-
ридии Nosema bombycis (высоковирулентного паразита 
шелковичного червя Bombyx mori) с  использованием 
вектора pOPE101 и бактериального штамма Escherichia 
coli XL-1Blue MRF’ позволила получить очищенный 
фермент в  активной конформации, кинетические ха-
рактеристики которого были сопоставимы с  таковыми 
у  других организмов. Очищенный фермент микроспо-
ридий был использован для конструирования иммунной 
библиотеки рекомбинантных одноцепочечных антител 
(scFv-фрагментов) и  отбора вариантов, специфичных 
к  нативной форме гексокиназы. Конструирование им-
мунной библиотеки осуществлялось с  использованием 
РНК, выделенной из  селезенки предварительно имму-
низированных мышей с  последующим синтезом кДНК 
и ПЦР-амплификацией всех возможных вариантов генов 
вариабельных доменов тяжелых (VH) и легких (VL) цепей 
IgG. Полученный репертуар генов VH/VL-фрагментов 
был клонирован в  фагемидный вектор pSEX81. 
Разнообразие конечной библиотеки после трансформа-
ции штамма E. coli XL-1Blue MRF’ полученными конструк-
циями составило около 5  млн индивидуальных клонов. 
Для отбора специфичных антител была использована 
технология фагового дисплея, основанная на  том, что 
бактериофаги M13, несущие различные варианты скон-
струированных фагемид, экспонируют кодируемые ими 
scFv-антитела на своей поверхности. После проведения 
двух раундов селекции бактериофагов, несущих антите-
ла против иммобилизованной гексокиназы, отобранные 
гены были переклонированы в  экспрессирующий век-
тор pOPE101 для последующей наработки scFv-молекул 
в  E. coli. Анализ scFv-фрагментов, продуцируемых 
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двумя сотнями бактерий-трансформантов, позволил уже 
на  данном этапе отобрать три варианта антител с  раз-
ной антиген-связывающей активностью. Идентичность 
их  аминокислотных последовательностей составила 
33–50%. Внутри двух групп scFv-антител была обнару-
жена внутренняя гетерогенность (2  и  5  вариантов, со-
ответственно, с  идентичностью 93–94%). Полученные 
антитела позволяют перейти к работе по оценке их спо-
собности ингибировать активность гексокиназы, нару-
шать ее  транспорт в  ядро клетки-хозяина и  подавлять 
внутриклеточное развитие микроспоридии N. bombycis.

Работа поддержана грантом РНФ № 18-16-00054.
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Актиновый цитоскелет — это важнейший структурный 
компонент клетки, который встречается у всех эукариот. 
Актин является очень консервативным белком, пред-
ставлен несколькими изоформами и выполняет в клетке 
множество функций. Актин и  его гены хорошо изучены 
у  млекопитающих, в  отличие от  представителей других 
таксонов, в  частности, инфузорий, у  которых актин на-
много более изменчив. Из-за отличий в аминокислотной 
последовательности и  по  ряду биохимических свойств, 
актин инфузорий часто называют «нетрадиционным». 
Эти отличия во многом объясняют сложность выявления, 
а в связи с этим и недостаточную изученность строения 
актинового цитоскелета инфузорий.

Работа посвящена разработке методов выявления 
актина у клонов инфузорий, относящихся к разным так-
сонам: Sterkiella histriomuscorum и  Stylonichia mytilus 
(Spirotrichea), Spirostomum ambiguum (Heterotrichea), 
Paramecium tetraurelia (Oligohymenophorea). Клоны 
всех видов, за  исключением клона S. histriomuscorum, 
чья видовая принадлежность была определена путем 
секвенирования гена 18S рРНК, были получены из кол-
лекции культур RC  CCM Ресурсного Центра СПбГУ 
«Культивирование микроорганизмов». Обработка флу-
оресцентно меченным фаллоидином выделенных ядер 
продемонстрировала, что фибриллярный актин присут-
ствует в  ядрышках у  всех исследованных видов, при-
чем интенсивность флуоресценции зависит от  разме-
ров ядрышек. В репликационной полоске у обоих видов 
Spirotrichea флуоресценция отмечалась лишь в  участ-
ках, непосредственно контактирующих с ядрышком. По-
видимому, у всех исследованных видов фибриллярный ак-
тин принимает участие в организации пространственной 
структуры ядрышек и его функционировании, но не уча-
ствует в процессе репликации хроматина у Spirotrichea. 
Актин присутствовал также в области перемычки, соеди-
няющей лопасти макронуклеуса у обоих видов S. mytilus 

и S. histriomuscorum, однако в отсутствие специфичных 
антител к маркерам ядерной оболочки в настоящее вре-
мя не представляется возможным установить, является 
ли этот актин ядерным.

Другим способом визуализации актина, позволяю-
щим выявить как фибриллярный, так и глобулярный ак-
тин, является применение антител. Для проверки спец-
ифичности поликлональных антител к  синтетическому 
пептиду, соответствующему С-концу изоформы актина 
4-2 P. tetrаurelia, для которой характерна внутриядерная 
локализация, был проведен электрофорез в полиакрила-
мидном геле по Лэммли тотального белка инфузорий S. 
ambiguum и  P. tetrаurelia и  Вестерн-блот. Установлено, 
что специфичные к актину 4-2 P. tetrаurelia антитела вы-
являют полосу, соответствующую белку с молекулярной 
массой приблизительно равной 42  кДа, что позволит 
их  в  дальнейшем использовать при исследованиях со-
держащих актин структур у данных видов методами им-
муноцитохимии и иммуноголда.
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Введение. Фазы роста дрожжевой колонии тради-
ционно описываются гладкой (почти постоянной) кри-
вой эволюционирования. Нестационарности (возможно 
периодические) этих фаз, как правило, не учитываются. 
Целью данной работы является исследование возмож-
ных периодических режимов в жизнедеятельности коло-
нии путем параллельного (корреляционного) измерения 
углекисло-газовой и  гликогеновой активности в  минут-
ных и часовых временных диапазонах.

Материал и  методы. 1) Для проведения экспери-
мента на  пробирки с  раствором (20–25  мл) дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae (1–2мл) и питательной смеси 
в виде глюкозы (16–18 мл) и азотно-фосфорным пита-
нием (3–5 мл), надевались герметичные резиновые ша-
рики. Пробирки помещались в термостат, и ежеминутно 
производились измерения объемов углекислоты в  ша-
риках. 2) В  пробирках с  тем же  дрожжевым раствором 
ионометром измерялось внеклеточное рН по методу из-
вестного теста «силы подкисления», что являлось инди-
катором уровня гликогена в  клетках. На  основе серий 
измерений анализировались статистические данные. 
Корреляция нестационарностей углекислоты и гликогена 
наблюдалась в 70–85% случаев. 3) Для моделирования 
устойчивости роста дрожжей использовалась методика 
анализа саморегуляции периодических процессов — мо-
дель D-SELF [1]. Согласно модели, «всплески» и «спады» 
активностей углекислоты и  гликогена в  эксперименте 
должны были показывать закономерную динамику в сто-
рону увеличения и  уменьшения временных периодов 
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нестационарностей в зависимости от силы осмотическо-
го и температурного стрессов дрожжевых клеток [2].

Результаты экспериментов выявили граничные 
(предельные) концентрации исходной культуры дрожжей 
и  состава питательной смеси. В  диапазоне указанных 
концентраций наблюдалась относительно устойчивая 
динамика роста колонии. Нестационарные пульсации ак-
тивности общей биохимической реакции раствора носи-
ли квазипериодический характер. В  отдельных часовых 
периодах наблюдалась устойчивая саморегуляция дрож-
жевой колонии в минутных диапазонах.

Выводы. Результаты моделирования могут быть ис-
пользованы для анализа устойчивости колоний других 
микроорганизмов — бактерий и вирусов.
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Азот (N) и фосфор (P) являются ключевыми биоген-
ными элементами и  необходимы для роста и  развития 
динофлагеллят. Недостаток этих элементов запускает 
механизмы, повышающую их ассимиляцию и вызывает 
приостановку клеточного цикла. Более того, для многих 
динофлагеллят недостаток N и, особенно, P в среде, яв-
ляется стимулом к переходу от вегетативной стадии жиз-
ненного цикла к половой и образованию покоящихся цист. 
Считается, что динофлагелляты имеют гаплофазный 
жизненный цикл (исключение  — Noctiluca). Однако, все 
больше появляется данных о том, что диплоидные зиго-
ты могут делиться митозом и, следовательно, жизненный 
цикл динофлагеллят можно считать гаплодиплофазным.

Половой процесс Prorocentrum minimum был пока-
зан нами в стареющей культуре (1–2 месяца культиви-
рования без добавления свежей среды и  питательных 
веществ). Целью данной работы было показать какие 
именно стимулы индуцируют появление и слияние гамет 
у этого вида динофлагеллят. Логично предположить, что 
ими могут быть недостаток N и/или P в среде.

Клетки P. minimum CCAP1136/16  выращивались 
в стеклянных колбах в среде f/2. На экспоненциальной 
фазе роста (120000 кл*мл-1) клетки были синхронизи-
рованы по фазам клеточного цикла и разбавлены свежей 
средой без добавления источников N, P, или N и P в соот-
ношении 1:3. Далее, клетки выращивали в течение трех 

недель. Пробы фиксировали через 7, 10, 14 и 21 день 
после начала эксперимента. Относительное содержание 
ДНК в  ядрах измеряли с  помощью конфокального вы-
числительного цитометра CQ1 Yokogawa.

Через 7  и  10  дней количество клеток с  относитель-
ным содержанием ДНК 2С не  превышало 10%. Через 
14 дней доля клеток с относительным содержанием ДНК 
2С резко увеличивалось в культуре с дефицитом P (более 
60%) и N и P (30%), в то время как в контроле отноше-
ние клеток с содержанием ДНК 1С и 2С не изменялось. 
Более того, в колбах с дефицитом P и N и P появлялась 
заметная доля клеток с  содержанием ДНК 4С (около 
5%). Через 21  день после начала эксперимента доля 
2C клеток в культурах с дефицитом P и N и P составляла 
около 60%, в контроле около 5%. Через 24 часа после 
добавления полной свежей среды в соотношении 1:1 ко-
личество 4С клеток увеличивалось до 15% в культурах, 
голодавших по P и по N и P. Через 3–4 дня доля клеток 
с  относительным количеством ДНК 2С уменьшалась 
и снова составляла 5–10% во всех экспериментальных 
колбах.

Удивительно, но  мы  не  наблюдали массового слия-
ния клеток (гамет) в культурах с недостатком P, хотя от-
носительное содержание ДНК удваивалось, а затем по-
являлась 4C популяция клеток. Поиск стадии слияния 
будет продолжен, но  тем не  менее, нельзя исключать 
и возможную эндоредупликацию хромосом в клетках P. 
minimum в условиях дефицита P. Данная гипотеза требу-
ет экспериментальной проверки.

Работа выполнена при финансовой поддержке Рос-
сийского фонда фундаментальных исследований (проект 
18-34-00907), Российского научного фонда (проект 19-
14-00109) на базе Института цитологии РАН.
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Rozellomycota (synonym. Rozellosporidia, 
Cryptomycota)  — малоизученная группа облигатных 
паразитических организмов, родственная грибам 
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и  микроспоридиям. Скрытое разнообразие розеллид 
велико, получены сотни последовательностей их  генов 
рРНК из  окружающей среды, но  лишь несколько видов 
описаны на организменном уровне. Среди них особое ме-
сто занимают паразиты амеб, жизненный цикл которых 
проходит в основном внутри ядра хозяина. Единственная 
стадия, которую можно обнаружить вне клетки хозяина — 
споры, попадающие во внешнюю среду при разрушении 
клетки амебы.

Развитие Paramicrosporidium vannellae KAUN-1  на-
чинается с проникновения споры внутрь клеток хозяина. 
Споры попадают в клетку в процессе фагоцитоза. На это 
указывает наблюдение спор, находящихся вместе с дру-
гими пищевыми объектами внутри пищевых вакуолей. 
В  некоторых вакуолях также были обнаружены пустые 
оболочки спор, внутрь которых заходят цитоплазматиче-
ские выросты клетки хозяина. По-видимому, таким обра-
зом клетка амебы взаимодействует с клетками паразита, 
но  что именно происходит со  спорами внутри пищевых 
вакуолей — пока не известно. Все последующие стадии 
жизненного цикла развиваются, вероятно, под оболочкой 
ядра амебы (никаких внутрицитоплазматических стадий 
паразита нами обнаружено не было). Механизм проник-
новения паразита в  ядро хозяина неизвестен и  требует 
дополнительных исследований. Зараженные ядра амеб 
увеличены в размерах по сравнению с ядрами в незара-
женных клетках и приобретают нетипичную форму: у них 
появляются лопастевидные отростки. Зачастую в  ядре 
хозяина наблюдали одновременное (но  необязательно 
синхронное) развитие нескольких паразитов.

Самые ранние стадии, тонкое строение которых уда-
лось изучить,  — ранние споронты. Они локализованы 
в кариоплазме, но не внутри эндосомы (в отличие от дру-
гих внутриядерных розеллид), и  представляют собой 
клетки округлой формы с  одиночными ядрами. После 
серии ядерных делений из  споронта образуется споро-
гональный многоядерный плазмодий. В  ходе развития 
он увеличивается в размерах, занимая постепенно весь 
объем ядра хозяина. Следующая стадия — спорофорный 
пузырек содержит множество одноядерных споробла-
стов, из которых формируются споры. В спорах обнару-
жены структуры, напоминающие элементы аппарата экс-
трузии микроспоридий и мечниковеллид.

Клетки P. vannellae на  каждой стадии жизненного 
цикла имеют как минимум одну митохондрию с  тубу-
лярными кристами и  электронно-светлым матриксом. 
Предположение о  наличии функциональных митохон-
дрий у  представителей рода Paramicrosporidium было 
сделано только на основании описания митохондриаль-
ного генома P. saccamoebae. Наши данные на  морфо-
логическом уровне доказывают наличие митохондрий 
у этих паразитов.
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Микроспоридии  — облигатные внутриклеточные па-
разиты животных, наиболее широко распространённые 
в  членистоногих, в  частности у  насекомых. За  предыду-
щие десятилетия микроспоридий определяли на основе 
закономерностей развития, видов хозяев и морфологии 
спор на  светооптическом уровне. Сейчас систематика 
микроспоридий основана на таких признаках, как размер 
и форма спор, число витков полярной трубки и её струк-
тура, а  также особенности жизненного цикла. Но  все 
эти методы не  дают таких точных сведений о  таксоно-
мической принадлежности и  филогении паразитов, как 
молекулярно-генетический анализ, который стал исполь-
зоваться повсеместно сравнительно недавно. Многие 
виды микроспоридий находятся в  коллекциях, которые 
идентифицировали только светооптическими методами, 
поэтому для современной систематики и таксономии не-
обходим анализ ранее описанных видов с помощью мо-
лекулярно-генетических исследований.

Материалом для исследования служили 54  образца 
из  коллекции, собранные во  второй половине XX  века, 
которые хранились при +4 °С в  разных объемах жид-
кости. Все пробы анализировали с  помощью световой 
микроскопии при увеличении 400Х1. В  26  образцах 
из 54 были обнаружены микроспоридии. Из всех вариан-
тов экстрагировали ДНК методом CTAB (Sambrook et al., 
1989). Затем ставили ПЦР с универсальными праймера-
ми: 18f/1047r (Weiss, Vossbrinck, 1999), и анализиро-
вали полученные результаты. Положительные образцы 
очищали из агарозного геля и секвенировали.

В результате мы подтвердили, что молекулярно-гене-
тический анализ является более чувствительным мето-
дом, чем светооптический, так как с помощью световой 
микроскопии из  54  проб было выявлено 26  положи-
тельных, а с помощью ПЦР положительными оказались 
30  проб. Около половины образцов (30) сохранились 
в  достаточной степени для молекулярно-генетических 
исследований при хранении свыше 50  лет. Нами полу-
чено 8  целевых сиквенсов. Например, у  микроспори-
дии из  дубового походного шелкопряда Thaumetopoea 
processionea из  Закарпатья обнаружен уникальный мо-
лекулярный гаплотип, имеющий сходство на  80% с  ми-
кроспоридией рода Mockfordia из представителей отря-
да Psocoptera. Все выявленные изоляты принадлежат 
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IV кладе Древа жизни микроспоридий, но разным фило-
генетическим ветвям.

Ожидается, что при дальнейшем анализе коллекции 
будут выявлены новые формы и  расширены представ-
ления о  генетическом разнообразии, распространении 
и  филогенетических связях микроспоридий насекомых 
фауны СССР.

Работа выполнена в рамках госзадания ФГБНУ ВИЗР 
0665-2019-0018.
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Бактерия Deinococcus gobiensis выдерживает 
до 15000 Гр γ-излучения, что делает ее одной из самых 
радиоустойчивых бактерий, известных на  данный мо-
мент. Механизмы, отвечающие за  выживание в  стрес-
совых условиях, продолжают активно исследоваться. 
Однако уже сейчас понятно, что чрезвычайная стрес-
соустойчивость бактерий Deinococcus  — это результат 
комбинации множества факторов. Своевременное вклю-
чение адаптационных механизмов в ответ на стрессовое 
воздействие требует сложной регуляции транскрипции. 
Согласно данным, полученным при исследовании бак-
терий D. radiodurans и  D. peraridilitoris, в  этот процесс 
могут быть вовлечены Gre-подобные транскрипционные 
факторы, связывающиеся во  вторичном канале РНК-
полимеразы (РНКП) и не образующие прямых контактов 
с ДНК. В этой работе мы анализировали in vitro два белка 
D. gobiensis из группы Gre-подобных белков: GreA и Gfh1.

Мы выделили РНК-полимеразу из клеток D. gobiensis, 
а  также белки GreA и  Gfh1  D. gobiensis, экспрессиро-
ванные в клетках E. coli. Затем мы исследовали эффек-
ты Gre-подобных белков на  различные стадии транс-
крипционного цикла в  in  vitro системах транскрипции. 
Мы  показали, что оба Gre-подобных фактора проявля-
ют транскрипционные свойства, аналогичные своим 
гомологам в  других бактериях рода Deinococcus. GreA 
активирует эндонуклеазное расщепление и  усиливает 
остановку РНКП в  участках ДНК, содержащих повреж-
денные нуклеотиды. Gfh1  ингибирует синтез РНК уже 
на  стадии инициации транскрипции, а  также усилива-
ет терминацию транскрипции. Результаты этой работы 
свидетельствуют об  универсальности механизма регу-
ляции работы РНКП Gre-подобными белками у бактерий 
рода Deinococcus и  дают дополнительные основания 

предполагать роль этих транскрипционных факторов 
в стрессоустойчивости.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
17-14-01393.
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Подавляющее большинство видов голых лобозных 
амёб считаются агамными организмами, поэтому к ним 
не применим репродуктивный критерий для различения 
видов. В  течение очень долгого времени единственной 
концепцией вида, используемой специалистами по этой 
группе, была морфологическая. Проблема видовой иден-
тификации многих видов этих протистов заключается 
в очень малом количестве чётких морфологических при-
знаков, позволяющих их  различать. С  возникновением 
молекулярно-филогенетических методов появилась 
возможность использовать последовательности ну-
клеотидных маркеров в  случаях, когда границы между 
морфологическими видами размыты. Однако нередко 
исследователи сталкиваются с  несоответствием мор-
фологических видов с  выявленными «молекулярными». 
На  уровне молекулярных маркеров различие между от-
дельными морфологическими видами оказываются ме-
нее существенным, чем между некоторыми штаммами 
других морфологических видов.

Одно из возможных решений этой проблемы — иссле-
дование изменчивости молекулярных маркеров у голых 
лобозных амёб, имеющих чёткие межвидовые морфо-
логические различия. Таковыми являются амёбы, имею-
щие сложноорганизованные видоспецифичные чешуйки 
в составе клеточных покровов. Выявив размах различий 
по  молекулярному маркеру между такими чётко очер-
ченными морфологическими видами, мы в дальнейшем 
сможем экстраполировать эти данные на другие, более 
проблематичные группы этих протистов.

В  качестве молекулярного маркера нами был вы-
бран ген COX1, являющийся наиболее чувствитель-
ным и  легко амплифицируемым ДНК-штрихкодом 
у  голых лобозных амёб. Нами были исследованы 
представители двух родов семейства Paramoebidae: 
Korotnevella, обладающий видоспецифичными чешуй-
ками, и близкий к нему род Pseudoparamoeba, виды ко-
торого слабо различаются на  морфологическом уров-
не. Филогенетический анализ на  основе этого маркера 
у  12  морфологических видов Korotnevella показал чёт-
кое соответствие между морфологией чешуек и молеку-
лярными данными. Уровень различия по этому маркеру 
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между морфологическими видами Korotnevella соста-
вил 8–23%. Род Pseudoparamoeba, помимо типового 
вида P.  pagei, включает еще два описанных нами вида, 
P. microlepis и P. garorimi. Все три вида морфологически 
неразличимы. В  то  же  время уровень различия между 
этими видами по  маркеру COX1  оказался весьма зна-
чительным и составил 19–25%. Экстраполируя данные, 
полученные нами для рода Korotnevella, можно заклю-
чить, что род Pseudoparamoeba представлен видами-
двойниками, которые в  то  же  время являются хорошо 
очерченными на молекулярном уровне.

Работа выполнена в  рамках государственного зада-
ния по теме № АААА-А19-119031200042-9 и проекта 
РФФИ № 18-34-00595.
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Молекулярная филогения рода Acanthamoeba 
традиционно строилась на  ядерном гене 18S рРНК. 
Полученные таким образом системы в  масштабе рода 
хорошо соответствуют системам, построенным по  мор-
фологическим и аллозимным данным. В частности, под-
тверждается близость нескольких видов, включая типо-
вой, в  результате чего сформировалось представление 
о них как о «комплексе Acanthamoeba castellanii». С точ-
ки зрения филогении 18S, этот комплекс представляет 
собой наиболее обширный и гетерогенный кластер, вну-
три которого обнаруживается несколько кластеров мень-
шего масштаба.

Поскольку секвенирование гена 18S сопряжено 
с  некоторыми сложностями, предпринимались попытки 
упростить процесс молекулярной идентификации новых 
изолятов. В частности, было предложено использование 
в качестве маркера значительно более короткого мито-
хондриального гена 16S рРНК. В масштабах рода фило-
гения 16S хорошо соответствует филогении 18S, однако 
внутри комплекса castellanii обнаруживает несколько 
противоречий. Противоречия эти носят «перекрестный» 
характер: для трех штаммов A, B и C, из которых в первой 
филогении A и B попадают в один кластер, а С в другой, 
во  второй филогении A  и  C  попадают в  один кластер, 
а  B  в  другой. Таких случаев отмечено несколько, и  кла-
стеры, в  которые попадают штаммы, статистически до-
стоверны. «Перекрестный» характер этих противоречий 
не  позволяет интерпретировать их  как результат боль-
шей разрешающей способности одной из  филогений. 
Более того, аналогичные противоречия демонстрирует 

и  филогения, построенная по  митохондриальному гену 
Cox1.

Мы  предлагаем гипотезу, согласно которой наблю-
даемые противоречия в  филогениях гена 18S и  мито-
хондриальных генов у акантамеб обусловлены наличием 
в одной и той же клетке нескольких вариантов гена 18S, 
попадающих в  разные 18S-кластеры. При проведении 
ПЦР успешно амплифицируется только доминантный 
аллель, что приводит к  наблюдаемым противоречиям. 
Аргументы в пользу этой гипотезы — часто наблюдаемая 
картина контаминации сиквенсов при секвенировании 
ДНК моноклональной культуры, разные варианты 18S 
из  правой и  левой контактных линз пациента и  даже 
из одной линзы, а также подтвержденный полиморфизм 
гена 18S как у акантамеб, так и у других Amoebozoa.

Обнаруженные противоречия заставляют отказаться 
от гена 18S рРНК как основного в систематике комплек-
са видов castellanii и строить систему на основе митохон-
дриальных генов, в идеале — полных митохондриальных 
геномов.

Работа выполнена в  рамках госзадания № 0191-
2019-0044  и  поддержана грантами РФФИ № № 
18-04-00824 и 17-54-150003.
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Динофлагелляты  — это одноклеточные эукариотиче-
ские организмы, обладающие рядом уникальных черт 
строения и  физиологии. Среди них  — способность к  ре-
организации клеточных покровов в ответ на стрессовые 
воздействия среды. Данный процесс, называемый эк-
дизисом, представляет собой самую масшатбную пере-
стройку клеточной мембраны, известную у  эукариот, и, 
несомненно, имеет важное адаптационное значение. 
Тем не менее, экдизис динофлагеллят до сих пор слабо 
изучен. В частности, неизвестно, какие физиологические 
изменения претерпевает клетка в  процессе перестрой-
ки покровов, сохраняется ли  её  нормальная активность 
в  отношении поглощения питательных соединений, фо-
тосинтеза, дыхания и  пр. Мы  изучали клетки динофла-
геллят, находящиеся на различных этапах искусственно 
индуцированной реорганизации покровов, используя 
сочетание методов клеточной биологии, в  том числе 
трансмиссионную электронную микроскопию, иммуно-
цитохимию, секвенирование транскриптомов, мечение 
стабильными изотопами и масс-спектрометрию вторич-
ных ионов. Показано, что в лабораторных условиях экди-
зис у динофлагеллят Prorocentrum minimum может быть 
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индуцирован рядом физических и химических факторов, 
среди которых центрифугирование  — наиболее простой 
способ запустить этот процесс у  большей части (более 
90%) клеток в культуре с целью его экспериментального 
изучения. В результате инициирования перестройки по-
кровов формируются временные цисты динофлагеллят, 
не  обладающие жгутиками и  окружённые экстракле-
точными целлюлозными пластинами, выход из  которых 
представляет собой эксцистирование клетки. Клетки, на-
ходящиеся в состоянии временных цист, характеризуют-
ся сниженным уровнем транскрипции генов, отвечающих 
за фотосинтез и дыхание, однако продолжают поглощать 
неорганические формы углерода (бикарбонат-ионы) 
и азота (нитрат-ионы), хотя паттерн распределения вновь 
ассимилированного углерода и азота отличается от тако-
вого у вегетативных клеток. В частности, через три часа 
после начала экдизиса наблюдается активное включе-
ние углерода в  областях соединения двух целлюлозных 
текальных пластин клеток, что отражает процесс подго-
товки к  эксцистированию и  проливает свет на  возмож-
ные механизмы выхода из  старых текальных пластин. 
Продемонстрировано, что в  момент выхода из  цисты 
клетка уже несёт вновь сформированные жгутики, 
а её цитоплазма наполнена везикулами, несущими мем-
бранные транспортеры нитрата и мочевины. Полученные 
данные важны для расширения представлений о физио-
логии эукариотических клеток, понимания динамики 
природных и  лабораторных популяций динофлагеллят, 
а также решения таких важных задач, как предсказание 
и предотвращение их цветений в прибрежных водах мо-
рей и океанов.

Работа поддержана грантом РНФ № 18-74-10093.
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Одними из  самых крупных лобозных амеб, которые 
часто присутствуют в высевах, являются представители 
семейства Thecamoebidae. Их легко опознать в накопи-
тельных культурах благодаря гладким очертаниям, отсут-
ствию дискретных псевдоподий и наличию складок и дор-
сальных гребней на  поверхности клетки. Большинство 
текамебид можно определить до вида на светомикроско-
пическом уровне на основании сравнительного анализа 
локомоторной формы и  морфологии ядра; что особен-
но характерно для представителей центрального рода 
Thecamoeba.

В ходе наших исследований по изучению биоразноо-
бразия амёб из наземных местообитаний нами были изо-
лировано более 60 штаммов текамебид, большую часть 
которых составляют такие виды как T. quadrilineata и T. 
similis; небольшое количество штаммов были определены 

как редкие виды, такие как T. striata, T. terricola и Sappinia 
diploidea; также были получены штаммы, которые сильно 
отличаются по  организации внутриядерного материала 
от известных видов текамебид.

Среди текамебид многие виды имеют в  ядре един-
ственную центральную сферическую эндосому: одно-
ядерные T. quadrilineata и  представители штамма Ta4, 
а также двуядерные S. diploidea. Некоторые текамебиды 
имеют сходную центральную эндосому, однако состоя-
щую из мелких гранул (Та119) или плотно прилегающих 
тонких шнуров (Ta87). Отличительной особенностью 
ядер у  амеб штаммов Ta51  и Т а133  является наличие 
одной или двух центральных эндосом несущих глубо-
кие впадины и  каналы. У  амёб вида T. terricola внутри-
ядерный материал представлен большим количеством 
мелких округлых телец, занимающих как периферию, 
так и  центральную область ядра. Отдельные виды рода 
Thecamoeba характеризуются периферическими эндо-
сомами, однако трехмерная организация этих структур 
может сильно отличаться. Внутриядерный материал 
у амеб вида T. similis представлен отдельными перифери-
ческими линзовидными телами, в то время как похожие 
отдельные эндосомы на срезе ядра штамма Ta72 могут 
являться частью единой сложной разветвленной сети. 
В ядрах амеб штамма Та130 можно одновременно обна-
ружить различные структуры: плоскую периферическую 
пластину со  множеством лакун, толстые однородные 
линзовидные тела и  плотные конгломераты отдельных 
эндосом. От известных среди текамебид вариантов силь-
но отличается структурная организация ядер штаммов 
Та91 и Ta117: для первого характерно наличие множе-
ственных сферических тел с  радиальными каналами, 
а для второго — периферические плоские пластины, со-
стоящие из многочисленных мелких гранул. Выявленные 
нами разнообразие и стабильность структурной органи-
зации интерфазных ядер текамебид, позволяют исполь-
зовать этот признак в качестве одного из основных для 
описания и идентификации видов.
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Инфузории известны своей способностью фор-
мировать симбиотические ассоциации с  бактериями. 
Отношения между партнерами в  таких системах охва-
тывают все варианты от  мутуализма до  паразитизма. 
Установить, каковы эти отношения в  системе, бывает 
сложно. Одним из подходов к решению этой задачи яв-
ляется применение антибактериальных препаратов с це-
лью оценки последствий для клетки-хозяина.

Проведена оценка жизнеспособности инфузории 
Paramecium multimicronucleatum и  ее  способности 
поддерживать своих подвижных внутриядерных сим-
бионтов Ca. Trichorickettsia mobilis после обработки 
антибиотиками с различным механизмом действия (ам-
пициллин, стрептомицин, хлорамфеникол, тетрациклин) 
и  противобактериальным экстрактом гемолимфы личи-
нок Calliphora vicina FLIP. Присутствие эндосимбионтов 
в  клетке хозяина определяли путем прижизненных на-
блюдений с  помощью световой микроскопии с  исполь-
зованием контраста Номарского и/или флуоресцентной 
гибридизации in  situ с  видоспецифичным олигонуклео-
тидным зондом (FISH).

Обработка антибиотиками, традиционно использу-
ющимися для лечения риккетсиозов, тетрациклином 
и хлорамфениколом, в зависимости от использованной 
концентрации и  тестируемого клона, либо приводила 
к гибели как заражённых, так и контрольных инфузорий, 
либо не влияла на их способность поддерживать внутри-
ядерных эндосимбионтов. В выживших клетках в макро-
нуклеусе всегда присутствовали подвижные бактерии. 
Применение стрептомицина не  приводило к  потере эн-
досимбионтов ни в одном из четырех протестированных 
клонов, и практически все клетки инфузорий оставались 
жизнеспособными. Ампициллин никогда не  приводил 
к  гибели инфузорий, однако вызывал образование сеп-
тированных и  неподвижных овальных форм бактерий. 
При неоднократных регулярных обработках ампицилли-
ном с  помощью FISH и Т ЭМ был зарегистрирован вы-
ход части эндосимбионтов за пределы ядра. Вышедшие 
из  ядра бактерии часто были заключены в  вакуоль, по-
видимому, соответствующую аутофагосоме, однако при-
знаков деградации бактерий часто не наблюдалось.

В  присутствии FLIP зараженные эндонуклеобионта-
ми инфузории демонстрировали лучшую выживаемость, 
чем незараженные контрольные инфузории, что может 
свидетельствовать о  том, что присутствие эндосимби-
онта в ядре инфузории повышает ее жизнеспособность. 
Ни  один из  использованных антибактериальных препа-
ратов не позволил получить апосимбиотические клеточ-
ные линии.
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Изучение фагоцитарной активности лейкоцитов про-
должается уже более века, когда И.И. Мечников впер-
вые описал механизм и  стадии этого процесса. Однако 
до  настоящего времени сохраняется ряд нерешенных 
вопросов при детальном изучении, в  том числе на  мо-
лекулярном уровне, фагоцитоза разных по  патогенно-
сти микроорганизмов. Так, например, до  конца не  уста-
новлен спектр микробных метаболитов, оказывающих 
влияние на  функциональную активность лейкоцитов. 
В ряде исследований показано, что при взаимодействии 
про- и эукариотических клеток в ходе иммунного ответа 
повышается содержание полиаминов  — производных 
аминокислот. В то же время установлено, что условно па-
тогенные бактерии синтезируют преимущественно диа-
мины: путресцин и кадаварин.

Цель исследования  — изучение влияния путресцина 
и  кадаверина на  фагоцитарную и  радикалпродуцирую-
щую активность лейкоцитов периферической крови здо-
ровых доноров.

Материалы и методы. Изучали фагоцитарную актив-
ность лейкоцитов периферической крови (20-и доноров) 
при помощи теста с формалинизироваными эритроцита-
ми барана (ФЭБ) и их способность к продукции радика-
лов методом люминолзависимой хемолюминосценции. 
Лейкоциты прединкубировали с кадаверином (0,01 мМ) 
и путресцином (0,01 мМ) 60 минут при 37оС. Для оценки 
жизнеспособности клеток использовали тест с трипано-
вым синим. Результаты обрабатывали с помощью парно-
го варианта t-критерия Стьюдента.

Результаты. Установлено, что путресцин и кадаверин 
не  оказывали существенного влияния на  жизнеспособ-
ность лейкоцитов периферической крови, однако сни-
жали их фагоцитарную активность. Особенно выражено 
полиамины действовали на фагоцитоз ФЭБ нейтрофиль-
ными гранулоцитами. Прединкубация лейкоцитов с када-
верином приводила к перераспределению соотношения 
неактивных и активных фагоцитов в сторону последних. 
Кроме влияния на  фагоцитарную активность путресцин 
и кадаверин уменьшали продукцию лейкоцитами кисло-
родных радикалов. В  целом, можно предположить, что 
микроорганизмы с  помощью полиаминов создают для 
себя благоприятную среду обитания, снижая микроби-
цидность фагоцитирующих клеток.

Заключение. Способность кадаверина и  путресцина 
подавлять функциональную активность лейкоцитов при 
сохранении их жизнеспособности можно рассматривать 
как механизм, который обеспечивает реализацию перси-
стентного потенциала в особенности условно патогенны-
ми микроорганизмами.
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Нарушение гомеостаза желудочно-кишечного тракта, 
изменение в  составе микробиоты кишечника в  пользу 
патогенных штаммов бактерий приводит к воспалитель-
ным заболеваниям кишечника, таким как болезнь Крона 
(БК) и язвенный колит. Известно, что состав микробио-
ты млекопитающих регулируется секреторным имму-
ноглобулином класса А  (SIgA), выделяемым в  просвет 
кишечника и  покрывающим около 75% микробиома 
хозяина. Однако как именно SIgA регулирует состав ми-
кробиоты остается плохо изученным вопросом. Условно-
патогенная бактерия Escherichia coli, встречающаяся 
в  относительно небольших количествах, по  сравнению 
с  другими симбиотическими видами, может стать при-
чиной хронического заболевания БК, поскольку про-
центное отношение кишечной палочки к общему составу 
микробиоты увеличивается у  большинства пациентов, 
страдающих БК.

В нашей работе с помощью конфокальной микроско-
пии была определена оптимальная концентрация анти-
тел SIgA для связывания с  E. coli. Для идентификации 
определенных белковых паттернов бактерии, с которыми 
связываются моноклональные антитела и для идентифи-
кации белков, с которыми связались антитела, были про-
ведены вестерн-блот и ВЭЖХ-масс-спектрометрический 
анализ. С  помощью протеомного и  транскриптомного 
анализов бактерий, обработанных антителами, были 
идентифицированы гены и  представленность белков, 
увеличение которых коррелировало между собой: бел-
ки и  соответствующие им  гены, участвующих в  ответе 
на  оксидативный стресс (WrbA), окислительный стресс 
(AcnA) осмотический стресс (OsmY, OsmE), поринов 
семейства Omp, пили (FimA и FimC), регуляторов транс-
крипции (RpoS), системs репарации (HchaA, AidB), транс-
порте веществ (DppA, HlyD) а также белков, вовлеченных 
в метаболизм (SucC, Mdh).

Исходя из  полученных протеомных и  транскриптом-
ных результатов, можно сделать вывод, что связывание 
антител с  бактериями вызывает сильный физиологиче-
ский ответ со стороны бактерии.
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В  ходе инфекции, вызванной литическими бактери-
офагами, обычно выделяют три стадии развития фага: 
раннюю, среднюю и  позднюю. «Переключение» экс-
прессии фаговых генов одной стадии на  экспрессию 
генов другой стадии происходит, как правило, на  уров-
не транскрипции. Транскрипция  — первый и  основной 
этап экспрессии генов. Транскрипция у  всех клеточных 
организмов осуществляется с  помощью фермента 
ДНК-зависимой РНК-полимеразы (РНКП), являющей-
ся главной мишенью для регуляции. В  отличие от  всех 
ранее исследованных фагов транскрипция генома ги-
гантского бактериофага phiKZ в ходе инфекции клетки-
хозяина осуществляется двумя собственными некано-
ническими мультисубъединичными ДНК-зависимыми 
РНК-полимеразами (РНКП) без участия бактериальной 
РНКП. Одна из  фаговых РНКП, названная вирионной 
(вРНКП), попадает внутрь клетки вместе с фаговой ДНК 
из  фаговой частицы (вириона) и  осуществляет транс-
крипцию ранних генов фага. Вторая РНКП, названная 
невирионной (нвРНКП), синтезируется в  клетке в  про-
цессе инфекции и осуществляет транскрипцию поздних 
генов. Как осуществляется транскрипция средних генов 
и механизмы переключения транскрипции между разны-
ми стадиями остаются неизвестны. Было показано, что 
ко второй половине инфекции количество вРНКП в клет-
ке увеличивается на  два порядка, однако транскрипция 
ранних генов прекращается. Для того чтобы понять ме-
ханизм остановки ранней транскрипции мы  проследи-
ли, где находится вРНКП во второй половине инфекции. 
В  ходе инфекции клетки фагом phiKZ в  центре клетки 
образуется сферическая структура (псевдо-ядро), внутрь 
которой упаковывается вся имеющаяся в  клетке ДНК 
и часть белков участвующих в репликации и транскрип-
ции ДНК. С  помощью методов флуоресцентной микро-
скопии и  иммуноцитохимического окрашивания с  ис-
пользованием частиц золота было показано, что вРНКП 
локализуется снаружи псевдо-ядра, тогда как нвРНКП 
обнаруживается и  внутри псевдо-ядра. Вероятно, такое 
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разобщение вРНКП и  ДНК-матрицы обеспечивает пре-
кращение ранней транскрипции.
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Микробные летучие органические соединения (ЛОС) 
имеют различные биологические функции: могут стиму-
лировать/подавлять рост других организмов, быть меди-
аторами в межклеточных взаимодействиях и др. Важная 
роль ЛОС в жизнедеятельности биологических объектов 
стала причиной повышенного интереса ученых к  этим 
соединениям в  последние десятилетия. Механизмы 
действия летучих веществ на  клетки микроорганизмов, 
в  частности генетические детерминанты бактерий, во-
влеченных в регуляцию ответа к действию ЛОС, изучены 
мало.

В данной работе изучалась роль трех глобальных ре-
гуляторных генов, контролирующих экспрессию большо-
го количества генов, в том числе отвечающих за устойчи-
вость бактериальной клетки к различным типам стресса, 
при действии ЛОС различной химической структуры. Ген 
rpoS кодирует сигма S  субъединицу РНК-полимеразы; 
ген crp кодирует белок, участвующий в контроле катабо-
литной репрессии; ген lon кодирует протеиназу, играю-
щую важную роль в деградации дефектных и ряда корот-
коживущих регуляторных белков. В качестве модельного 
объекта была использована Escherichia coli, поскольку 
лучше всего генетические детерминанты стрессового 
ответа изучены у неё.

В  ходе работы были получены данные о  действии 
ДМДС и 2-фенилэтанола на динамику роста штамма E. 
coli AB1157 (исходный штамм, используемый в качестве 
контроля) и штамма с мутацией по гену lon (AB1899). Было 
показано, что при действии ДМДС (50  и  100  мкмоль) 
достоверно ухудшался рост клеток (примерно на  15%) 
штамма мутантного по гену lon, по сравнению с контро-
лем. При действии 2-фенилэтанола (50  и  100  мкмоль) 
и меньших количеств ДМДС инактивация гена lon не ока-
зывала заметного эффекта на динамику роста штаммов. 
Также было показано, что при действии ДМДС и  2-фе-
нилэтанола на: 1) штамм SBS1936 (исходный), штамм 
мутантный по  гену rpoS (SBS2680) и  штамм несущий 

плазмиду со  сверхэкспрессией гена rpoS (SBS1915); 
2) штамм MG1655 (исходный), и с мутацией по гену crp 
(AM306), различия в  выживаемости между штаммами 
не превышали в среднем 7%. Таким образом, установле-
но, что только ген lon играет роль в регуляции устойчиво-
сти клеток к высоким количествам ДМДС.

Второй целью работы было изучение совместного 
действия ЛОС, синтезируемых бактериями, с  наноча-
стицами серебра (НЧС). Ранее было показано, что ЛОС 
могут усиливать антибактериальное действие некоторых 
антибиотиков. Как известно НЧС также обладают анти-
бактериальным эффектом.

Было установлено, что при действии ДМДС (10, 
20 и 30 мкмоль) и 2-фенилэтанола (20, 40 и 60 мкмоль) 
с НЧС (10, 15 и 20 мкг/мл) выживаемость клеток штам-
ма AB1157 была ниже в 10–104 раз, по сравнению с дей-
ствием ЛОС или наночастиц по отдельности. Причем при 
повышении концентраций обоих веществ увеличивался 
синергический эффект их действия. Полученные данные 
могут послужить основой для дальнейшего практическо-
го применения ЛОС с НЧС.

Работа частично финансировалась грантом 
РФФИ № 18-34-00396-мол_а.
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Потенциально токсичный вид динофлагеллят 
Prorocentrum minimum является вселенцем в опреснен-
ное Балтийское море, где в  последние годы формирует 
вредоносные цветения. Однако молекулярные механиз-
мы, позволяющие поддерживать клеточный гомеостаз 
этого планктонного вида-вселенца в  хорогалинных во-
дах, не  достаточно изучены. Отсутствуют данные о  био-
маркерах стресса, которые важны для прогностической 
оценки условий, необходимых для процветания динофла-
геллят в условиях низкой солености.

В  настоящем исследовании было оценено влия-
ние соленостного стресса на  синтез шаперона HSP32. 
Мы  идентифицировали последовательности гена 
HSP32 в неаннотированных транскриптомах P. minimum 
и  при помощи филогенетического анализа показали, 
что найденные последовательности формируют моно-
филетическую кладу с  HSP32  других одноклеточных 
водорослей. По  условиям эксперимента, клетки P. 
minimum культивировали при солености 17‰ в  режи-
ме освещения 12 ч день : 12 ч ночь и в режиме освеще-
ния 12 ч ночь  : 12 ч день (далее будут упоминаться как 
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дневные или ночные культуры), а  затем подвергали со-
леностному стрессу при 8‰ (хорогалиникум).

Методом проточной цитометрии было показано, что 
днем подавляющее большинство клеток, культивируе-
мых при 17‰ (контроль), определяется в  G0/G1-фазе 
(95,9%), в то время как в S-фазе только 1,7%, а на долю 
G2/M-фазы приходится 2,5% клеток. Ночью количе-
ство клеток в S-фазе увеличивается до 12,6% и до 4,3% 
в G2/M-фазе, за счет сокращения до 83,1% в фазе G0/
G1. Таким образом, доля клеток в  S-фазе ночью была 
значительно выше, чем днем.

Проточно-цитометрическое измерение уровня белка 
HSP32  в  отдельных клетках позволяет в  дальнейшем 
охарактеризовать гетерогенность в  конкретных клеточ-
ных популяциях, обеспечивая важный инструмент для 
решения отношения экспрессия-функция.

Измерение уровня синтеза HSP32  показало, что 
в  контрольных условиях количество клеток P. minimum, 
экспрессирующих этот белок на  свету, было в  2,1  раза 
выше, чем в темноте при одинаковой средней интенсив-
ности флюоресценции клеток (1,7  ед.). После того, как 
клетки динофлагеллят подвергли соленосному стрессу, 
количество клеток, экспрессирующих HSP32, на  свету 
достоверно не изменилось, в то время как в темноте уве-
личилось в 2,6 раза, при этом интенсивность флюорес-
ценции также возросла с 1,7 до 2,0 ед.

Полученные данные свидетельствуют о  том, что 
значительное изменение синтеза HSP32  клетках P. 
minimum может служить своеобразным биомаркером со-
леностного стресса на свету и в темноте. Исследование 
уровня изменения синтеза шаперона HSP32, облегчает 
понимание процессов, определяющих реакции водных 
микроорганизмов на  экологический стресс, а  также 
способствует прогнозированию условий, при которых 
возникают вспышки цветений потенциально токсичных 
динофлагеллят.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ 
(проект № 19-14-00109) на  базе Института цитологии 
РАН.
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Электровозбудимыми принято называть клетки, спо-
собные генерировать потенциал действия (ПД), который 
представляет собой волну изменения мембранного по-
тенциала, возникающую в  ответ на  достижение порого-
вой величины стимула и  развивающуюся по  принципу 
«все или ничего». ПД — распространенное явление сре-
ди эукариот и, вероятно, является анцестральным при-
знаком Eukarya. Хотя ПД  исчезал и  возникал вторично 
несколько раз среди различных линий эукариот, имею-
щиеся данные позволяют предположить, что последний 
общий предок эукариот мог обладать быстрым ПД, на-
поминающим ПД  электровозбудимых клеток животных. 

Для осуществления самой возможности генерировать 
ПД  клетка должна удовлетворять двум условиям: 1) 
иметь относительно протяженную мембрану и  2) иметь 
элементы, управляемые изменениями мембранного по-
тенциала. Условию 1 удовлетворяют клетки именно с эу-
кариотным типом организации. Условию 2  удовлетво-
ряют потенциал-управляемые ионные каналы, которые 
возникали еще на  уровне прокариот по  крайней мере 
трижды. Это суперсемейства каналов P-loop, Hv  и  CLC. 
Мы считаем, что морские условия обитания общего пред-
ка эукариот привели к невозможности использования ка-
налов Hv и CLC для генерации ПД.

Анализ структурных данных показывает, что по стро-
ению селективного фильтра P-loop-каналы могут быть 
разделены на  две группы: 1) «GYG-каналы», чей селек-
тивный фильтр представляет собой своего рода «жест-
кую бочку», сложенную карбонильными кислородами 
пептидных связей и  2) «W-каналы», чей селективный 
фильтр  — «гибкое кольцо» боковых радикалов амино-
кислотных остатков. Нет сомнений, что строение се-
лективного фильтра по  типу «жесткой бочки» является 
анцестральным признаком для всего суперсемейства 
P-loop каналов. Мы показываем, что если возникновение 
«GYG-каналов» дало возможность реализовывать фазу 
реполяризации ПД, то переход селективного фильтра ка-
нала от состояния «жесткой бочки» к состоянию «гибкого 
кольца» дал возможность осуществлять фазу деполяри-
зации ПД. Таким образом, возникновение «W-каналов» 
было важным шагом в  становлении электровозбудимо-
сти. На сегодняшний день известно несколько семейств 
P-loop-каналов, которые можно отнести к «W-каналам»: 
прокариотные NavBac, и  эукариотные EukCat, CatSper, 
TPC и  FVCC. Именно каналы FVCC стали использовать-
ся эукариотами для генерации фазы деполяризации 
ПД и имелись уже у их последнего общего предка. С по-
мощью методов биоинформатики и молекулярной фило-
гении мы  демонстрируем сложности, связанные с  ре-
конструкцией однодоменного предка четырехдоменных 
каналов FVCC. Кроме того, мы  выдвигаем предположе-
ние о  том, что приспособленность той или иной группы 
к  пресноводным/почвенным условиям обитания и/или 
к  амебоидному типу движения способствует элимини-
рованию генов FVCC и потере электровозбудимости или 
возникновению ее альтернативных форм.
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На  данный момент род Lepidoderma de  Bary вклю-
чает 15  видов  [1], морфологически близких к  родам 
Didymium Shrad. и  Diderma Pers., объединяемых на  ос-
новании наличия на  поверхности перидия известковых 
отложений в виде кристаллических чешуек, которые ино-
гда сливаются, формируя сплошную корку. Тем не менее, 
таксономический статус ряда морфовидов, таких как L. 
chailletii и L. granuliferum, служит поводом для дискуссий 
с начала прошлого века [2], [3]. Ситуацию усложняют мо-
лекулярно-генетические данные, указывающие на пара-
филетическую природу рода. Задача данной работы со-
стоит в  реконструкции филогении представителей рода 
Lepidoderma с  целью выявить состав и  границы рода, 
а  также его положение относительно других родов се-
мейства Didymiaceae.

Нами были получены последовательности фрагмен-
тов генов 18S рРНК и COI из порядка 200 гербарных об-
разцов, относящихся к представителям родов Didymium, 
Diachea, Mucilago, Diderma и  Lepidoderma. В  качестве 
внешней группы были выбраны представители рода 
Lamproderma. Двугенное филогенетическое дерево по-
казало, что большая часть исследованных Lepidoderma 
spp. формирует сестринскую по  отношению к  Diderma 
spp. кладу, в то время как представители родов Diachea 
и  Mucilago занимают более базальное положение ря-
дом с  родом Didymium. Каждому изученному морфови-
ду в  рамках рода Lepidoderma соответствует собствен-
ная монофилетическая клада. Результаты анализа 

показали, что хотя образцы L. chailletii и  L. carestianum 
морфологически сходны, эти виды формируют далеко 
отстоящие друг от друга ветви на дереве. Более того, по-
следовательности, относящиеся к  L. chailletii, группиру-
ются в  4  клады, каждая из  которых обладает собствен-
ными паттернами географического распространения, 
соседствующих с  кладой, включающей 6  образцов L. 
aggregatum Kowalski (гетеротипный синоним L. chailletii). 
Наконец, двугенный филогенетический анализ показал, 
что типовой для рода Lepidoderma de Bary морфовид L. 
tigrinum формирует крупную ветвь с  высокими степе-
нями поддержки внутри клады, соответствующей роду 
Diderma. Полученные результаты вынуждают нас присту-
пить к ревизии рода с последующими номенклатурными 
перестройками.

Работы выполнена в  рамках проекта фонда РФФИ 
(18-04-01232  А), государственного задания БИН РАН 
по  теме «Биоразнообразие, экология и  структурно-
функциональные особенности грибов и  грибообраз-
ных протистов» (АААА-А19-119020890079-6) и  за-
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Одним из  важнейших событий в  жизненном цикле 
бактерий является деление. FtsZ — ключевой белок бак-
териального деления (гомолог эукариотического тубули-
на). Это консервативный белок, который присутствует 
в большинстве бактерий. В норме процесс деления начи-
нается с образования полимеров FtsZ и сборки кольце-
вой структуры в центре клетки (Z-кольца) с последующим 
формированием перегородки между двумя дочерними 
клетками. В  бактериальных клетках существуют систе-
мы, которые отвечают за правильное позиционирование 
Z-кольца, например, в  Escherichia coli такую роль игра-
ют min-система (препятствует сборке Z-кольца вблизи 
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полюсов клетки) и система нуклеоидной окклюзии (бло-
кирует сборку Z-кольца над нуклеоидами).

Важнейшим регуляторным механизмом, обеспечи-
вающим выживание бактериальных клеток в  услови-
ях стресса, является SOS-ответ. Во  время SOS-ответа 
в  клетках E. coli и  родственных ей  грамотрицательных 
бактерий клеточное деление блокируется путем актива-
ции синтеза белка SulA, который взаимодействует с FtsZ. 
Существуют две основные модели, объясняющие, каким 
образом SulA ингибирует активность белка FtsZ: секве-
страция (SulA связывается с мономерами FtsZ в эквимо-
лярном соотношении, предотвращая их полимеризацию) 
и  кэпирование (SulA связывается с  концом полимера 
FtsZ, что может приводить, например, к дестабилизации 
полимеров).

В  данной работе была оценена минимальная кон-
центрация белка SulA, достаточная для ингибирования 
деления клеток E. coli. Для этого использовали плазмиду 
pBAD/HisB в  которой ген, кодирующий белок слияния 
SulA с  зеленым флуоресцентным белком mNeonGreen, 
находится под контролем арабинозного промотора. 
Данная конструкция позволила оценить концентрацию 
SulA в клетках несколькими способами: при помощи флу-
оресцентной микроскопии, спектрофлуориметрии и полу-
количественного имунноблоттинга. Полученные резуль-
таты сравнили с  концентрацией FtsZ в  тех же  клетках. 
Данные показывают, что для эффективной блокировки 
деления в  клетках достаточно относительно небольшой 
концентрации SulA (примерно в  3–4  раза меньше, чем 
у FtsZ), что противоречит модели секвестрации.

Также были проанализировано влияние min-системы 
и  системы нуклеоидной окклюзии на  восстановление 
клеток после SOS-ответа. Для этого использовались 
клетки с  флуоресцентно меченным белком FtsZ, в  ко-
торых отсутствует одна из  систем позиционирования. 
Результаты показывают, что в процессе восстановления 
деления система нуклеоидной окклюзии играет более 
важную роль, чем min-система.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18-04-01074.
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У  растений микротрубочки играют существенную 
роль в  определении и  поддержании формы клетки, на-
правляя движение целлюлозосинтазных комплексов. 
Ранее нами было показано участие микротрубочек в ин-
фицировании растительных клеток и  ориентации в  них 
симбиосом в  недетерминированных клубеньках гороха 
посевного (Pisum sativum L.) и люцерны слабоусеченной 
(Medicago truncatula Gaertn.) [1].

В  данном исследовании была изучена структура ту-
булинового цитоскелета в  клубеньках сои культурной 
(Glycine max L.) сорта Fiskeby V  и  лядвенца японского 
(Lotus japonicus L.) линии Gifu с  использованием ме-
тодов иммунолокализации и  конфокальной лазерной 
сканирующей микроскопии. Растения сои культурной 
и лядвенца японского были инокулированы 4 различны-
ми штаммами Bradyrhizobium japonicum и 3 штаммами 
Mesorhizobium loti, соответственно, из  Ведомственной 
коллекции полезных микроорганизмов сельскохозяй-
ственного назначения ОСХН РАН.

Оба вида растений характеризовались сходной орга-
низацией тубулинового цитоскелета, при этом не  было 
выявлено различий в  структуре микротрубочек в  зави-
симости от  штамма ризобий. В  инфицированных клет-
ках наблюдалась сеть эндоплазматических микротрубо-
чек, ассоциированных с  симбиосомами, кортикальные 
же  микротрубочки располагались параллельно друг 
другу и  перпендикулярно продольной оси клетки. В  не-
инфицированных клетках кортикальные микротрубочки 
перекрещивались между собой, но часть из них распола-
галась параллельно друг другу. Количественный анализ 
пространственных трехмерных реконструкций изобра-
жений с  помощью программы «Microfilament Analyzer» 
подтвердил различия в организации тубулинового цито-
скелета инфицированных и  неинфицированных клеток, 
выявленные визуально.

Работа выполнена в рамках РФФИ 20-316-70004.
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Ионные каналы, имеющие в  своей структуре домен 
связывания циклических нуклеотидов (CNBD), объеди-
няются в семейство родственных белков и, как правило, 
участвуют в  функционировании различных сенсорных 
систем и систем модулирования мембранного потенци-
ала клеток эукариот. На сегодняшний день наиболее из-
ученными CNBD-содержащими каналами являются ка-
налы HCN, CNG и KCNH животных и Kv-каналы растений, 
то есть многоклеточных эукариот. Таким образом, необ-
ходимо расширить круг исследуемых объектов и  вклю-
чить в  анализ каналы эукариотных микроорганизмов, 
так как отсутствие данных о CNBD-содержащих каналах 
протистов затрудняет понимание эволюции этого семей-
ства белков.

Поиски гомологов CNBD-содержащих каналов жи-
вотных и  растений проводились в  базах данных ами-
нокислотных последовательностей NCBI и  транслиро-
ванных транскриптомах Marine Microbial Eukaryotic 
Transcriptome Sequencing Project представителей 
различных групп эукариот, а  также бактерий и  архей. 
Филогенетическая реконструкция, проведённая по мето-
дам максимального правдоподобия и байесовского ана-
лиза, выявила значительное разнообразие клад внутри 
исследуемой группы каналов. Помимо этого, мы провели 
биоинформационный анализ первичной структуры наи-
более функционально важных элементов каналов: селек-
тивного фильтра, сенсора напряжения и домена связы-
вания циклических нуклеотидов (CNBD).

Особый интерес вызывает факт наличия в  транс-
криптомах оомицетов и  динофлагеллят последователь-
ностей тандемных HCN-подобных каналов (2xHCNL), 
обладающих нехарактерным для представителей дан-
ного семейства удвоенным субъединичным соста-
вом. Для дальнейшего анализа были выбраны ами-
нокислотные последовательности 2xHCNL-каналов 
динофлагелляты Prorocentrum minimum и  оомицета 
Phytophthora  infestans. Компьютерное моделирование 
вторичных структур этих гомологов позволило нам по-
добрать подходящие эпитопы. Выбранные пептиды были 
химически синтезированы и  использованы для имму-
низации кроликов. Все полученные сыворотки прошли 
процедуру аффинной очистки. Таким образом, были по-
лучены растворы специфичных к исследуемым каналам 
антител. Для оценки специфичности связывания был 
применен метод иммуноблоттинга.

Работа поддержана грантом РНФ № 18-74-00137.
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Синтез летучих органических соединений (ЛОС) — ча-
сто встречающееся свойство многих микроорганизмов. 

Данные соединения играют важную роль в  жизнедея-
тельности организмов, включая их  межвидовое взаи-
модействие. ЛОС могут выступать как сигналы дистан-
ционной коммуникации нового типа между различными 
организмами и влиять на Quorum Sensing (QS) системы 
регуляции. Как известно, QS участвуют в регуляции боль-
шого количества клеточных процессов, таких как фор-
мировании биопленок, вирулентность, продукция анти-
микробных веществ и токсинов.

В  настоящей работе продолжается изучение биоло-
гической активности ЛОС с  разной химической струк-
турой, синтезируемых бактериями разных таксономи-
ческих групп: спирты (изоамиловый, 2-фенилэтанол), 
кетоны (2-бутанон, 2-пентанон, 2-октанон, бета-ионон — 
ненасыщенный кетон), терпены (лимонен и  α-пинен). 
Объектами исследований являются: фитопатогенные 
бактерии Agrobacterium tumefaciens, модельное рас-
тение Arabidopsis thaliana, плодовые мушки Drosophila 
melanogaster.

Также исследуется действие ЛОС на  QS  систе-
мы RhlI/RhlR, LasI/LasR и  LuxI/LuxR типа с  помо-
щью специфических lux-биосенсоров E. coli JLD271/
pAL101, E. coli JLD271/pAL105  и  E. coli DH5α/
pSB401 соответственно.

По полученным данным ЛОС способны подавлять об-
разование биоплёнок A. tumefaciens и убивать бактерии 
в зрелых биоплёнках, причем гибель бактерий, живущих 
в  составе сформировавшихся биоплёнок, происходила 
при более высоких количествах ЛОС, чем при их образо-
вании. Наибольшее ингибирующее действие на биоплён-
ки агробактерий оказывали 2-октанон, изоамиловый 
спирт и 2-фенилэтанол.

При действии на  A. thaliana ЛОС тормозили прорас-
тание семян и ингибировали рост зрелых растений, при 
этом утрачивалась их  зеленая окраска. В  присутствии 
2-бутанона биомасса зрелых растений увеличивалась 
по сравнению с контролем без ЛОС.

Показано, что D. melanogaster погибали быстрее все-
го в присутствии лимонена и α-пинена, которые не прояв-
ляли такого явного действия с другими биологическими 
объектами. При увеличении количеств других ЛОС насе-
комые также погибали.

Обнаружено, что при количествах, не  оказывающих 
значительного бактерицидного действия на  клетки lux-
биосенсоров, 2-фенилэтанол и  2-октанон осуществля-
ли Quorum Quenching (QQ) у QS систем всех трёх типов 
(до 90%). 2-Бутанон стимулировал экспрессию системы 
RhlI/RhlR на  50% по  сравнению с  контролем (без ЛОС 
и аутоиндуктора), в сочетании с аутоиндуктором наблю-
дался синергический эффект их  действия. 2-Бутанон 
не влиял на системы LasI/LasR и LuxI/LuxR типа.

Работа частично финансировалась грантом РФФИ 
№ 18-04-00375-а.
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Неоднородность метаболических реакций приводит 
к  неравномерному распределению температуры в  раз-
ных частях живой клетки. Для изучения нормального 
функционирования и патологических нарушений клеточ-
ных процессов необходима разработка новых методов 
визуализации, которые позволят легко интерпретировать 
данные, и  не  будут требовать введения синтетических 
красителей в  клетку. Оранжевый каротиноидный белок 
(ОСР) с  массой 35  кДа представляет собой небольшой 
водорастворимый фотозащитный белок цианобактерий, 
состоящий из двух структурных доменов с заключенной 
между ними молекулой кето-каротиноида. Константы 
скорости фотопреобразования и релаксации OCP сильно 
зависят от температуры, а его третичная структура пре-
терпевает значительные структурные перестройки при 
фотоактивации, что делает оранжевый каротиноидный 
белок функциональной частью генетически кодирован-
ного наноразмерного сенсора температуры. Мы  конъ-
югировали зеленый и  красный флуоресцентные белки 
(TagGFP и TagRFP) со структурой OCP, создав фотоактив-
ные химеры. В таких химерах электронное возбуждение 
флуоресцентного белка эффективно гасится каротинои-
дом в OCP, что позволяет измерять скорости конверсии 
путем мониторинга изменений интенсивности флуорес-
ценции. Такой подход позволил нам определить локаль-
ную температуру микросреды. Из-за  высокой энергии 
активации релаксации OCP (~ 32 ккал / моль), показа-
ния флуоресценции такого сенсора на основе OCP могут 
потенциально обеспечить точность измерения темпера-
туры до 0,1 °C. Нами было показано, что фотоактивные 
химерные конструкции на  основе OCP и  флуоресцент-
ных белков чувствительны к температуре in vitro. После 
оптимизации химер и  введения белковых частей для 
селективной доставки в  определенные компартменты 
клетки, химеры на основе OCP можно использовать для 

измерения внутриклеточной температуры, специфичной 
для органелл и компартментов.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № . 
17-74-30019.
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В  разнотипных водных экосистемах открыты и  де-
тально изучены на  морфологическом и  геномном уров-
нях новые для науки простейшие организмы, занимаю-
щие базальное, предковое филогенетическое положение 
в  пределах суперкластеров эукариот. Исследования 
оказались важны для прояснения ряда эволюционных 
вопросов.

Происхождение многоклеточных животных. 
Описаны новые виды простейших, предковых по  отно-
шению к  многоклеточным животным. Обнаруженные 
протисты имеют сложный жизненный цикл, образуют 
многоклеточные агрегации и  обладают необычным эу-
кариотрофным питанием, а также имеют гены, кодирую-
щие белки клеточных сигналов и адгезии, а также гены 
эмбрионального развития многоклеточных.

Происхождение фотосинтетических эукари-
от. Открыт новый таксономический тип эукариот 
Rhodelphidia, являющийся сестринской эволюционной 
линией по отношению к красным водорослям. При этом, 
характеристики Rhodelphidia противоположны призна-
кам красных водорослей. Они являются нефотосинтети-
ческими жгутиконосцами-хищниками (поедают других 
протистов) с  крупными геномами, а  также реликтовой 
первичной пластидой, которая участвует только в  био-
синтезе гема.

Эволюция альвеолятных простейших и происхож-
дение малярийных паразитов. Выявлены и  изучены 
два новых таксономических типа эукариот: Сolponemidia 
и  Acavomonidia внутри супергруппы Alveolata. Тип 
Acavomonidia  — ближайший к  предкам паразитических 
споровиков и динофлагеллят, тип Сolponemidia — аналог 
предковой формы всех альвеолятных простейших (спо-
ровиков, динофлагеллят и инфузорий). Установлено, что 
сестринской группой к  паразитическим споровикам яв-
ляется монофилетическая клада, названная нами «хром-
поделлиды», включающая хищных жгутиконосцев колпо-
деллид и водоросли хромериды.

Древо эукариот и  эволюция митохондриально-
го генома. Описан жгутиконосец Ancoracysta twista, 
не  принадлежащий ни  к  одному из  известных макро-
таксонов эукариот и  представляющий собой новую 
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глубокую филогенетическую линию эволюционного дре-
ва. Митохондриальный геном Ancoracysta по числу генов 
самый крупный из известных науке после неродственных 
ей якобид и Diphylleia. Проведенный анализ митохондри-
альных генов Ancoracysta и  других эукариот подчерки-
вает, что богатые генами митохондриальные геномы от-
нюдь не указывают на позицию организма вблизи корня 
эукариотического древа.

Были обнаружены несколько жгутиковых представи-
телей новой филогенетической клады, которая вероятно 
не  относится ни  к  одному из  известных макротаксонов 
эукариот. Эти мельчайшие жгутиконосцы представляют 
слабо исследованную пико-фракцию одноклеточных эу-
кариот в Мировом океане.

Работа выполнена при поддержке РФФИ 
(гранты № 20-34-70049 и  № 20-04-00583) 
и  в  рамках государственного задания (тема 
№ АААА-А18-118012690098-5).
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Мечниковеллиды (Microsporidia: Metchnikovellidae) — 
гиперпаразиты грегарин, обитающих в  кишечнике мор-
ских беспозвоночных, преимущественно полихет. Для 
них характерен сложный жизненный цикл, включающий 
в себя два типа спорогонии, приводящих к образованию 
либо свободных, либо заключенных в  толстостенные 
«споровые мешки» (цисты) спор. Форма и  размер цист 
представляют собой видоспецифические признаки.

В  кишечнике полихеты Pygospio elegans можно об-
наружить два вида грегарин: эугрегарины Polyrhabdina 
sp. и архигрегарины Selenidium pygospionis. Polyrhabdina 
sp. — хозяин первого порядка для Metchnikovella incurvata 
и M. spiralis. В S. pygospionis паразитируют M. dogieli и еще 
не  описанный вид Metchnikovella sp. Почти все стадии 
(в том числе, цисты и свободные споры) M. incurvata раз-
виваются в  непосредственном контакте с  цитоплазмой 
хозяина. Согласно светомикроскопическим наблюдени-
ям, вероятно, так же проходит жизненный цикл M. dogieli. 

Цисты и  свободные споры M. spiralis и  Metchnikovella 
sp. развиваются в  паразитофорных вакуолях (ПВ). При 
этом у M. spiralis ПВ, в которой лежит циста, увеличива-
ет свой объем, приобретая поддерживающий ее изнутри 
каркас в  виде шнура, спирально окружающего цисту. 
Происхождение ПВ  не  известно, так как не  изучен про-
цесс заражения грегарин. Возможно, с помощью аппара-
та экструзии мечниковеллиды заставляют плазмалемму 
грегарины инвагинировать в  области микропоры, где 
отсутствуют внутренние мембраны пелликулы, тогда па-
разит оказывается заключённым в П В, произошедшую 
от плазмалеммы хозяина. Развитие паразитов в прямом 
контакте с  цитоплазмой возможно в  случае, если они 
могут с  помощью аппарата экструзии проделывать от-
верстие в пелликуле и инъецировать спороплазму прямо 
в цитоплазму грегарины.

Таким образом, мечниковеллиды используют две 
альтернативные стратегии: развитие цист и  свободных 
спор в ПВ (иногда с увеличением ее объема), либо раз-
витие в прямом контакте с цитоплазмой грегарины. В не-
которых случаях, по-видимому, может происходить ре-
дукция ПВ на поздних этапах развития. Функциональное 
значение объемных паразитофорных вакуолей со зрелы-
ми цистами или свободными спорами неясно. Заметим, 
что M. incurvata и M. dogieli производят настолько много 
спор и цист, что деформируют, полностью занимая цито-
плазму, грегарину и, по мере накопления цист на разных 
стадиях, вызывают разрыв ее  пелликулы. Такой плот-
ности инвазии мы  не  наблюдали для видов, сохраняю-
щих ПВ  на  большем протяжении их  жизненного цикла, 
что может свидетельствовать о  ее  необходимости для 
полного созревания цист перед их  выходом во  внеш-
нюю среду и  поддержания целостности клетки хозяина 
до  нужного момента. Суммируя вышесказанное, меч-
никовеллиды разных видов из  одной полихеты обла-
дают разными стратегиями выстраивания отношений 
с хозяином-грегариной.

Проект выполняется при поддержке гранта РФФИ 
№ 18-04-01359.
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Для взаимодействия с  окружающей средой клетки 
эукариот используют поверхностные рецепторы, с  по-
мощью которых патогенные и  условно-патогенные 
бактерии могут проникать в  клетки, которые в  норме 
не  фагоцитируют. Бактерии Serratia proteamaculans 
способны проникать в  клетки эукариот, что коррели-
рует с  активностью актин-специфической протеазы 
протеализин  [1]. Среди субстратов протеализина был 
обнаружен белок внешней мембраны бактерий OmpX 
и  показано, что трансформация E.coli плазмидой, несу-
щей ген OmpX, в 3 раза увеличивает адгезию бактерий 
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к  клеткам эукариот  [2]. Поверхностный белок бактерий 
OmpX, взаимодействует с рецептором ЭФР и фибронек-
тином  [3, 4]. Фибронектин на  поверхности клеток эука-
риот связывается с интегринами, гетеродимерными ре-
цепторами, состоящими из α5 и β1 субъединицы. Целью 
данной работы было проанализировать накопление кле-
точных белков, связывающихся с OmpX, в клетках HeLa 
в  ответ на  заражение бактериями S. proteamaculans. 
С  помощью от-ПЦР было показано, что при заражении 
бактериями S. protemaculans экспрессия фибронектина 
и α5-интегрина остается постоянной, а  экспрессия β1-
интегрина и рецептора ЭФР увеличивается в 2–2,5 раза. 
Заражение клеток контрольными E.coli не влияет на экс-
прессию этих белков в клетке-хозяине. Заражение клеток 
бактериями E.coli, трансформированными плазмидой, 
несущей ген OmpX, приводит к  увеличению экспрессии 
β1-интегрина и рецептора ЭФР в 2,5–3 раза. Таким об-
разом, заражение клеток HeLa инвазивными бактерия-
ми S. protemaculans приводит к накоплению способных 
участвовать в инвазии рецепторов клетки-хозяина. Этот 
эффект может быть вызван взаимодействием OmpX 
с рецепторами клетки-хозяина.

Работа выполнена в  рамках грантов РНФ 19-74-
00041, РФФИ 17-04-00558.
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Ген whiA кодирует консервативный белок, распро-
странённый среди бактерий. Он состоит из С-концевого 
HTH-домена, характерного для транскрипционных фак-
торов, и  N-концевого домена (HEN), гомологичного 
хоминг-эндонуклеазам.

WhiA важен для жизнедеятельности бактерий. 
Известно, что в разных бактериях он задействован в раз-
ных процессах. Например, у Streptomyces spp WhiA не-
обходим для споруляции, а у Bacillus subtilis он участвует 

в делении клеток и сегрегации хромосом. WhiA присут-
ствует и в редуцированных бактериях класса Mollicutes, 
однако, его функция остается неясной. WhiA также вхо-
дит в  состав минимального генома, синтезированного 
группой Крейга Вентера.

Нами было сделано предположение, что консерва-
тивной мишенью WhiA является оперон, кодирующий 
рибосомные и  ряд других белков (оперон rpsJ). Мы  из-
учили функции гомологичных белков WhiA из B. subtilis 
и  Mycoplasma gallisepticum. Мы  доказали, что каждый 
из  доменов WhiA связывает определенный мотив. 
Последовательность GAYACRCY (Y=C или T, R = A или G) 
является мишенью для HTH домена и важна для образо-
вания специфического ДНК-белкового комплекса, а HEN 
взаимодействует с  дополнительным мотивом (GTTGT). 
На функционирование белков, относящихся к семейству 
WhiA, влияют концентрации макроэргов. Мы  показали, 
что оба белка изменяют свое сродство к ДНК в присут-
ствии как АТФ, так и АДФ.

Увеличение концентрации АТФ в M. gallisepticum при-
водит к конформационной перестройке белка, в резуль-
тате чего происходит диссоциация HEN домена от ДНК. 
Мы показали, что WhiA из M. gallisepticum репрессирует 
транскрипцию оперона rpsJ, в  ответ на  снижение кон-
центрации АТФ в  клетке. Кроме того, этот белок может 
образовывать петли ДНК, связывая основную и дополни-
тельные последовательности, между которыми находит-
ся несколько сотен оснований.
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Накопление клеткой низкомолекулярных осмолитов 
является одним из  ключевых компонентов адаптации 
к выживанию в отрицательных температурах. Мы иссле-
довали состав водорастворимых осмолитов в  клетках 
штамма акантамебы (Acanthamoeba, Amoebozoa), вы-
деленного из  отложений позднеплейстоценовой вечной 
мерзлоты (пережившим в состоянии криптобиоза поряд-
ка 30 тысяч лет), методом ядерного магнитного резонан-
са (ЯМР). Изучены ЯМР-спектры трофозоитов, незрелых 
цист, зрелых цист и псевдоцист.

В  клетках идентифицировано несколько десят-
ков водорастворимых метаболитов. В  направлении 
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от трофозоитов к зрелым цистам наблюдается тотальное 
упрощение спектров: обеднение общего биохимического 
профиля и накопление трегалозы. В зрелых цистах трега-
лоза становится главным компонентом, и ее относитель-
ная концентрация возрастает в  75  раз. Концентрация 
ряда метаболитов повышается в начале инцистирования, 
но в зрелой цисте снижается ниже предела обнаружения 
метода. Это относится к таким метаболитам как уридин, 
триптофан, фенилаланин, тирозин, треонин, аспарагино-
вая кислота, глутамин, глутаминовая кислота, метионин, 
валин, изолейцин, лейцин.

Состав веществ, избирательно накапливаемых ци-
стами и  псевдоцистами, в  значительной мере совпада-
ет. Основным из  них является трегалоза, концентрация 
которой увеличивается в несколько раз в псевдоцистах 
и на два порядка в цистах. В то же время, наблюдаются 
и  минорные изменения концентрации некоторых ве-
ществ, некоторые из которых известны как участвующие 
в  клеточном ответе на  низкие температуры (например, 
холин). Сравнение спектров псевдоцист и  цист демон-
стрирует более глубокий характер физиологических про-
цессов, происходящих при формировании последних. 
Этим объясняется и  большая устойчивость цист к  раз-
личного рода воздействиям, отмеченная как в литерату-
ре, так и в наших наблюдениях.

Как и при инцистировании, при образовании псевдо-
цист снижается содержание большинства аминокислот 
и  углеводов, при этом происходит накопление трегало-
зы, холина и α-глицерофосфохолина. В отличие от цист, 
при образовании псевдоцист наблюдалось накопление 
фумарата и  уроканата. Последний в  случае с  цистами 
обнаружен на  стадии незрелой цисты, но  отсутствовал 
в зрелых цистах.

Работа выполнена в  рамках госзадания 
№ 0191-2019-0044  и  поддержана грантом РФФИ 
№ 18-04-00824.
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Микроспоридии являются облигатными внутрикле-
точными паразитами с  широким кругом хозяев, одна-
ко они чрезвычайно редко встречаются у  инфузорий, 
и  до  последнего времени не  были известны у  пред-
ставителей рода Paramecium. Нами впервые выде-
лено два вида микроспоридий, паразитирующих у  па-
рамеций: Globosporidium paramecii из  инфузории P. 
primaurelia (клон SpM5-3, изолирован в Испании, 2015) 

и  Globosporidium sp. из  P. sonneborni (клон CyP5-13, 
первый клон данного вида, несущий какого-либо эндо-
симбионта, изолирован на  Кипре, 2016). Оба паразита 
на  стадии споры обладают короткой полярной трубкой, 
двухчастным поляропластом и выраженной задней ваку-
олью, но отличаются по своей форме: G. paramecii имеет 
сферическую форму, Globosporidium sp.  — бокаловид-
ную. В отличие от G. paramecii, у споры Globosporidium sp. 
не выявлено двух отличающихся по размеру типов спор. 
С  помощью световой и  электронной микроскопии было 
показано, что в  цитоплазме инфузорий одновременно 
присутствуют все стадии жизненного цикла: меронты, 
споронты и  споры одноядерные, спорогональные плаз-
модии многоядерные.

Последовательности генов рРНК малой субъединицы 
рибосомы паразитов имеют высокий процент сходства 
(98.4%), однако микроспоридии отличаются друг от дру-
га как морфологически, так и специфичностью к разным 
видам хозяев, что позволяет отнести этих микроспори-
дий к  разным видам в  пределах рода Globosporidium. 
Филогенетический анализ продемонстрировал близость 
рода Globosporidium к микроспоридиям из низших ракоо-
бразных, личинок комаров, инфузорий.

Получены первые сведения о  геноме G. paramecii. 
Выделена тотальная ДНК из  микроспоридий, извлечен-
ных из  цитоплазмы инфузории с  помощью микрома-
нипулятора, проведена полногеномная амплификация 
и  подготовлены библиотеки парных ридов. Отобрано 
696 контигов, принадлежащих паразиту; в них предска-
зано 1173 потенциальных гена, которые будут использо-
ваны в дальнейшем анализе.

Работа выполнена при поддержке грантов РФФИ 18-
04-00562 и РНФ 19-74-20136 с использованием обо-
рудования ресурсных центров Научного парка СПбГУ: 
«Культивирование микроорганизмов», «Развитие 
молекулярных и  клеточных технологий», «Биобанк», 
«Вычислительный центр».
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Instructions for Authors

JOURNAL STRUCTURE

The journal includes several sections such as «Reviews», 
«Original Research», «Discussion and Theoretical Back-
ground», «Stem cells business», «Editorial's», «History».

GENERAL INSTRUCTIONS

Submission: Contributions to  any aspect the jour-
nal covers that meet the requirements are accepted for 
publication.

Manuscripts must be sent to 119991 Moscow, Gubkina 
st. b. 3–2.

Tel. +7 (495) 646-80-76  in  two copies and on  disc, 
1.5 line spaced with 3-cm left, 1-cm right and 2,5-cm top/
bottom margins.

Besides, manuscripts except the original research may 
be submitted by e-mail redaktor@celltranspl.ru.

All pages except the title page should be  numbered 
(at the upper center). Manuscripts could be returned shelved 
to the authors unless they satisfy the General Instructions 
requirements. Materials published elsewhere or  being un-
der consideration by another journals will be rejected.

Title page: The title page should include the names 
of  all the authors, a  short running title, affiliations (names 
of department[s]/ laboratory[ies] and institution[s] where the 
work was done), 5  to  10 key words. The name, the highest 
academic degrees of the institution head should be provided 
within the brackets. The original investigation reports must 
be proved by the head of the institution where the study is held.

Abstract: A  250-word abstract should be  provided 
for all articles. [The editorial department will edit abstracts 
that are too long.] The abstracts should include the aims 
of  investigation, general procedures (selection of  objects 
to be studied or  laboratory animals, methods of  investiga-
tion or analysis), results (specific findings and their statis-
tic significance), and conclusion. Abstract will be translated 
into Russian by the publisher’s editorial department.

Text: The text should be  a  Word-processed A4  format 
document in  the 14-th  Times New Roman font without hy-
phens. All pages should be  numbered in  the upper center. 
Complex formulae and citations should be signed on the mar-
gins by  authors. Materials and methods of  the investigation 
should be described in details, with the proper names of re-
agents used, their producers and country. In  case reports, 
patients’ names, history identifications especially in  pictures 
or photographs should be omitted. In case of people partici-
pation in the clinical research, provide the information if they 
signed the informed consent as well as is there is the approval 
of the ethic committee and that of the scientific board of the in-
stitution where this investigation was performed. Manuscripts 
that do not provide this information will be rejected.

In  case of  reports on  experimental animals, indicate 
if the experiment was held according to the rules of keeping 
and handling experimental animals accepted in your institu-
tion, the national laws and the international regulations.

Last page: The last page should include the signatures 
of  all the authors, their full names, the highest academic 
degrees and the corresponding author’s complete mailing 
address, telephone/fax and e-mail.

Illustrations: As  illustrations original schemes, pic-
tures, micrographics, diagrams are accepted for publi-
cation. All the pictures and diagrams should be  provided 
as  separate files in  a  tiff format with the primary resolu-
tion of 300 dpi and the linear width of not less than 7 cm. 
Legends are acceptable only on a printed copy or on picture 
copies. Diagrams should be grey and green.

The edition does not guarantee a high quality of repro-
duction of  inappropriate illustration(s), and reserves the 
right not to  reproduce an  illustration(s) unless its quality 
meets the editorial requirements.

REFERENCES

Citation in text: All references should be cited in the 
text and numbered consecutively using Arabic numbers 
in square brackets in accordance with the list given in the 
end of the article.

Reference list: Presentation of  the references 
should be based on NLM formats in  Index Medicus. The 
author-date system of  citation is  not acceptable. Titles 
of  journals should be  abbreviated according to  Index 
Medicus. The list of  Index Medicus  — indexed journals 
could be  obtained at  NLM (http://www.nlm.nih.gov). 
All authors should be  listed; if  there are five authors 
and more, only the first three should be  listed, followed 
by «et al.». Authors bear total responsibility for the accu-
racy and completeness of all references and for correct 
text citation.

SPECIFIC FORMATS

Review articles:
not more than 30 pages of typewritten text.
Original research:
not more than 15 pages of typewritten text.
Historical material:
nor more than 15 pages of typewritten text.

EDITORIAL ASSESSMENT AND PROCESSING

The editorial department reserves the right to  con-
sult the authors about refinement, modifying or shorten-
ing manuscripts. All contributions to  the journal could 
be  peer reviewed by  members of  the Editorial Board 
or  submitted to  expert consultants at  the discretion 
of  the editorial department. Accepted materials are 
published free of  charge. Manuscripts and facsimile 
copies are not returned to  the authors. Having been 
published in «Genes & Cells» materials will be published 
at http://www.genescells.com.



ПАО «ИСКЧ» (Институт Стволовых Клеток Человека) — российская многопрофильная биотехнологическая 
компания, основанная в 2003 году.

Направления деятельности ИСКЧ  — научные исследования, разработка, а  также коммерциализация 
и дальнейшее продвижение на рынке собственных инновационных лекарственных препаратов и высоко-
технологичных медицинских услуг.

Компания ставит целью формирование новой культуры медицинской заботы о  человеке  — развитие 
здравоохранения в области персонализированной и профилактической медицины.

ИСКЧ принадлежит банк персонального хранения 
стволовых клеток пуповинной крови Гемабанк®  — 
крупнейший в Р Ф  и  СНГ, а  также банк репродуктив-
ных клеток человека  — Репробанк® (персональное 
хра- нениеидонация).

Компания вывела на  рынок первый российский ген-
нотерапевтический препарат для лечения ишемии 
нижних конечностей атеросклеротического генеза  — 
Неоваскулген®, а также инновационную медицинскую 
технологию применения дермальных аутофибробла-
стов для восстановления кожи с признаками возраст-
ных и иных структурных изменений — SPRS- терапия®.

ИСКЧ реализует социально-значимый проект 
по  развитию лаборатории и  сети медико-гене-
тических центров Genetico® для предоставления 

услуг генетической диагностики и  консультирова-
ния с  целью раннего выявления и  профилактики 
наследственных заболеваний, а  также патологий 
с генетической составляющей (включая преимплан-
тационную генетическую диагностику, неинвазив-
ное пренатальное тестирование, а  также сервисы 
в области онкогенетики и биоинформатики на осно-
ве NGS /расшифровка генома человека и  его ин-
терпретация, диагностические панели на отдельные 
категории и случаи заболеваний).

Компания развивает свои продукты и  услуги как 
на российском,так и на международном рынке.

ИСКЧ  — первая публичная биотехнологическая ком-
пания в Р оссии, эмитент сектора РИИ Московской 
Биржи (тикер: ISKJ).

Проекты ИСКЧ охватывают следующие сегменты современных биомедицинских технологий:

генная терапия регенеративная 
медицина (клеточные 
сервисы и препараты, 

тканеинженерные 
продукты)

медицинская генетика, 
в т. ч. репродуктивная 

(генетическая 
диагностика 

и консультирование)

биострахование биофармацевтика 
(в рамках 

международного 
проекта «СинБио»)
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